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5.3.3. Análisis de la expresión del gen Topoisomerasa I en la exposición a 

Oxaliplatino, Topotecán y la combinación Oxaliplatino/TPT por Northern Blot 

 

En este apartado se analiza la influencia del Oxaliplatino administrado como 

agente único y/o previamente a TPT en el esquema secuencial OXA→TPT, en la 

expresión de Topoisomerasa I (Topo I) como un parámetro directamente relacionado 

con la sensibilidad de estas líneas a los inhibidores de Topoisomerasa I, que nos permita 

clarificar las bases moleculares del efecto sinérgico observado en la asociación OXA→ 

TPT tanto en líneas sensibles como resistentes a 5-FU. 

 

Para ello, analizamos la expresión de Topoisomerasa I en las parejas HT29/HT29-

5FUR y LoVo/LoVo-5FUR mediante técnica de Northern Blot (ver ejemplo) en los 

siguientes puntos (figura 36):  

 
Esquema 1) Después de la exposición a Oxaliplatino: a las 0, 12 y 24h después del 

tratamiento 

Esquema 2) Durante la exposició n a TPT: a las 12h y 24h 

Esquema 3) En el esquema secuencial OXA→TPT después de la exposición previa a 

OXA y durante la exposición a TPT: a las 12h y 24h durante la exposición a TPT 

 

 
 En el esquema nº1, se observó una disminución importante en los niveles de 

expresión de Topo I después de la exposición a Oxaliplatino a las 0h (justo en el 

momento de retirar el fármaco del medio de cultivo) en todas las líneas celulares cuando 

se comparaban con las células control sin tratar, a excepción de la línea HT29 que 

presentó niveles idénticos a su respectivo control sin tratar (figura 37). Los niveles de 

Topo I incrementaron posteriormente hacia las 12 y 24h después del tratamiento con 

Oxaliplatino en todas las líneas celulares analizadas, hasta alcanzar niveles superiores a 

los de sus respectivos controles sin tratar (figura 37).  
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Figura 36. Esquema del análisis de expresión de Topoisomerasa I realizado en líneas 
celulares sensibles/resistentes. Las flechas señalan los puntos de recogida de muestras tras 
la administración de OXA  y durante la exposición a TPT. Los valores obtenidos para cada 
línea celular se estandarizaron  respecto a sus respectivas células control sin tratar. La 
concentración de cada uno de los fármacos corresponde a las dosis inhibitorias del 50% 
(ID50) utilizadas en el estudio de citotoxicidad para cada línea celular. 
 

 

 

En el esquema nº2 (durante la exposición a TPT) se observó un incremento en los 

niveles de Topo I en todas las líneas celulares cuando se comparaban con las células sin 

tratar (figura 37) que se interpreta como la respuesta celular al daño inducido, 

incrementando los niveles de la enzima que forma parte de la maquinaria reparación 

celular. Cabe señalar que el incremento en la línea HT29-5FUR fue muy ligero 

(aproximadamente 1,5 veces respecto a su control sin tratar) si se compara con la 

sobreexpresión observada en su homóloga sensible HT29 (que se caracteriza porque 

presenta amplificación génica de Topo I, Mcleod HL y col, 1996, y que presentó una 

expresión 3 veces superior a la de su respectivo control sin tratar) (figura 37). Estas 

diferencias en la expresión de Topo I en la pareja HT29/HT29-5FUR podría estar 

relacionada con el hecho que la dosis de TPT requerida por la línea HT29 en el estudio 

de citotoxicidad fuera ligeramente superior a la requerida por la línea HT29-5FUR 

(DI50’s de 211,90 y 162,65 nM para HT29 y HT29-5FUR, respectivamente).  

 

En el esquema secuencial OXA→TPT (esquema nº3) se observó un aumento en los 

niveles de expresión de Topo I a las 12h y 24h  en todas las líneas celulares analizadas. 
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Sin embargo los resultados obtenidos fueron algo distintos para cada una de las 

parejas sensible/resistente: 

 

- En el caso de la pareja HT29/HT29-5FUR los niveles de Topo I a las 24h  en este 

esquema nº 3 (figura 37) llegan incluso a superar ligeramente (aproximadamente 1,2 

veces) los niveles de expresión obtenidos para la administración de TPT como agente 

único (esquema nº 2). Estos resultados no correlacionaron con la citotoxicidad 

observada para la combinación secuencial OXA→TPT en estas líneas celulares (para 

una fracción de inhibición del 50% los valores de CI fueron 0.77 y 0.65 para HT29 y 

HT29-5FUR, respectivamente).  

 

- En el caso de la pareja LoVo/LoVo-5FUR, el incremento en los niveles de Topo I 

durante la exposición a TPT en el esquema secuencial OXA→TPT (esquema nº 3) 

siempre fue inferior al observado durante la exposición a TPT como agente único 

(esquema nº2) (figura 37). Quisiera en este punto, hacer mención a los resultados del 

objetivo 1 (apartado 5.1.4.), donde se observaba que la inducción de resistencia a 5-FU 

en la línea LoVo-5FUR generaba un patrón de resistencia cruzada (una menor 

sensibilidad) a los inhibidores de Topo I (TPT, CPT-11 y SN38). La desregulación de 

los niveles de Topo I tras la exposición previa a Oxaliplatino en el esquema OXA→TPT 

correlacionó con la disminución de la dosis de TPT en la combinación en ambas líneas, 

y señalar además que en el caso de la línea LoVo5FUR esta dosis de TPT en la 

combinación se acercaba a la requerida por la línea parental LoVo (tal y como se ha 

explicado anteriormente en los resultados del objetivo 2, apartado 5.2.1.). Por tanto, la 

desregulación en los niveles de Topo I correlaciona con la sinergia observada para la 

combinación OXA→TPT en estas líneas celulares. 

 

En resumen, la administración de Oxaliplatino como agente único o en la 

combinación OXA→TPT provoca una desregulación de la expresión de Topoisomerasa 

I, que es lógica si tenemos en cuenta que el Oxaliplatino por su mecanismo de acción, 

provoca un bloqueo en la síntesis de ADN y por tanto, una disminución en los niveles 

de los enzimas implicados en este proceso (tanto TS como Topoisomerasa I). Así, la 

sinergia observada en la asociación OXA→TPT parece estar asociada al daño inducido 
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en el DNA tras la exposición a OXA, de forma que la subsiguiente administración de 

otra droga como el 5-FU o los inhibidores de Topoisomerasa I, que actúan también en 

procesos de la síntesis y/o reparación del ADN, provoca un efecto citotóxico mayor, 

letal para la célula tumoral. 

 Además cabe destacar que el descenso marcado de los niveles de Topoisomerasa I 

justo a las 0h después de retirar el OXA del medio de cultivo, señala la necesidad de 

administrar el inhibidor de Topoisomerasa I previo a Oxlaiplatino, ya que niveles bajos 

de expresión de esta enzima comportan resistencia a este tipo de drogas (TPT, CPT-11).  
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Ejemplo del análisis por Northern Blot de la expresión de Topoisomerasa I en las 
parejas sensibles/resistentes. Las bandas se normalizaron con la señal del ARN ribosómico 
28S de cada una de las líneas y se estandarizaron respecto a los controles sin tratar (veáse 
material y métodos).  
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Figura 37. Expresión de Topoisomerasa I RNA en las parejas sensibles/resistentes. Los 
datos representan la expresión de Topoisomerasa I respecto el control sin tratar una vez 
estandarizados los valores respecto al ARNr 28S. El valor 1 representa los niveles de 
Topoisomerasa I en el control sin tratar. Nótese la desregulación en los niveles de 
Topoisomerasa I tras la exposición a Oxaliplatino en el momento en que se retira el fármaco 
(0h). Los niveles de Topoisomerasa incrementan posteriormente en presencia de TPT. 
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5.3.4. Análisis de la muerte celular programada (apoptosis) después de la 

exposición a Oxaliplatino, 5-Fluorouracilo y la combinación Oxaliplatino/5-FU 

 

En este último apartado tratamos de analizar si la citotoxicidad observada en las 

asociaciones secuenciales de OXA/5-FU tanto en línea sensibles como resistentes a 5-

FU, se explica por un incremento en la inducción de muerte celular programada o 

apoptosis.  

 

Para ello, se analizó la existencia o no de apoptosis mediante dos técnicas 

complementarias: 

- Análisis de la fragmentación del ADN en geles de agarosa (DNA laddering) 

- Análisis de Anexina V por citometría de flujo  

Con la inclusión de estas técnicas aseguramos el estudio de los diferentes estadios 

de apoptosis: temprana (anexina V) y/o tardía (DNA laddering). En todos los casos se 

utiliza la línea celular U937 como control positivo, ya que durante el tratamiento de 4h 

con TPT a dosis 300 nM se induce apoptosis muy prominente tal y como se observa por 

el patrón de fragmentación del DNA (figura 38). 

 

Los análisis se realizaron en muestras procedentes de las parejas 

sensibles/resistentes tras la exposición a Oxaliplatino y 5-FU como agentes únicos o en 

las dos combinaciones secuenciales OXA→5FU y 5FU→OXA, a las correspondientes 

dosis DI50 de cada fármaco en cada una de las líneas celulares analizadas. 

 

Tras el análisis de DNA laddering, sólo observamos apoptosis (tal y como muestra 

la tabla 12) en el caso de las células recogidas del sobrenadante de todas las líneas 

celulares si bien esta apoptosis se trata de un proceso espontáneo ya que los controles 

sin tratar también presentaron el mismo patrón y responde a procesos de inhibición por 

contacto del crecimiento en los cultivos en monocapa. 
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 Control OXA 5-FU OXA-5FU 5FU-OXA 

HT29 monocapa - - - - - 

HT29 sobrenadante + + + + + 

HT29-5FUR monocapa - - - - - 

HT29-5FUR sobrenadante + + + + + 

LoVo monocapa - - - - - 

LoVo sobrenadante + + + + + 

LoVo-5FUR monocapa - - - - - 

LoVo-5FUR sobrenadante + + + + + 

 
Tabla 12. Resultado del análisis de muerte celular programada por DNA laddering en 
líneas sensibles y resistentes a 5-FU a las 72h después de la administración de 
Oxaliplatino,  5FU  y  OXA/5FU. (+) apoptosis, (-) no apoptosis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
Figura 38. Análisis de la  fragmentación de ADN en células -A- de la monocapa y -B- del 
sobrenadante de la línea LoVo-5FUR recogidas 72h después de las diferentes exposiciones. 
Carril 1: control sin tratar; carril 2:  OXA, carril 3: 5-FU, carril 4 OXA→5-FU, carril 5: 5-
FU→OXA,  (+) indica el control positivo (U937 x TPT).  

+1 2 3 4 5 

B) A) 

+ 1 2 3 4 5 
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En el análisis por citometría de flujo realizado con annexina V, se observó un 

ligero incremento de muerte celular por apoptosis -3,2% de la población de células 

tratadas  versus 1,7% de  sus correspondientes controles sin tratar- que correlaciona con 

la citotoxicidad observada tras el tratamiento con los diferentes agentes, aunque 

globalmente, no se aprecia un patrón claro de muerte por apoptosis. 

 

Los resultados obtenidos por uno u otro método son coincidentes y muestran la 

ausencia de un patrón de muerte por apoptosis en las muestras analizadas tras la 

exposición a Oxaliplatino, 5-FU como agentes únicos y en combinación (OXA→5-FU y 

5-FU→OXA) y sugieren que la apoptosis no es el mecanismo principal de la muerte 

celular que se produce in vitro en estas asociaciones como mínimo a las dosis utilizadas. 

Los resultados obtenidos están en concordancia con datos publicados en la literatura que 

señalan que a diferencia de lo que ocurre en células de la línea hematopoyética (p.e. 

U937), las células de colon que crecen in vitro adheridas al substrato no entran en 

apoptosis de forma rápida por el efecto del tratamiento con inhibidores de 

Topoisomerasa I. 

 

Además la ausencia de muerte celular programada parece ser en nuestro caso: a) 

un evento independiente del estado de p53, ya que es un hecho común en líneas salvajes 

(LoVo/LoVo-5FUR) y mutadas (HT29/ HT29-5FUR); b) independiente del estado de 

los genes reparadores del ADN (líneas RER-: HT29/HT29-5FUR, y RER+: 

LoVo/LoVo-5FUR). 
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- D I S C U S I Ó N -  
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El principal obstáculo en el tratamiento con quimioterapia del cáncer colorrectal 

avanzado (CRC) es la resistencia intrínseca que presenta este tipo de neoplasia a la 

mayoría de los fármacos utilizados actualmente en la clínica. Tal y como se ha 

comentado en la introducción, durante los últimos 40 años el 5-Fluorouracilo (5-FU) ha 

sido el tratamiento estándar en esta neoplasia. La práctica clínica demuestra que la 

administración durante largos períodos de tiempo de 5-FU conduce a la aparición de 

fenómenos de resistencia inducida al fármaco, lo que implica una menor efectividad del 

tratamiento. Los estudios in vivo realizados en pacientes tratados con 5-FU, demuestran 

la existencia de una correlación entre los niveles intratumorales de expresión de la 

Timidilato Sintasa (TS, la enzima diana para el 5-FU) y los fenómenos de resistencia a 

este agente (Edler D y col, 2000; Lenz HJ y col, 1997). Además, los avances en la 

biología molecular y en la clínica demuestran que esta resistencia es un evento 

multifactorial y que determinados parámetros biológicos podrían también estar 

condicionando la respuesta del tumor al tratamiento con 5-FU (Kitchens ME y col 

1999a; Bunz F y col, 1999; Van Triest B y col, 2000; Papamichael 2000). En este 

punto, la administración de fármacos con mecanismos de acción diferentes al 5-FU, 

permite una mejora del tratamiento tanto en pacientes tratados como no tratados con 5-

FU (Abad A, 2001).  

  

En base a todo esto, el presente estudio ha pretendido integrar los conocimientos 

actuales de los mecanismos celulares y moleculares que constituyen la base de la 

resistencia adquirida a 5-FU, así como evaluar las pautas de asociación de otros 

fármacos encaminados a revertir los fenotipos de resistencia a 5-FU y  establecer las 

bases bioquímicas y moleculares involucradas en la efectividad de estas combinaciones 

que tan activas se están mostrando en la clínica.  

 

Un primer paso en el análisis de los mecanismos implicados en la aparición de la 

resistencia a 5-FU es el estudio in vitro con líneas celulares derivadas de tumores 

colorrectales inicialmente sensibles al tratamiento con 5-FU (HT29 y LoVo) y líneas 

celulares con resistencia inducida al 5-FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) generadas por 
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exposición continuada a dosis crecientes del fármaco, hasta alcanzar una dosis de 5-FU 

2 µM en el caso de la línea HT29-5FUR y 7µM en el caso de la línea LoVo-5FUR. 

 

Tal y como ocurriría en una situación in vivo, la exposición continuada a 5-FU 

de una población heterogénea de células tumorales (en el presente estudio HT29 y 

LoVo) conduce a la aparición selectiva de poblaciones con diferente grado de 

adaptación al fármaco. Tras una etapa inicial de elevada mortalidad celular, se 

selecciona una población refractaria que presenta una tasa de crecimiento estable y 

comparable a la de la línea parental sensible correspondiente. Estas poblaciones 

celulares resistentes (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) presentan diferencias fenotípicas que 

permiten diferenciarlas de sus homólogas sensibles (como el aumento del tamaño 

celular, vacuolización del citoplasma). Dichas características se mantienen incluso 

cuando estas células resistentes se cultivan en medio libre de fármaco, indicando la 

irreversibilidad de su adaptación.  

Estas líneas resistentes presentan además un patón de ciclo celular, no 

observándose en las mismas un incremento de células retenidas en fase de síntesis (fase 

S) pese a la presencia en el medio de cultivo del 5-FU. Este hecho es remarcable si 

tenemos en cuenta que el 5-FU es un agente ciclo-específico, y que por su mecanismo 

de acción es capaz de inhibir la síntesis del ADN y por tanto, su administración debería 

provocar una retención en la fase S del ciclo celular. Por tanto, la observación de un 

patrón de ciclo normal en las líneas resistentes en presencia del 5-FU en el medio de 

cultivo, muestra la adaptación de las mismas a este agente. Una posible explicación la 

encontraríamos en la literatura (Longley DB y col, 2001). Estos autores sugieren que 

sería la sobreexpresión de la Timidilato Sintasa (TS), la diana terapéutica del 5-FU, la 

que permitiría a estas células resistentes eludir o superar (“abrogate”) la retención en la 

fase S del ciclo celular que causaría el 5-FU en condiciones normales en una línea 

celular sensible al fármaco, confiriendo por tanto resistencia a lo inhibidores de TS 

(fluoropirimidinas o antifolatos). La sobreexpresión de TS iría acompañada de una 

disminución en los niveles de ciclina E, ciclina A y cdk2 (Longley DB y col, 2000), que 

son elementos reguladores de la progresión del ciclo celular (complejo ciclina E/cdk2 

regula la transición de G1 a S, y el complejo ciclina A/cdk2 regula la progresión al 

inicio de la fase S).  
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Las líneas LoVo-5FUR y HT29-5FUR mostraron una resistencia moderada de 3 

y 5 veces superior respectivamente a las correspondientes líneas sensibles (LoVo y 

HT29). Esto significa que las dosis de 5-FU requeridas para conseguir la misma 

fracción inhibitoria del crecimiento celular en estas líneas resistentes son superiores a 

las requeridas por sus homólogas sensibles. Este fenotipo de resistencia se observó tanto 

en exposiciones cortas (24h) como en infusiones (5 días) en ambas líneas resistentes, 

siendo por tanto, un fenotipo independiente del tiempo de exposición a 5-FU.  

 

Por otro lado existen evidencias, in vivo e in  vitro, de que el proceso de 

adaptación de un tumor a un agente quimioterápico, incluye una serie de cambios 

genotípicos que pueden afectar a la sensibilidad de estos tumores no sólo a fármacos 

con el mismo mecanismo de acción sino también a fármacos con mecanismos de acción 

diferentes, en cuyo caso se habla de un fenotipo de resistencia cruzada (cross-resistance 

pattern). Así por ejemplo, determinadas líneas con resistencia adquirida a cisplatino 

(CDDP) presentan resistencia cruzada a Irinotecán (CPT-11; Chen ZS y col, 1999) o 

líneas resistentes a CPT-11 que presentan resistencia cruzada a inhibidores de 

Topoisomerasa II como el etopósido (Kanzawa F y col, 1990). Este hecho es 

particularmente importante si tenemos en cuenta que fármacos con mecanismos de 

acción diferentes al 5-FU tales como Oxaliplatino e Irinotecán (CPT-11) se incluyen en 

regímenes de poliquimioterapia en enfermos que han progresado al tratamiento.  

Por tanto, creímos necesario determinar en este punto si la inducción de 

resistencia a 5-FU en nuestras líneas celulares alteraba la sensibilidad a otros agentes 

con actividad en cáncer colorrectal (CRC). 

 

En el presente estudio, no se detectaron alteraciones en la sensibilidad a 

Oxaliplatino en ninguna de las líneas resistentes cuando se compararon con sus 

correspondientes parejas sensibles. En cambio, sí se observó un ligero patrón de 

resistencia cruzada a inhibidores de la Topoisomerasa I (TPT, CPT-11 y SN38) en la 

línea LoVo-5FUR, requiriéndose aproximadamente el doble de dosis de estos 

inhibidores en esta línea celular para conseguir las mismas fracciones de inhibición del 

crecimiento que en la línea parental LoVo. Este hecho puede ser relevante en la clínica 

si tenemos en cuenta que los inhibidores de Topoisomerasa I, en concreto el CPT-11, se 
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administra como segunda línea de terapia en enfermos con cáncer colorrectal avanzado 

que han progresado al tratamiento con 5-FU (Van Custem E y col, 1999; Saltz LB y col, 

2000, Rothenberg ML, 2001) 

 

Tras estas observaciones, el siguiente paso consiste en determinar las causas que 

originan esta resistencia al 5-FU en nuestras líneas celulares, así como evaluar la 

implicación de las mismas en la sensibilidad a otros agentes con mecanismos de acción 

diferente al 5-FU. 

 

Se analizó en primer lugar, si el fenotipo de resistencia a 5-FU observado en las 

líneas celulares HT29-5FUR y LoVo-5FUR correlacionaba con alteraciones en la diana 

terapéutica del 5-FU, la Timidilato Sintasa (TS), ya sea a nivel de ADN (procesos de 

amplificación génica), ARNm (sobreexpresión del gen) y/o a nivel proteico (aumento de 

la traducción) . 

 

Uno de los fenómenos de resistencia descritos in vitro para este agente es la 

amplificación del gen que codifica para TS, localizado en el cromosoma 18p11.32 

(Schimke et al, 1984; Berger y col, 1985; Clark y col, 1987; Copur S y col, 1995), que 

se asocia a un incremento en la transcripción (ARNm) y la traducción (proteína) de TS. 

De hecho, esta sobreexpresión del gen TS se ha correlacionado en la clínica con una 

peor respuesta al 5-FU, y constituye un marcador pronóstico de la respuesta al 

tratamiento a este agente (Leichman y col, 1997; Salonga D y col, 2000; Edler D y col, 

2000). Se conoce además, la regulación feed-back negativa ejercida por la proteína TS 

libre sobre su ARN mensajero (ARNm) inhibiendo de esta manera su propia traducción 

(Chu E y col, 1993). El 5-FU actúa inhibiendo a la enzima impidiendo su unión al 

ARNm , por lo que la célula soporta una mayor traducción de TS que le permite evadir 

el tratamiento con 5-FU (Chu E y col, 1991). Existen sin embargo, otros mecanismos de 

regulación menos estudiados, que apuntan a la regulación post-traduccional de la 

enzima (Kitchens ME y col, 1999b). Estos autores sugieren que la inducción de TS en 

las líneas resistentes se debe a una estabilización de la enzima que al presentar un 

tiempo de vida media superior estaría más tiempo ligada al FdUMP (metabolito 

intermedio del 5-FU) formando el complejo ternario de inhibición, disminuyendo la 
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cantidad de TS libre para inhibir su propia traducción y permitiendo así a la célula 

evadir la presión del 5-FU. 

 

El análisis por Southern Blot en las parejas sensible/resistente mostró la ausencia 

de amplificación génica de TS en las líneas HT29-5FUR y LoVo-5FUR, y por tanto, el 

fenotipo de resistencia a 5-FU observado en estas líneas no está relacionado con un 

incremento en el número de copias del gen. Este resultado está en consonancia con los 

descritos previamente por Lessufleur T y col (1998) en líneas celulares moderadamente 

resistentes a 5-FU. Se sabe que los tumores son heterogéneos, están compuestos por 

subpoblaciones celulares con diferentes características morfológicas y funcionales. 

Durante el proceso de inducción de resistencia se produce una diferenciación celular de 

algunos de los diferentes tipos de células que forman el tumor. A medida que la dosis de 

5-FU incrementa, se va seleccionando una población con fenotipo similar al enterocítico 

que presenta un grado elevado de resistencia a la fármaco y muestra amplificación 

génica (Lessufleur T y col, 1998). A dosis moderadas de 5-FU, sin embargo, coexistirían 

distintas poblaciones con diversos grados de adaptación a la fármaco, la mayoría de las 

cuales aún no presentan amplificación génica, aunque sí otras alteraciones 

cromosómicas (ganancias/pérdidas) que les permitirían escapar a la presión del 5-FU. 

Estos datos coinciden con los resultados que obtuvimos en el análisis del genoma de las 

líneas resistentes por técnica de hibridación genómica comparativa (CGH) que 

comentaremos con más detalle posteriormente. 

En cambio, se observó un patrón de sobreexpresión en los niveles de ARNm de 

TS en las líneas resistentes a 5-FU cuando se compararon con sus correspondientes 

líneas sensibles, tanto en presencia como en ausencia de 5-FU a la dosis a la que se 

había inducido la resistencia (2µM para HT29-5FUR y 7µM para LoVo-5FUR). Esta 

sobreexpresión es una característica estable de estas líneas celulares resistentes y 

explica en parte, la diferente sensibilidad que presentan al 5-FU cuando se comparan 

con sus homólogas sensibles. El incremento en los niveles de expresión de TS en 

presencia de 5-FU observado en todas las líneas celulares, puede interpretarse como la 

respuesta celular para evadir la presión del 5-FU y correlaciona con datos previos 

publicados en la literatura (Chu E y col, 1993). 
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Por otro lado, se observa que la línea celular LoVo presenta ya a nivel basal (en 

ausencia de 5-FU), el doble de expresión que la línea HT29. Estos resultados ya habían 

sido observados previamente en nuestro laboratorio (Taron M, comunicación personal, 

1999b), y correlacionan con la dosis de 5-FU necesaria para la inducción de resistencia 

a 5-FU en el presente estudio (superior en el caso de la línea LoVo) y con la diferencia 

en al sensibilidad de estas líneas al 5-FU como agente único (exposición 5 días). 

Estudios posteriores realizados en nuestro laboratorio (Martínez-Balibrea E y col, 

comunicación personal, 2002) muestran que el incremento en los niveles basales de TS 

en la línea LoVo podrían explicarse por la presencia de un polimorfismo en la zona 

promotora del gen TS (3 secuencias de 28 pares de bases repetidas en tándem en la zona 

5’UTR -UnTranslated Region- cercana al codón de inicio AUG, mientras que la línea 

HT29 presenta sólo 2 secuencias de 28 pares de bases). Estudios previos en la literatura 

muestran que la presencia de triples repeticiones (3/3) conduce a un incremento de 2,6 

veces en los niveles de expresión del gen respecto a la doble repetición (genotipo 2/2) 

(Horie N y col, 1995).  

Por otro lado y dado que la TS se halla implicada en procesos de replicación 

celular, el incremento observado en los niveles de expresión del gen en la línea LoVo 

cuando se compara con la línea HT29, podría estar también relacionado con las 

deficiencias en el sistema reparador de aparejamientos incorrectos o mismatch repair 

system (MMR) que presenta la línea LoVo (fenotipo RER+). Este sistema reparador, tal 

y como se comenta en la introducción, es el encargado de identificar y reparar las 

lesiones inducidas en el ADN por el aparejamiento erróneo entre bases nucleicas 

originado por los fallos de las polimerasas del ADN durante la replicación celular. 

Algunos estudios previos en la literatura (Kitchens ME y col, 1999a; Carethers JM y 

col, 1999) muestran que las líneas deficientes en este sistema reparador (fenotipo 

RER+) presentan niveles incrementados de TS, lo que podría estar confiriéndoles una 

ventaja selectiva en el crecimiento celular. Este resultado podría tener una cierta 

relevancia clínica, si tenemos en cuenta que las deficiencias en el sistema reparador 

MMR son un hecho conocido/establecido en el cáncer colorrectal hereditario no ligado 

a la poliposis múltiple (HNPCC) y que afecta también a un 20% de los tumores 

colorrectales esporádicos (Grife R y col, 1998, Abad A, 2000; Elsaleh H y col, 2001). La 

presencia de niveles de TS superiores en estos tumores RER+ implicaría por un lado 
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una menor efectividad del tratamiento y por otro, que la administración de 5-FU podría 

estar seleccionando una población celular con mayor capacidad replicativa, lo que 

conduciría a una rápida progresión tumoral.  

 

Posteriormente, se analizaron los niveles proteicos de TS en ausencia y 

presencia de 5-FU, para comprobar si la sobreexpresión observada a nivel de ARNm  

correlacionaba con un incremento en los niveles de proteína que permitieran explicar el 

fenotipo de resistencia a 5-FU observado en las líneas HT29-5FUR y LoVo-5FUR. 

 

Las líneas resistentes presentaron en ausencia de 5-FU, una menor expresión 

proteica que sus correspondientes líneas parentales, dato que no concuerda con los 

niveles de expresión (ARNm) observados. La discordancia entre los niveles de 

expresión y proteína en las líneas resistentes podrían ser debidos en parte a una tasa de 

crecimiento celular ligeramente inferior a la de sus correspondientes líneas parentales 

(recordemos que TS es una enzima implicada directamente en al síntesis celular), 

aunque podría estar indicando también una mayor capacidad reguladora de la traducción 

por parte de la propia enzima en estas líneas celulares resistentes. Por último, señalar 

que igual que ocurría con los niveles de expresión del ARNm, los niveles basales de 

proteína TS en la línea LoVo fueron superiores a los observados para la línea HT29, 

dato que está en concordancia con resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio 

(Taron M, comunicación personal, 1999b). 

 

En presencia de 5-FU, se observó un incremento en los niveles de TS total (libre 

+ ligada formando el complejo ternario de inhibición) tanto en líneas sensibles como en 

resistentes, que se explica como la respuesta celular al 5-FU. La sobreexpresión del 

ARNm de TS en la línea HT29-5FUR, se traduce en un incremento en los niveles de 

proteína, hecho que justifica la diferente sensibilidad de esta línea al 5-FU cuando se 

compara con su homóloga sensible HT29. La línea LoVo-5FUR presenta niveles de TS 

inferiores a la línea parental LoVo con independencia de la presencia de 5-FU, lo que no 

correlaciona con la sobreexpresión de TS (los niveles de ARNm siempre fueron 

superiores en la línea LoVo-5FUR versus la línea LoVo) ni con las diferencias en la 

sensibilidad a 5-FU (las dosis inhibitorias en la línea LoVo-5FUR siempre fueron 
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superiores a las de la línea LoVo). Esta menor cantidad de proteína es una característica 

de esta línea y podría atribuirse bien a una mayor capacidad autorreguladora de TS o 

bien, tal y como muestra la literatura (Kitchens ME y col, 1999a) podría ser debido a 

una menor estabilidad del polipéptido resultante, que sería rápidamente degradado 

impidiendo su control sobre la traducción y requiriéndose por tanto niveles 

incrementados de ARNm para mantener los niveles adecuados de TS en esta línea 

celular. Por último quisiera señalar que esta discordancia entre los niveles de ARNm y 

proteína ya han sido descritos con anterioridad en la literatura (Ethiene MC y col, 1995; 

Kitchens ME y col, 1999a) y ponen de manifiesto la existencia de otros mecanismos de 

resistencia a 5-FU que incluyen alteraciones en el transporte, la metabolización, la 

enzima diana, la cinética celular y los procesos de protección frente a la apoptosis (Van 

Triest B y col, 2000; Salonga y col, 2000; Papamichael D, 2000). 

 

Por último, me gustaría remarcar que el incremento en los niveles proteicos de 

TS en presencia de 5-FU en las líneas resistentes fue superior al de las líneas sensibles y 

correlacionó con un aumento en los niveles de TS libre (no ligada), lo que implica que 

estas líneas resistentes soportan una mayor traducción de TS que sus homólogas 

sensibles y explica su capacidad para proliferar en presencia del fármaco. 

 

Se analizaron a continuación las características genéticas de las dos líneas con 

resistencia a 5-FU, HT29-5FUR y LoVo-5FUR, mediante técnica de H ibridación 

G enómica C omparativa (CGH). Los resultados obtenidos muestran la presencia en las 

líneas resistentes de diversas ganancias (5p, 6, 7p, 7q y 8q) y una pérdida (cromosoma 

3q en la línea HT29-5FUR) de material genético en determinadas regiones 

cromosómicas cuando se compararan con las correspondientes líneas parentales 

sensibles. La acumulación de estas anormalidades genéticas podría estar confiriendo a 

estas líneas HT29-5FUR y LoVo-5FUR una ventaja selectiva en el crecimiento, 

permitiendo a los clones resistentes predominar dentro de la población de células 

tumorales. Tal y como muestran algunos autores en la literatura (Kitchens ME y col, 

1999a; Carethers JC y col, 1999) los tumores que presentan el fenotipo de errores de 

replicación (RER+) podrían acumular un mayor número de alteraciones cromosómicas 

como consecuencia de la deficiencia en la reparación de los errores ocurridos durante la 
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replicación. A priori, parece que la línea celular LoVo-5FUR acumularía un mayor 

número de ganancias, sin embargo, sería necesaria la inclusión de más líneas RER+ 

para confirmar esta hipótesis. 

Los datos obtenidos por CGH coinciden con resultados previos descritos en la 

literatura utilizando técnicas citogenéticas clásicas (Lessufleur T y col,1991; McLeod 

HL y col, 1999) en los que se demuestra que la inducción a dosis moderadas de 5-FU 

conduce a la aparición de determinados cambios en el balance cromosómico originados 

por el proceso de adaptación de la línea celular correspondiente a la presencia de la 

fármaco en el medio de cultivo. Algunas de las ganancias observadas en nuestro estudio 

ocurren además con frecuencia en tumores esporádicos colorrectales (De Angelis PM y 

col, 1999). Así por ejemplo, las ganancias en el cromosoma 8, podrían estar 

relacionadas con la existencia de un gen supresor tumoral aún por determinar en esta 

zona, o bien, podría tratarse de la amplificación del gen c-myc (localizado en el 

cromosoma 8) cuya sobreexpresión estaría relacionada con un aumento en la 

proliferación celular (ya que actúa regulando la transición de fase G0/G1 a fase S) 

(Jonson LF y col, 1992; Pestalozzi BC y col, 1995). 

Cabe señalar también la alteración que presentan ambas líneas, HT29-5FUR y 

LoVo-5FUR, en el cromosoma 5p. Entre los diferentes loci en esta región encontramos 

el del gen NHE-3 (Sodium/Proton Exchanger 3, Na+/H+), localizado en el cromosoma 

5p15.3, que está  implicado en el mantenimiento del pH intracelular (Thwaites DT y col, 

1999). Este gen podría estar sobreexpresado en las líneas resistentes, indicando la 

presencia de un mayor intercambio de protones entre la célula y el medio extracelular. 

La sobreexpresión de este gen se ha correlacionado también con un engrosamiento del 

volumen celular (Ritter M y col, 2001). El incremento de H+ en el interior celular 

provoca su expulsión hacia el exterior o hacia vesículas (hecho que justificaría el 

aspecto vacuolizado de la línea HT29-5FUR observado al microscopio óptico) 

importándose Na+ y H2O hacia el interior celular, y provocando por tanto, un aumento 

del tamaño celular. Este dato coincide con la observación al microscopio óptico de un 

mayor tamaño de las líneas resistentes respecto a las correspondientes líneas parentales 

en el presente estudio y correlaciona con los descritos previamente en la literatura 

(Lessufleur T y col, 1991). Es importante además, tener en cuenta que el mantenimiento 

de la homeostasis celular en estas líneas resistentes en presencia de 5-FU, podría estar 
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representando un mecanismo de protección frente a procesos de apoptosis (ya que la 

acidificación intracelular es uno de los desencadenantes de la muerte celular 

programada) (Gottlieb RA, 1996). 

También están localizados en este cromosoma 5p una familia de genes que 

codifican para las proteínas denominadas factores relacionados con Topoisomerasas o 

Topoisomerase-related factors (TRF4 y TRF5). Un estudio reciente (Valowsky y col, 

1999) muestra que niveles incrementados de estas proteínas están asociados a 

fenómenos de resistencia a inhibidores de Topoisomerasa I (camptotecina y sus 

análogos) porque alteran los procesos de recombinación homóloga e incrementan los 

mecanismos de reparación de las lesiones inducidas por este tipo de citotóxicos. Este 

hecho podría explicar, entre otras cosas, el patrón de resistencia cruzada a inhibidores 

de Toposiomerasa I observado en la línea LoVo-5FUR que presenta una ganancia de 

material genético en el brazo largo del cromosoma 5 (5p). 

Otra zona de interés es el cromosoma 13 donde se encuentra localizado el gen 

que codifica para la proteína retinoblastoma (Rb) implicada en la proliferación celular 

(Weinberg RA y col, 1995). Se conoce por estudios previos en la literatura, que la línea 

celular HT29 presenta un mayor número de copias del gen Rb (Weinstein IB, 2000), sin 

embargo nada se conoce respecto a la otra línea utilizada en este estudio (LoVo) ni la 

trascendencia que la amplificación de este gen tiene en la progresión tumoral y la 

respuesta a quimioterapia con 5-FU u otros agentes utilizados en el tratamiento de los 

tumores colorrectales.  

Referente a las pérdidas de material genético, sólo se observó una pérdida en la 

línea HT29-5FUR de la zona 3q12-qter. Entre los diferentes loci que mapan en esta 

zona, hallamos el del gen c-MOAT o MRP-2, transportador de aniones orgánicos. A 

priori es la sobreexpresión de este gen y no su pérdida la que se ha correlacionado con 

fenómenos de resistencia a inhibidores de topoisomerasa I (concretamente a CPT-11 y 

su metabolito activo, SN38) (Mathijssen RHJ y col, 2001). 

 En cambio, no se detectaron ganancias de material genético en la zona 

correspondiente al cromosoma 18p donde se localiza la Timidilato Sintasa (TS), dato 

que coincide con los resultados previos obtenidos por Southern Blot, ni en otras 

regiones como en el cromosoma 17q donde se localiza la p53. 
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En conclusión, el estudio por CGH de las líneas resistentes concuerda con la 

hipótesis inicial y muestra que la adaptación de estas líneas a 5-FU está mediada por la 

acumulación de aberraciones cromosómicas (ganancias/pérdidas) que contribuyen a la 

aparición de resistencia al fármaco y por tanto a la ineficacia del tratamiento. Estas 

alteraciones pueden además originar la aparición de fenómenos de resistencia cruzada a 

otros fármacos con mecanismos de acción diferente (inhibidores de Topoisomerasa I). 

Algunos estudios en la literatura señalan además que la acumulación de aberraciones 

cromosómicas en tumores se asocia a un fenotipo de mayor agresividad tumoral y peor 

pronóstico, pudiendo estar relacionada con una peor respuesta a la quimioterapia. 

(Ullman R y col, 1998; Van Dekken H y col, 1999). Así mismo este estudio abre la 

posibilidad de análisis de nuevos genes y dianas que podrían estar involucrados en la 

resistencia a 5-FU. 

 

Otro de los objetivos de nuestro estudio consiste en determinar si la sensibilidad 

de las líneas celulares a los distintos fármacos utilizadas depende del estado de 

determinados parámetros biológicos como la p53 o el fenotipo RER+. Es necesario por 

tanto, caracterizar las líneas con resistencia adquirida con el objeto de determinar si 

durante el proceso de inducción de resistencia se han originado cambios en alguno de 

estos parámetros. Para ello secuenciamos las zonas correspondientes a los exones 5 al 8 

del gen p53, puesto que la mayoría de alteraciones descritas para este gen se localizan 

en esta zona (Hotspots o zonas calientes) (Bullock AN y col, 2001). Los análisis 

confirmaron que las líneas resistentes mantienen el mismo genotipo que las 

correspondientes líneas parentales, salvaje en el caso de LoVo/LoVo-5FUR y mutado 

en el exón 8 (cambio de Arg→ His, que ya había sido descrito con anterioridad por 

O’Connor PM y col, 1997).  

Estudiamos también el estado de los genes reparadores del ADN (MMR) 

mediante el análisis de inestabilidad de microsatélites (MI). Se sabe que las células 

deficitarias en los genes reparadores se caracterizan por la acumulación de alteraciones 

en determinadas zonas no codificantes del genoma denominadas microsatélites (Grife R 

y col, 1998). En la actualidad, el Grupo Cooperativo para el HNPCC, establece que 

debe evaluarse al menos un panel de 5 marcadores (tres de ellos monomórficos) para 

determinar la presencia de inestabilidad de microsatélites (también denominado 
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fenotipo de errores de replicación, RER). Los análisis confirmaron que las líneas 

resistentes mantuvieron el mismo genotipo que las correspondientes líneas parentales: 

fenotipo RER- para las líneas HT29 y HT29-5FUR (no presentan MI) y RER+ en la 

líneas LoVo y LoVo-5FUR (evidenciado por la ausencia de la señal correspondiente a 

la zona del marcador BAT-26 que se localiza sobre la zona del  gen MSH2, indicando el 

defecto en este gen reparador en estas líneas celulares, tal y como describen Liu y 

col,(1995) en la literatura).  

 

Podemos por tanto concluir en esta primera parte del estudio, que la exposición 

continuada a 5-FU conduce a la aparición de una población celular con características 

genotípicas y fenotípicas distintas a la población inicial que les permiten adaptarse y 

proliferar en presencia del fármaco. El análisis de estas zonas 

amplificadas/deleccionadas permitiría la identificación de nuevas dianas implicadas en 

la resistencia a 5-FU. Por otro lado, observamos que las líneas resistentes presentan 

niveles de expresión de TS incrementados, siendo éste un marcador predictivo de la 

respuesta a quimioterapia en tumores refractarios a 5-FU. Los niveles proteicos no 

siempre están en concordancia con los resultados obtenidos en la expresión de TS, 

hecho que demuestra la implicación de los cambios traduccionales y post-traduccionales 

de la enzima. Por último, señalar que la resistencia a 5-FU debe entenderse como un 

evento multifactorial que incluyen alteraciones que afectan a numerosos procesos 

implicados en la viabilidad de la célula tumoral. 

  

La baja tasa de respuestas obtenidas en la clínica con el tratamiento con 5-FU ha 

sido ampliamente mejorada gracias a la introducción de nuevos citostáticos en el 

tratamiento de este tumor. Entre los nuevos agentes encontramos el Oxaliplatino, un 

agente platinado de tercera generación y los derivados de la camptotecina (Irinotecán y 

Topotecán) que actúan como inhibidores de la enzima  ADN-Topoisomerasa I. 

  

La observación in vitro de la actividad del Oxaliplatino como agente único 

frente a una gran variedad de tumores humanos, así como el efecto sinérgico de su 

combinación tanto in vitro como in vivo en tumores sensibles y refractarios al 5-FU 

observado en líneas de colon (Raymond y col, 1998; Cvitkovic E y col, 1999), 
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proporciona las bases para su utilización en la clínica. Sin embargo, poco se conoce 

sobre el papel que desempeña el Oxaliplatino en la combinación aunque existen algunas 

evidencias que sugieren que este platino actuaría incrementando los niveles del 

metabolito intermedio del 5-FU (FdUMP) lo que permitiría explicar la sinergia de estas 

asociaciones (Cvitkovic E y col, 1999). Otros estudios parecen apuntar que no existe una 

interacción directa sobre la zona promotora del 5-FU y que el Oxaliplatino al igual que 

otros agentes platinados análogos podría estar regulando la expresión del gen TS a 

través de la modulación de determinados factores de transcripción (Sp1, E2F-1,...) que 

actúan como elementos reguladores positivos de la transcripción de genes implicados en 

la síntesis de ADN tales como la TS o la Topoisomerasa I (O’Dwyer PJ y col, 1999; 

Rudge TL y col, 2002). 

 

Basándose en estas evidencias, el presente estudio propone analizar el potencial 

citotóxico del Oxaliplatino administrado como agente único o en combinación con 5-FU 

en líneas sensibles y resistentes a este último. Además evaluamos el papel que 

determina el Oxaliplatino en la “reversión” de la resistencia al 5-FU. Por otro lado, el 

Oxaliplatino ha mostrado eficacia en combinaciones con agentes antitumorales como 

CDDP, CPT-11, Placlitaxel y Gemcitabina entre otros (Cvitkovic E y col, 1998a, 1998b, 

1999; Wasserman E y col, 1999). Concretamente la asociación de Oxaliplatino con 

CPT-11 y/o su metabolito activo, SN38, ha demostrado ser muy efectiva in vitro tanto 

administrados de forma conjunta como secuencial (Zeghari-Squalli y col, 1999; 

Guichard S y col, 2001). Cabe esperar que otros inhibidores de Topoisomerasa I como 

el Topotecan (TPT) sean activos en combinación con Oxaliplatino tal y como muestran 

los estudios realizados en tumores de ovario (Goldwasser F y col, 1999, Seiden M, 

2001), si bien esta asociación no se ha probado todavía en tumores de colon. 

Teóricamente, la administración de Oxaliplatino conduce a una inhibición de los 

procesos de replicación y transcripción celular. En este punto la célula intentar reparar 

el material genético dañado desencadenando procesos que conducen a la célula a una 

muerte por apoptosis (Cvitkovic E y col, 1998a; Fink D y col, 1996). Una manera de 

incrementar la toxicidad celular sería asociar el Oxaliplatino con un inhibidor de la 

Topoisomerasa I, dado que esta enzima se halla también implicada en los procesos de 

replicación, transcripción y reparación celular (Pommier Y y col, 1998). Así analizamos 
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si esta combinación (OXA/TPT) es sinérgica tanto en las líneas sensibles como 

resistentes a 5-FU, teniendo en cuenta además, que en el proceso de adaptación al 5-FU, 

la línea celular LoVo-5FUR mostró un patrón de resistencia cruzada a inhibidores de la 

Topoisomerasa I. Por último, analizamos si estas combinaciones (Oxaliplatino/5-FU y 

Oxaliplatino/TPT) potencian o no la citotoxicidad celular de forma independiente al 

estado de del fenotipo RER (RER+  en las líneas LoVo, LoVo-5FUR y DLD-1; RER- 

en el caso de HT29, HT29-5FUR y LS513) y el estado de la p53 (mutado para HT29, 

HT29-5FUR y DLD1, y silvestre o “wild-type” para LoVo, LoVo-5FUR y LS513), 

intentando elucidar si estos parámetros pueden alterar la acción de los diferentes agentes 

antitumorales administrados como agentes únicos o en combinación. 

 

Globalmente los esquemas secuenciales de administración utilizados en este 

estudio resultaron sinérgicos a dosis moderadas de los fármacos con independencia del 

fenotipo de resistencia a 5-FU, el estado de p53 y/o el estado del sistema reparador del 

ADN. Únicamente la asociación 5FU→OXA en la línea LoVo-5FUR y la asociación 

TPT→OXA en la línea DLD-1 resultaron aditivas. Cabe señalar que la administración 

de Oxaliplatino previa a 5-FU y/o TPT permitió reducir las dosis de ambos fármacos en 

las líneas resistentes hasta niveles similares a los obtenidos en las líneas parentales 

sensibles, revirtiendo el fenotipo de resistencia a 5-FU en ambas líneas, y permitiendo 

en el caso de la línea LoVo-5FUR que presentaba un patrón de resistencia cruzada a 

inhibidores de Topoisomerasa I, disminuir las dosis de TPT hasta niveles similares a los 

requeridos por la línea LoVo. Por otro lado, la exposición a Oxaliplatino (a diferentes 

dosis) previa a la exposición continuada durante 5 días de 5-FU a las dosis a las que se 

indujo la resistencia en las líneas HT29-5FUR y LoVo-5FUR (2µM y 7µM, 

respectivamente), también resulta citotóxica y se asocia a un incremento en la 

sensibilidad a 5-FU de las líneas resistentes, llegando incluso a revertir el fenotipo de 

resistencia a 5-FU en la línea HT29-5FUR.  

 

Los resultados obtenidos en este apartado concuerdan con resultados previos de 

la literatura (Raymond E y col, 1998; Zeghari-Squalli N, 1999) y muestran que las 

asociaciones Oxaliplatino con 5-FU y/o inhibidores de Topoisomerasa I son efectivas 

tanto en tumores colorrectales sensibles como refractarios a 5-FU. La asociación de 
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Oxaliplatino/Inhibidores de Topoisomerasa I es al menos tan efectiva como la 

combinación secuencial con 5-FU y representa una alternativa al tratamiento del cáncer 

colorrectal avanzado. De hecho los estudios en fase II de la combinación de 

Oxaliplatino e Irinotecán (CPT-11) muestran la efectividad de esta asociación en este 

tipo de tumores administrados tanto en primera como segunda línea de terapia 

(Becouarn Y y col, 2001; Scheithauer W y col, 2002). Asimismo, nuestros datos 

muestran la eficiacia in vitro de otros inhibidores de la Topoisomerasa I como el TPT 

combinados con Oxaliplatino en líneas colorrectales. Estos resultados concuerdan con 

datos previos obtenidos por nuestro grupo, que muestran que no existen diferencias 

moleculares a este nivel entre los diferentes inhibidores de Topoisomerasa I cuando se 

combinan con otros agentes con mecanismos de acción diferentes como el 5-FU o el 

Tomudex (Taron M y col, 1999c).  

 

Una vez determinada la eficacia de la combinación de Oxaliplatino y 5-FU tanto 

en líneas sensibles como resistentes a 5-FU y tras la observación de este efecto de 

“reversión” de la resistencia a 5-FU observado en la línea HT29-5FUR, surge la 

cuestión de intentar elucidar qué mecanismos intervienen en la citotoxicidad de estos 

agentes en combinación tanto en las líneas sensibles como en las resistentes. Un primer 

nivel de aproximación consiste en el análisis de la TS, diana terapéutica del 5-FU, como 

parámetro directamente relacionado con la sensibilidad a este fármaco.  

 

Los resultados muestran que la exposición a Oxaliplatino (administrado como 

agente único) disminuye los niveles de expresión (ARNm) de TS. Esto es lógico si 

tenemos en cuenta que el Oxaliplatino por su mecanismo de acción provoca la 

inhibición de la replicación celular, inhibición que se traduce en una disminución de la 

expresión de determinados genes implicados en estos procesos tales como la TS y la 

Topoisomerasa I, tal y como detallaremos posteriormente. Estos resultados coinciden 

con los presentados por Pendyala L y col (2001) que observan la disminución de la 

expresión de TS y γGST en pacientes con cáncer colorrectal avanzado tras el 

tratamiento con Oxaliplatino. Los resultados sugieren que el Oxaliplatino podría estar 

influyendo en la transcripción de determinados genes implicados en la replicación del 
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ADN, o bien que tras el tratamiento con Oxaliplatino se estaría seleccionando una 

población celular determinada con este perfil de expresión génica. 

Por otro lado, la caída de los niveles de expresión de TS en todas las parejas 

sensibles/resistentes correlaciona con la disminución de las dosis de 5-FU requeridas 

por estas líneas en el esquema secuencial de combinación Oxaliplatino → 5-FU, y 

permite explicar la sinergia observada en esta asociación. Además este dato es 

particularmente importante, en el caso de las líneas resistentes a 5-FU pues la 

exposición previa a Oxaliplatino “revierte” el fenotipo de resistencia en estas líneas 

celulares, sensibilizándolas de nuevo al tratamiento con 5-FU. 

Analizamos también el perfil proteico de TS en los intervalos tras la exposición 

a Oxaliplatino como agente único. Teóricamente, si el Oxaliplatino actúa reteniendo la 

síntesis celular, los requerimientos de TS deberían disminuir. En las líneas parentales 

sensibles (HT29 y LoVo) se observó una disminución de los niveles proteicos de TS 

tras la exposición a Oxaliplatino. En cambio, en las líneas resistentes los niveles 

enzimáticos se mantuvieron ligeramente inferiores (LoVo-5FUR) o similares (HT29-

5FUR) a los de los respectivos controles sin tratar. En el caso de la línea LoVo-5FUR 

los niveles de proteína correlacionaron con los niveles de expresión del gen (que se 

mantenían respecto al control sin tratar), pero no sucede lo mismo para la línea HT29-

5FUR donde se observaba una clara disminución en la expresión del gen justo en el 

momento de retirar el Oxaliplatino del medio. La discordancia entre los niveles de 

proteicos y de expresión en esta línea podría obedecer a diferentes razones: 1) una 

mayor eficiencia de la traducción (Kawakami K y col, 2001); 2) una mayor estabilidad 

del polipéptido resultante que presentaría un tiempo de vida media más prolongado, 3) o 

quizás sea debido a una menor tasa de crecimiento en esta línea celular en relación a la 

correspondiente línea sensible, de forma que incorporaría una menor cantidad de 

Oxaliplatino por lo que la inhibición de la síntesis no sería total y  por tanto, existirían 

niveles de TS suficientes para garantizar la inhibición de su traducción. Quizás una 

exposición más continuada a Oxaliplatino o una dosis mayor nos permitiría finalmente 

observar también la disminución proteica en esta línea HT29-5FUR. Por último, señalar 

que tal y como ya comentábamos anteriormente, las discordancias entre ARNm y 

proteína sugieren que los cambios traduccionales y post-traduccionales de la enzima 

también deben ser tenidos en cuenta. 
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Cuando comparamos los niveles de proteína TS en la asociación OXA/5-FU 

respecto a la exposición a 5-FU como agente único, observamos que igual que ocurría 

con la expresión del ARNm, los niveles enzimáticos aumentaron durante la exposición a 

5-FU tanto administrado como agente único o en combinación con Oxaliplatino. Estos 

resultados están en la línea de datos previos en la literatura (Chu E y col, 1993; Welsh 

SJ y col, 2000) y se interpretan como la respuesta celular a la presión ejercida por el 5-

FU. Aparece además una doble banda correspondiente a la TS ligada puesto que 

estamos administrando 5-FU (a las dosis DI50 para cada una de las líneas celulares). 

Globalmente se observó que a las 12h de exposición a 5-FU, los niveles de TS fueron 

ligeramente superiores para la asociación Oxaliplatino→5-FU respecto al 5-FU como 

agente único en las líneas celulares HT29 y HT29-5FUR, mientras que a las 24h de 

exposición a 5-FU los niveles totales de proteína fueron inferiores en aquellas células 

tratadas previamente con Oxaliplatino cuando se comparan con la exposición a 5-FU 

como agente único, dato que correlacionaría con los niveles de expresión del mensajero 

y con la disminución de la dosis de 5-FU en la combinación.  

Los resultados de este apartado muestran que la asociación de Oxaliplatino/5-FU 

es sinérgica. La TS es un buen marcador de la respuesta a quimioterapia a 5-FU tanto 

administrado como agente único o en combinación. La exposición a Oxaliplatino previa 

a 5-FU en los esquemas secuenciales Oxaliplatino→5-FU en las líneas HT29/HT29-

5FUR y LoVo/LoVo-5FUR conlleva una disminución en la expresión de TS (ARNm y 

proteína) cuando se compara con los niveles observados durante la exposición a 5-FU 

como agente único en todas las líneas celulares analizadas tanto sensibles como 

resistentes a 5-FU. Los cambios proteicos fueron ligeros en comparación a los 

observados a nivel de ARNm. La caída en los niveles de TS tras la exposición previa a 

Oxaliplatino en el esquema Oxaliplatino→5-FU correlaciona con la disminución de la 

dosis de 5-FU requerida en combinación por estas líneas y también con la reversión del 

fenotipo de resistencia a 5-FU en las líneas resistentes.   

 

Para el caso de la asociación de Oxaliplatino e inhibidores de Topoisomerasa I 

también se analizó si la sinergia observada en las parejas sensibles/resistentes estaba o 

no relacionada con cambios en la expresión del gen Topoisomerasa I (ARNm) como 

parámetro directamente relacionado con la sensibilidad a los inhibidores de 
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Topoisomerasa I teniendo en cuenta además que, para el caso del TPT, la exposición 

previa a  Oxaliplatino permitió sobrepasar el patrón de resistencia cruzada a este agente 

en la línea LoVo-5FUR, igualando las dosis de TPT requeridas en la combinación hasta 

dosis similares a las requeridas por la línea parental sensible.  

 

Nuestros resultados muestran que tras la exposición a Oxaliplatino como agente 

único y justo en el momento de retirar el fármaco del medio de cultivo, existe una clara 

desregulación en los niveles de expresión de Topoisomerasa I. Sin embargo, durante la 

exposición a TPT tanto como agente único o tras la exposición previa a Oxaliplatino en 

el esquema secuencial OXA→TPT, se observa un incremento en los niveles de 

Topoisomerasa I que se traduce como la respuesta celular al fármaco, si bien este 

incremento al igual que sucedía con la TS es mucho menor cuando Oxaliplatino se 

administra previo a TPT. Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio que 

muestra la disminución de los niveles de Topoisomerasa I tras la exposición previa a 

Oxaliplatino. Tal y como hemos comentado ya anteriormente para la TS, parece que el 

Oxaliplatino al igual que otros agentes platinados podría estar regulando la expresión de 

Topoisomerasa I secuestrando determinados factores de transcripción que activan la 

expresión del gen (O’Dwyer y col, 1999). 

Esta disminución en la expresión de Topoisomerasa I permite explicar la 

sinergia de la asociación y justificar que sea posible reducir las dosis de TPT tras la 

administración de Oxaliplatino, incluso en aquellas líneas que presentaban resistencia 

cruzada a este agente (LoVo-5FUR). Sin embargo, y teniendo en cuenta que la 

disminución de los niveles de Topoisomerasa I constituye en sí un mecanismo de 

resistencia a CPT-11 y sus análogos (Rothenberg ML, 2001), nuestro estudio muestra 

que quizás sea necesario o aconsejable esperar un intervalo de tiempo tras la exposición 

a Oxaliplatino y antes de administrar el inhibidor de Topoisomerasa I, de forma que así 

podamos incrementar la efectividad de éste último, o bien, y dado que el esquema 

secuencial opuesto TPT→OXA resultó igualmente efectivo, sería aconsejable 

administrar el inhibidor de Topoisomerasa I previo al Oxaliplatino. 

 

Además nuestro estudio está en la línea de otros presente en la literatura 

(Zeghari-Squall N y col, 1999; Guichard S y col, 2001) acerca de la asociación de 
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Oxaliplatino e Irinotecán que ya apuntaban a la existencia de una interacción entre 

ambos fármacos a nivel molecular que podría ser el origen del efecto sinérgico de la 

combinación secuencial. Por un lado, el Oxaliplatino actuaría favoreciendo la inhibición 

de la elongación de la síntesis celular durante un período más prolongado, mejorando 

así el efecto citotóxico provocado por el CPT-11. Asimismo, el CPT-11 actuaría 

enlenteciendo la reversión de los “aductos” (enlaces covalentes) que los agentes 

platinados generan con el ADN de forma que el Oxaliplatino estaría más tiempo ligado 

al ADN, favoreciéndose así su acción citotóxica. Por otro lado, es un hecho establecido 

que la Topoisomerasa I desempeña un papel en la reparación celular (Gobert C y col, 

1999). Parece que esta enzima actuaría uniéndose a complejos reparadores del ADN (de 

la vía de los Nucleotide Escisión Repair, NER), y también uniéndose directamente a la 

p53 mediante interacciones proteína-proteína (Guichard S y col, 2001; Gobert C y col, 

1999). Su unión a estos complejos reparadores podría estar permitiendo entre otras 

cosas, el desplazamiento de la p53 al núcleo de manera que pueda ser activada (por 

otras moléculas relacionadas con la Topoisomerasa I como la caseína-KII) 

transactivando a su vez numerosos genes implicados en la reparación y/o en el caso que 

ésta no fuera posible activando las vías apoptóticas (Gobert C y col, 1999). Teniendo en 

cuenta estos datos, podríamos hipotetizar que la inhibición de la actividad de la 

Topoisomerasa I mediante agentes específicos (TPT en nuestro modelo y 

probablemente también otras camptotecinas) podrían “alterar” entre otras cosas el papel 

de esta enzima en la reparación, hecho que podría explicar al menos en parte el 

enlentecimiento de la reversión de los aductos generados por el Oxaliplatino y por tanto 

la menor eficiencia en la reparación de los mismos. Por otro lado, el propio Oxaliplatino 

es capaz de reducir los niveles de expresión de determinados genes de la vía reparadora 

del NER (ERCC1 y XPA) (Guichard S y col, 2001), y esa desregulación también podría 

estar contribuyendo a una menor reparación de los aductos que estarían más tiempo 

ligados al ADN lo que conllevaría un incremento en la citotoxicidad celular provocado 

por el fármaco. Los estudios actuales señalan que uno de los genes de reparación 

implicados directamente en la reparación de las lesiones inducidas por el Oxaliplatino, 

es el XRCC-1, perteneciente a la vía de reparación de  Base Excision Repair, BER. 

Algunos estudios en pacientes afectos de cáncer de colon, muestran la correlación 

inversa entre la disminución en la actividad de esta enzima y la respuesta a Oxaliplatino 
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(Stoehlmacher J y col, 2001). Probablemente y al igual que ocurre con la vía NER, la 

administración de Oxaliplatino en estas líneas conduzca a una disminución en los 

niveles de esta enzima implicada en los procesos de reparación, aunque se requieren 

más estudios para confirmar estas hipótesis. 

 Asimismo, el hecho que Oxaliplatino esté durante más tiempo ligado al ADN se 

traduce probablemente en un bloqueo más persistente de la síntesis celular, hecho que 

favorece la acción de fármacos específicos de esta fase de síntesis tales como los 

inhibidores de Topoisomerasa I e inhibidores de TS (fluoropirimidinas). Este dato 

concuerda con la sinergia observada en estas asociaciones. De hecho existen evidencias 

(Zeghari-Squalli N, y col, 1999) que demuestran que tras la exposición a Oxaliplatino se 

produce una inhibición de la síntesis y la elongación del ADN, favoreciéndose de esta 

manera la actuación del inhibidor de Topoisomerasa I (SN38, metabolito activo del 

CPT-11). Este bloqueo de la síntesis correlaciona con la disminución que nosotros 

observamos en la expresión de Topoisomerasa I y también de TS tras la exposición a 

Oxaliplatino, pues el requerimiento celular de estos genes implicados en la síntesis es 

menor. Zeghari-Squalli N y col, muestran además que este bloqueo es mucho más 

marcado si se deja un pequeño intervalo de tiempo tras la administración de 

Oxaliplatino (3-6h) previo a la exposición a CPT-11, tal y como ya postulábamos 

anteriormente. Por otro lado, Guichard S y col (2001) demuestran además que mientras 

que el Oxaliplatino administrado como agente único no es capaz de activar a la enzima 

poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP), los inhibidores de la Topoisomerasa I (en 

concreto el CPT-11) son capaces de activar esta vía. Al administrar ambos fármacos en 

combinación, el Oxaliplatino reduciría la activación de la PARP debida a CPT-11, de 

manera que disminuye la señalización de reparación y retención del ciclo celular y se 

activan las cascadas de señalización que conducen a la apoptosis.  

 

Señalar por último que nuestro estudio junto con otros presentes en la literatura, 

permite clarificar el mecanismo de interacción entre ambos fármacos (Oxaliplatino e 

inhibidores de Topoisomerasa I), y muestran también la complejidad de las vías 

implicadas en la sinergia de la combinación. 
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Por tanto, la caída en los niveles de expresión de TS y Topoisomerasa I 

correlaciona con la sinergia observada en estas combinaciones, pudiendo ser 

considerados como marcadores de la sensibilidad a  inhibidores de TS e inhibidores de 

Topoisomerasa I, cuando estos agentes se administran solos o en combinación 

 

Por otro lado, no hemos de olvidar el papel que determinados parámetros 

biológicos tales como la p53 o el estado de los genes reparadores, podrían estar 

contribuyendo a un incremento en la eficacia de las combinaciones estudiadas. De 

hecho, un estudio reciente sugiere que estos dos parámetros podrían ser utilizados en la 

clínica como marcadores predictivos de la respuesta a quimioterapia basada en 5-FU en 

pacientes afectos cáncer colorrectal (Elsaleh H y col, 2001). 

Algunos estudios farmacológicos y clínicos demuestran la importancia de los 

defectos del sistema reparador de aparejamientos incorrectos o Mismatch Repair 

(MMR) en la respuesta a quimioterapia (Anthoney DA y col, 1996; Aebi S y col, 1997). 

Así la pérdida de la funcionalidad de alguno de estos genes reparadores correlaciona 

con la resistencia a cisplatino (CDDP), carboplatino y a otros agentes como los 

inhibidores de la Topoisomerasa II (Fink D y col, 1998), mientras que no parece alterar 

a la sensibilidad a otros fármacos como el 5-FU, Placitaxel u Oxaliplatino (Aebi S y col, 

1997). En nuestro estudio no se observaron diferencias en la respuesta a 5-FU, 

Oxaliplatino y TPT administrados como agentes únicos y/o en combinación en las 

líneas celulares estudiadas. Más importante es remarcar que existen muy pocos estudios  

en la literatura que muestren la relación entre el estado del sistema reparador MMR y la 

expresión de determinados genes implicados en la síntesis de ADN (como TS y 

Topoisomerasa I). Parece que las células tumorales con deficiencias en el sistema MMR 

(fenotipo RER+) podría tener una ventaja selectiva en el crecimiento respecto a las 

células tumorales RER-, de forma que al proliferar más rápidamente presentarían 

niveles de TS superiores hecho que implicaría la menor eficacia del tratamiento con 5-

FU. Por tanto, la bajada de expresión de TS, un gen implicado en la síntesis celular, 

observada tras la administración de Oxaliplatino en los esquemas secuenciales 

Oxaliplatino/5-FU justifica la eficacia de esta asociación incluso en tumores RER+. 

Fink D y col (1998) señalan que las proteínas del sistema reparador MMR podrían 

actuar como detectores de los complejos de escisión generados tras la unión de 
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determinados inhibidores de Topoisomerasa II a la enzima, o bien que actuarían 

estabilizando la acción de este tipo de agentes con lo que se incrementa el daño 

inducido en el ADN. Poco se conoce respecto al sistema reparador en el reconocimiento 

de las lesiones inducidas por los inhibidores de Topoisomerasa I. En el presente estudio 

no se encontraron diferencias en la sensibilidad a estos inhibidores en referencia al 

estado del sistema reparador. Nuestro estudio sugiere también la existencia de una 

posible interacción directa o indirecta entre Oxaliplatino y la enzima Topoisomerasa I, 

de forma que la disminución de los niveles de esta enzima tras la administración de 

Oxaliplatino en los esquemas secuenciales Oxaliplatino/TPT indicaría una menor 

capacidad de la célula tumoral para reparar el daño inducido en el ADN, por lo que se 

justifica la efectividad citotóxica de la asociación en las líneas celulares estudiadas. Sin 

embargo, la sinergia observada parece un evento independiente del estado del fenotipo 

RER+. 

 

El papel de la p53, que aparece frecuentemente mutada en tumores, en la 

respuesta a quimioterapia ha sido ampliamente investigado, si bien los resultados son 

aún hoy controvertidos. Según un análisis realizado por el National Cancer Institute en 

un panel de 60 líneas celulares de tumores humanos (O’Connor PM y col, 1997), 

aquellas líneas con mutaciones en p53 tienden a ser menos sensibles cuando se 

comparan con las líneas wild-type, a la mayoría de los fármacos antineoplásicos 

incluyendo agentes que actúan directamente lesionado al ADN (platinos, entre otros), 

antimetabolitos (5-FU) e inhibidores de la Topoisomerasa I y II (O’Connor PM ycol, 

1997; Yang B y col, 1996). En el presente estudio, la sensibilidad de las líneas 

colorrectales a los diferentes fármacos utilizados (Oxaliplatino, TPT y 5-FU) 

administrados como agentes únicos y/o en combinación parece un hecho independiente 

del estado de p53.  

 

Por otro lado, las evidencias sugieren que p53 desempeña al menos dos papeles 

en la respuesta a quimioterapia: actúa reteniendo el ciclo celular y favoreciendo la 

reparación (por su unión a complejos de reparación y a  otras enzimas como la 

Topoisomerasa I) (Gobert C y col, 1999) y como activador de la apoptosis cuando las 

lesiones no pueden ser reparadas (Bunz F y col,1999). Además, se conoce que la p53 
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forma complejos ribonucleoproteína con TS (Chu E y col, 1999), de forma que la TS 

tendría un efecto regulador negativo sobre la expresión de p53 (Ju J y col, 1997). Un 

estudio más reciente (Paradiso A y col, 2000), muestra que p53 podría también estar 

modulando de forma indirecta la expresión de TS a través de la modulación de 

determinados factores de transcripción. En base a ello, podríamos pensar que la bajada 

de expresión de TS y Topoisomerasa I observada tras la exposición previa a 

Oxaliplatino, podría contribuir a la activación y el mantenimiento de la expresión de 

p53 durante un período de tiempo más prolongado como respuesta al daño citotóxico, 

de forma que se activaría la señalización hacia apoptosis. Estos datos correlacionarían 

con el incremento en la citotoxicidad celular observados en estas combinaciones. 

 

Se analizó finalmente, si la citotoxicidad observada en el esquema de asociación 

Oxaliplatino/5-FU estaba asociada a un proceso de muerte celular programada 

(apoptosis). Teóricamente, los fármacos antioneoplásicos actúan bloqueando la 

proliferación celular y activando cascadas de señalización hacia que conducen 

finalmente a la célula a una muerte por apoptosis. Teniendo en cuenta que la asociación 

de Oxaliplatino/5-FU resulta en un incremento en la citotoxicidad celular cuando se 

compara con la administración de estos fármacos de forma individual, cabría esperar un 

incremento en los procesos de muerte celular. Por otro lado, y tal como se ha señalado 

anteriormente, se ha de tener en cuenta el papel de la función normal de p53 como 

mediador de la respuesta citotóxica a los distintos agentes utilizados en quimioterapia 

(Ferreira CG y col, 1999; Bunz F y col, 1999; Brown JM y col, 1999; Schmidt CA y col, 

2001), por lo que las alteraciones en p53 podrían alterar estos procesos de respuesta 

observándose una menor tasa de inducción de apoptosis en las líneas p53 mutadas 

(HT29 y HT29-5FUR) cuando se comparan con líneas celulares p53 wild-type (LoVo y 

LoVo-5FUR en este caso). 

La apoptosis celular es un proceso fisiológico complejo que incluye numerosos 

cambios morfológicos y bioquímicos que conducen finalmente a la fragmentación del 

ADN y a la muerte celular. Uno de los eventos primeros en este proceso es la 

externalización hacia la cara externa de la membrana citoplasmática de la fosfatidil 

serina (PS). El análisis con Anexina V/PI permite la detección de esta PS, permitiendo 

detectar por citometría de flujo, el porcentaje de células que han iniciado este proceso 
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de apoptosis. En el presente estudio no se detectó un incremento en la apoptosis tras el 

tratamiento con Oxaliplatino, 5-FU o la combinación secuencial OXA→5-FU en estas 

líneas celulares cuando se comparan con el respectivo control sin tratar. Tampoco 

observamos un patrón de apoptosis tras el análisis de fragmentación del ADN en las 

células tratadas, pese al incremento de citotoxicidad observado. Estas evidencias 

sugieren que la apoptosis no es el principal mecanismos de muerte celular en el modelo 

estudiado. La disminución o la  ausencia de apoptosis debida al tratamiento ya ha sido 

descrita anteriormente en la literatura (Roninson IB y col, 2001) y puede explicarse por: 

1) el incremento en el número de células con una retención permanente de la 

proliferación que presentan características fenotípicas de senescencia celular (Chang 

BD y col, 1999; Roninson IB, 2001) ; o bien, 2) un aumento en los procesos de muerte 

celular por catástrofe mitótica como consecuencia de una mitosis aberrante (Roninson 

IB y col, 2001). Este tipo de muerte celular ocurre en células que vuelven a entrar en 

ciclo después de la retención inducida por la administración de un agente 

quimioterápico. Pero mientras que este proceso parece ser un evento independiente del 

estado de p53 (Roninson IB y col, 2001), el estado del sistema reparador del ADN 

(fenotipo RER+) podría desempeñar un papel importante, pues al no reparar 

correctamente el ADN, estaría contribuyendo a la acumulación de más aberraciones 

provocando la entrada en mitosis de formas aberrantes. Por otro lado, las evidencias 

sugieren que el estado de los genes del sistema MMR desempeña un papel en la 

retención del ciclo en G2/M. La retención en G2 (punto de control antes de entrar en 

mitosis) es mucho menor en las células deficientes en MMR (fenotipo RER+), debido a 

una menor fosforilación y un menor tiempo de fosforilación (magnitud y duración) de la 

proteina cdc2 (complejo ciblina B1/cdc2 regula la transición de G2 a M) (Yan T y col, 

Cancer Res 2001).  

Por último señalar, que estos dos procesos de muerte celular (senescencia y/o 

catástrofe mitótica) tras el tratamiento con quimioterapia puede tener relevancia en la 

clínica (Roninson IB y col, 2001). Así la micronucleación, característica de la catástrofe 

mitótica (Widel M y col, 1999) o la expresión de marcadores de senescencia inducida 

por el tratamiento con quimioterapia o radioterapia podrían ser utilizados como 

marcadores de respuesta. Por otro lado, la catástrofe mitótica se traduce in vivo en una 

necrosis celular que causa inflamación local (Cohen-Jonathan E y col, 1999) que sería 
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beneficiosa para el tratamiento antitumoral. La profundización en los mecanismos 

relacionados con los procesos de muerte celular podría contribuir a la eficacia de la 

terapia.
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RESUMEN DE RESULTADOS 

 

Objetivo 1. 

 

1. La exposición continuada a 5-Fluorouracilo en las líneas sensibles HT29 y LoVo hasta dosis de 2µM 

y 7µM respectivamente, conduce a la selección de una población refractaria a 5-FU (HT29-5FUR y 

LoVo-5FUR). Por tanto, el 5-FU actúa como agente seleccionador destruyendo a la población 

sensible y seleccionando a la población resistente, reproduciendo así lo que ocurriría in vivo.  

 

2. La población resistente a 5-FU presenta las siguientes características: 

a) Una tasa de crecimiento estable y comparable a la de las células control tanto en presencia como 

ausencia de 5-FU (a la dosis a la que se ha inducido la resistencia). 

b) Un patrón de ciclo celular comparable a la de las células parentales, no obsevándose retención en 

fase S pese a la presencia de 5-FU. 

c) Las líneas HT29-5FUR y LoVo-5FUR presentan un grado de resistencia moderada de 5 y3 veces 

superior respectivamente, a las correspondientes líneas sensibles HT29 y LoVo. 

d) La inducción de resistencia a 5-FU en estas líneas no alteró la sensibilidad a Oxaliplatino ni tampoco 

a inhibidores de Topoisomerasa I cuando se comparan con las correspondientes líneas sensibles a 

excepción de la línea LoVo-5FUR que presentó un patrón de resistencia cruzada a inhibidores de 

Topoisomerasa I (TPT; CPT-11 y su metabolito activo SN-38). 

e) Las líneas resistentes a 5-FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) presentan un incremento en los niveles de 

expresión de TS (ARNm y proteína) que explica la diferente sensibilidad al fármaco. El incremento 

en la expresión de TS no se debe a un proceso de amplificación génica, tal y como muestra el análisis 

por Southern Blot. 

f) El análisis por Hibridación Genómica Comparativa (CGH) muestra que no existe una ganancia en la 

zona cromosómica del 18p, donde se localiza el gen de la Timidilato Sintasa (TS) e identifica nuevas 

regiones de ganancias (5p, 6p, 7, 8q) y pérdidas (3q) cromosómicas potencialmente implicadas en la 

resistencia a 5-FU. 

g) La inducción de resistencia a 5-FU en estas líneas no altera el estado de p53 ni del fenotipo RER. 

 

3. La actividad de Oxaliplatino, Topotecán y 5-FU administrados como agentes únicos en líneas 

sensibles (HT29, LoVo, DLD-1 y LS-513) y resistentes a 5-FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) es 

independiente del estado de p53 y/o del fenotipo RER. 

 

Objetivo 2. 

 

1. Los esquemas secuenciales propuestos son sinérgicos, a excepción de la línea LoVo-5FUR que 

mostró aditividad en el esquema secuencial 5-FU→OXA, la línea LS-513 en la misma combinación 
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donde se observa antagonismo a dosis medias/bajas de los fármacos y la línea DLD-1 que mostró 

aditividad en el esquema TPT→OXA a dosis medias/altas los fármacos. 

 

2. La sinergia de estas asociaciones es independiente del fenotipo de resistencia a 5-FU, del estado de 

p53 y del estado del sistema reparador del ADN (fenotipo RER). 

 

3. La exposición previa a Oxaliplatino en el esquema secuencial Oxaliplatino→5-FU en la línea HT29-

5FUR, permite disminuir las dosis de 5-FU en la combinación hasta niveles similares a los obtenidos 

para la línea parental sensible HT29. Por tanto, la administración previa de Oxaliplatino es capaz 

de “ revertir”  el fenotipo de resistencia inducido a 5-FU en esta línea celular.  

 

4. La administración de Oxaliplatino en el esquema secuencial Oxaliplatino → TPT permite disminuir 

las dosis de TPT en todas las líneas celulares estudiadas. En concreto, en el caso de la línea LoVo-

5FUR, la exposición previa a Oxaliplatino permite reducir las dosis de TPT en la combinación hasta 

niveles similares a los obtenidos para la línea parental sensible LoVo, permitiendo por tanto, 

“sobrepasar”  el patrón de resistencia cruzada aparecido tras la inducción de resistencia a 5-FU 

en esta línea celular. 

 

Objetivo 3. 

 

1. La exposición a Oxaliplatino administrado como agente único induce la desregulación de los niveles 

de expresión de TS (ARNm y proteína) y Topoisomerasa I (ARNm) tanto en las líneas sensibles 

como en las líneas resistentes a 5-FU. 

 

2. La exposición a Oxaliplatino previa a 5-FU en los esquemas secuenciales Oxaliplatino→5-FU en las 

líneas HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR, conlleva una disminución en la expresión de TS 

(ARNm y proteína) cuando se compara con los niveles observados durante la exposición a 5-FU 

como agente único en todas las líneas celulares analizadas tanto sensibles como resistentes a 5-FU. 

 

3. La exposición previa a Oxaliplatino en el esquema secuencial Oxaliplatino→TPT en la pareja 

LoVo/LoVo-5FUR, también se traduce en una disminución en los niveles de expresión del gen 

Topoisomerasa I cuando se compara con los niveles de expresión obtenidos durante la exposición a 

TPT como agente único en todas las líneas celulares analizadas.  

 

4. La disminución en los niveles de expresión de TS y Topoisomerasa I tras la exposición previa a 

Oxaliplatino en todas las líneas celulares correlaciona con la disminución de la dosis de 5-

Fluorouracilo y Topotecán en la combinación, respectivamente. 
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5. La caída en los niveles de TS y Topoisomerasa I tras la exposición previa a Oxaliplatino es 

independiente del estado de la p53 y/o del estado de los genes reparadores de aparejamientos 

incorrectos (fenotipo RER+) en las parejas sensible/resistente. 

 

6. No se observó un patrón claro de muerte por apoptosis en las muestras analizadas tras la exposición 

a OXA, 5FU como agentes únicos y en combinación (OXA/5FU), tanto en líneas sensibles (HT29 y 

LoVo) como resistentes a 5FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR). La ausencia de apoptosis parece 

además un evento independiente del estado de p53 y del fenotipo RER de estas líneas celulares. 
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CONCLUSIONES  

 

Objetivo 1 

 
1. La administración prolongada de 5-FU conduce a la selección dentro del tumor de 

una población celular que adquiere nuevas características genotípicas y fenotípicas 

respecto a la población inicial. 

 

2. Estas características adquiridas les confieren una ventaja selectiva en el crecimiento 

permitiéndoles predominar dentro de la población tumoral. 

 

3. La adaptación de estas líneas al 5-FU está mediada por la acumulación  de 

aberraciones cromosómicas (ganancias/pérdidas) que contribuyen a la aparición de 

la resistencia a la droga, y por tanto, a la ineficacia del tratamiento 

 

4. La sobreexpresión de Timidilato Sintasa ante la exposición a 5-FU es una 

característica de las células resistentes. 

 

5. La inducción de resistencia a 5-FU puede generar resistencia cruzada a drogas con 

mecanismos de acción diferente a los que no habían sido expuestas previamente. 

 

6. La actividad de Oxaliplatino, Topotecán y 5-FU administrados como agentes únicos 

es independiente del estado de p53 y/o de las deficiencias en el sistema reparador 

MMR (fenotipo RER). 

 

 

OBJETIVO 2. 

 

1. Las combinaciones de Oxaliplatino/5-FU y Oxaliplatino/TPT son sinérgicas tanto en 

líneas sensibles como resistentes a 5-FU  
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2. La sinergia de estas asociaciones es independiente del estado de p53 y del fenotipo 

RER 

 

3. La combinación de Oxaliplatino/Inhibidores de Topoisomerasa I representan una 

alternativa en el tratamiento del cáncer colorrectal avanzado. 

 

 

OBJETIVO 3. 

 

1. La disminución en los niveles de expresión de TS (ARNm y proteína) debido a la 

exposición a Oxaliplatino previa a 5-FU en el esquema secuencial Oxaliplatino→5-

FU cuando se compara con el 5-FU administrado como agente único, puede explicar 

la sensibilización de nuevo de las líneas resistentes al  tratamiento con 5-FU  

 

2. La disminución en los niveles de expresión del gen de la Topoisomerasa I 

provocada por la exposición de Oxaliplatino previa al inhibidor de Topoisomerasa I 

(TPT) en el momento de retirar el fármaco del medio, señala la necesidad de 

administrar los derivados de la camptotecina previo a Oxaliplatino, ya que niveles 

de expresión disminuidos de esta enzima representan uno de los mecanismos 

principales de resistencia al tratamiento con inhibidores de la Topoisomerasa I. 

 

3. La desregulación de los niveles de expresión de TS y Topoisomerasa I tras la 

exposición a Oxaliplatino administrado como agente único y/o en combinación es 

un evento independiente del fenotipo de resistencia a 5-FU, el estado de p53 y/o del 

fenotipo RER 

 

4. La apoptosis no es el mecanismo principal de muerte celular en la asociación de 

Oxaliplatino y 5-FU. 
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CONCLUSIÓN GENERAL DEL ESTUDIO  

 

La resistencia adquirida a 5-FU es un evento multifactorial. La asociación de 

Oxaliplatino e inhibidores de Topoisomerasa I representa una alternativa en el 

tratamiento de tumores colorrectales sensibles y refractarios a 5-FU. La desregulación 

de los niveles de expresión de Timidilato Sintasa y Topoisomerasa I tras la exposición a 

Oxaliplatino en los esquemas secuenciales Oxaliplatino/5-FU y Oxaliplatino/TPT dan 

una nueva interpretación al sinergismo observado en estas combinaciones tanto en 

tumores sensibles como en tumores que han progresado a 5-FU. La capacidad del 

Oxaliplatino para revertir la resistencia a 5-FU queda demostrada en la línea HT29-

5FUR y estaría en relación con la caída de los niveles de TS. Es recomendable la 

administración de los derivados de la camptotecina previa a la administración de 

Oxaliplatino. 

albert
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