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Resumen 

En este trabajo se presentan los resultados de un análisis de amplificación génica y de sensibilidad a fármacos antineoplásicos, realizado para un panel de líneas celulares de origen tumoral pulmonar. Para los ensayos de quimiosensibilidad las células fueron tratadas durante 48 h con concentraciones variables de taxol, cisplatino, doxorrubicina y 5-fluoracilo. La citotoxicidad de los fármacos se cuantificó usando el ensayo de reducción de resazurina y se reportó en valores de concentración inhibitoria 50 (CI50). Para los análisis de amplificación génica se emplearon sondas TaqMan® dirigidas contra los genes AKT2, PIK3CA, ERBB2, EGFR, c-REL y genes de la familia MYC. El número de copias para cada gen fue calculado usando el método de doble delta Ct, empleando ACTB como gen de referencia y la línea MRC-5 como muestra control. Los resultados mostraron que la viabilidad de todas las líneas celulares se afectó por el tratamiento con taxol, cisplatino y doxorrubicina, pero no con el tratamiento con 5-fluoracilo. Las CI50 calculadas se ubicaron entre 0,38 ± 0,03 M y 111,3 ± 3,58 M, siendo el taxol y la doxorrubicina los fármacos más potentes. Del panel evaluado las células NCI-H292 resultaron ser las más sensibles y las células LSPG8G las más resistentes a los fármacos. Interesantemente en las células NCI-H292 ningún gen se encontró amplificado; por el contrario en las células LSPG8G los genes cMYC, MYCN, MYCL y AKT2 mostraron un aumento en el número de copias con respecto al de las células control. Estos resultados sugieren que eventos de amplificación génica podrían contribuir con el fenómeno de quimioresistencia en líneas celulares de cáncer de pulmón, sin embargo otros estudios deben realizarse para confirmar esta hipótesis. 

Palabras clave: cáncer de pulmón, citotoxicidad in vitro, dosis génica, NCI-H292, LSPG8G

Abstract

In this paper, we show results of anticancer drug sensitivity assays and studies of gen amplification performed for a panel of lung cancer cell lines. For the chemosensitivity assays the cells were treated for 48 h with different concentrations of taxol, cisplatin, doxorubicin and 5-fluorouracil. The cytotoxic effect of each drug was determined using the resazurin reduction assay and reported in terms of inhibitory concentration 50 (IC50). For the analysis of gene amplification we used TaqMan® probes designed against AKT2, PIK3CA, ERBB2, EGFR, REL and MYC family members. Copy number for each gene was calculated using the delta-delta-CT method, employing ACTB as reference gen and MRC-5 cell line as control sample. In the chemosensitivity assays, we observed a clear decrease in cell viability in the cells treated with taxol, cisplatin and doxorubicin but not in the cells treated with 5-fluorouracil. IC50 values ranging between 0,38± 0,03 M and 111,3 ±3,58 M, being the taxol and doxorubicin the most potent drugs. NCI-H292 cell line was the most sensitivity and LSPG8G cell line was the most resistant. Interestingly, NCI-H292 cells did not show increase in the copy numbers for the gene evaluated, in contrast, we observed changes in the gene dosage for cMYC, MYCN, MYCL and AKT2 in LSPG8G cells. These results suggest that gene amplification could contribute to drug resistance in lung cancer cell lines; however, more studies are needed to confirm this hypothesis. 

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

Introducción
Las líneas celulares derivadas desde tumores humanos han constituido uno de los modelos preclínicos más empleados para estudiar las bases genéticas y moleculares del cáncer de pulmón. Antes de su establecimiento, la mayoría de las investigaciones alrededor de esta enfermedad progresaban lentamente, sin embargo con su desarrollo, hoy ya se conocen diferentes cambios a nivel molecular relacionados con la transformación tumoral, el desarrollo de metástasis y la aparición de quimioresistencia (Miller, 2005). 
La quimioresistencia es uno de los principales obstáculos para el tratamiento del cáncer de pulmón (ŠKarda et al., 2008) y puede presentarse en respuesta al tratamiento (resistencia adquirida) o al momento del diagnóstico (resistencia intrínseca). La selección de clones quimioresistentes a partir de líneas celulares expuestas a concentraciones crecientes de fármacos antitumorales, es una de las aproximaciones más empleadas para estudiar la resistencia adquirida. En estos ensayos un criterio que define las diferencias entre la sensibilidad de la línea parental (no tratada) y la línea resistente (tratada), es el valor de la concentración inhibitoria 50 (CI50). Sin embargo, para realizar estas comparaciones hay ciertos aspectos que deben considerarse, pues se ha demostrado que este valor, puede cambiar dependiendo de los tiempos de duplicación de la línea celular empleada, los tiempos de exposición al fármaco, el número de células tratadas y el método usado para cuantificar la viabilidad celular (Sumantran, 2011; Ari et al., 2010; Zumpe et al., 2010; Ulukaya et al., 2008). 
La amplificación génica es uno de los mecanismos más frecuentes de activación de oncogenes en los tumores sólidos (Starczynowski et al., 2011). Es un evento a nivel celular que se caracteriza por un incremento en el número de copias de un gen o región cromosómica y se asocia comúnmente con sobreexpresión de los genes implicados (Albertson, 2006). En cáncer de pulmón y otros tumores sólidos se ha reportado que los oncogenes MYC, MYCN, MYCL, EGFR, AKT-2, ERBB2, PIK3CA y REL pueden estar amplificados (Santarius et al., 2010; Alvarez et al., 2012). Por otro lado, la relación de dosis génica y respuesta a fármacos se ha establecido en algunos trabajos, aunque la mayoría se enfocan en genes que codifican para dianas terapéuticas (Cappuzzo et al., 2005) y/o proteínas transportadoras (Yasui et al., 2004). 
En este trabajo se establecieron las condiciones para realizar pruebas de quimiosensibilidad a 48 h de exposición, usando líneas celulares de cáncer de pulmón con diferentes tiempos de duplicación y empleando el ensayo de reducción de resazurina como método indirecto para evaluar viabilidad celular. Se compara el perfil de sensibilidad frente a fármacos antineoplásicos con diferentes mecanismos de acción y se caracteriza el estado de amplificación génica (número de copias promedio por genoma) para el grupo de oncogenes atrás descritos. Al final se identifican líneas celulares sensibles y resistentes a quimioterapéuticos y se presentan resultados que pueden servir de soporte para comenzar estudios de amplificación génica en modelos in vitro de resistencia adquirida. 
Materiales y métodos
Líneas celulares y condiciones de cultivo

Se emplearon las líneas celulares LSPG8G (aislada en el laboratorio a partir de un carcinoma anaplásico de célula grande) A549 (adenocarcinoma), NCI-H520 (carcinoma escamocelular), NCI-H727 (carcinoide), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide), NCI-H460 (carcinoma anaplásico de célula grande) y MRC-5 (fibroblastos normales de pulmón). Todas las células fueron propagadas en frascos de cultivo celular de 75 cm2, a 37°C, en atmósfera con 5% de CO2 y medio RPMI-1640, suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino, penicilina 100 U/ml y estreptomicina a 100 g/ml. 

Fármacos

Se emplearon las formas comerciales de los fármacos: paclitaxel, cisplatino, doxorrubicina HCl y 5-fluorouracilo. Se evaluaron cinco diluciones seriadas en diferentes rangos de concentración y cada dilución se evaluó por triplicado. La concentración de partida se modificó dependiendo del fármaco, para el taxol la concentración inicial fue de 100 M, para cisplatino, doxorubicina y 5-fluorouracilo fue de 300 M.

Selección de densidades de trabajo para los ensayos de quimiosensibilidad

Para garantizar un crecimiento exponencial de las células durante el tiempo de exposición a los fármacos, se calculó la densidad celular óptima de trabajo. Para calcularla, se tuvo en cuenta el tiempo de duplicación poblacional de las células, el porcentaje de confluencia en las placas de 96 pozos después de 48 h y 72 h de cultivo y los resultados de linealidad obtenidos a partir del ensayo de reducción de resazurina. La densidad se seleccionó a partir de un grupo de 6 densidades (5 x103, 7,5 x 103, 12,5 x 103, 1,5 x 104 y 2 x 104  células por pozo). Cada densidad celular fue sembrada en triplicado usando 100 μl de medio de cultivo, e incubadas bajo las mismas condiciones en las que se realizan los ensayos de quimiosensibilidad (descritos adelante). Luego se realizó el ensayo de reducción de resazurina y se verificó si se mantenía una relación lineal entre la fluorescencia emitida por las células que metabolizaron la resazurina y las densidades sembradas en los pozos.

Ensayos de Quimiosensibilidad 

Las células en fase de crecimiento exponencial, fueron tripsinizadas, contadas en cámara de Neubauer y sembradas en las densidades celulares seleccionadas. Las placas se incubaron por 24 h a 37ºC para permitir la adhesión al soporte. Transcurrido este tiempo la monocapa celular fue expuesta durante 48 h a 100 L de las diluciones de cada fármaco. Luego se cuantificó el efecto citotóxico mediante el ensayo de reducción de resazurina. Cada ensayo de quimiosensibilidad se realizo por triplicado, en semanas diferentes.  
Ensayo de reducción de resazurina

Para realizar este ensayo el medio con los tratamientos se remplazó por 100 l de medio con resazurina a una concentración final de 44 M. Las placas se incubaron por 4 horas y la fluorescencia emitida por las células viables y/o metabólicamente activas se cuantificó usando un espectroflourómetro a una longitud de onda de excitación de 535 y una de emisión de 595 (O’Brien et al., 2000). Las unidades de fluorescencia emitidas por las células tratadas se transformaron a porcentajes de supervivencia normalizando con las unidades de fluorescencia emitidas por las células control (células sin tratamiento). En todos los casos se asumió un 100% de supervivencia en las células sin tratamiento, al final la respuesta celular se graficó en función del logaritmo de la concentración y a partir de la curva dosis-respuesta se calcularon los valores de CI50, usando el programa estadístico GraphPad Prism® versión 5 (GraphPad Software Inc). 

Extracción de ADN genómico para análisis moleculares

Las células en un 80% de confluencia fueron lavadas con PBS y tratadas con una solución de tripsina (0,025%) – EDTA (0,03%) durante 5 minutos. La suspensión obtenida se centrifugó a 1200 rpm x 5 minutos y se descartó el sobrenadante. El botón celular obtenido se resuspendió en 200 μl de una solución de Tris-HCl 50mM pH 8.0, acetato de calcio 2 mM con 200 μg de proteinasa K. La mezcla se incubó a 55°C por una hora y luego a 95°C por 5 minutos para inactivar la enzima. Inmediatamente después el ADN se recuperó por extracción con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) y precipitación con etanol. Su cuantificación se realizó por métodos espectrofotométricos.

Análisis de número de copias o dosis génica

Los análisis se realizaron por PCR en tiempo real empleando el sistema ABI® 7500 Prism (Applied Biosystems), en un volumen final de 25 μl y en mezclas de reacción multiplex preparadas con 0,04 μM de cebadores, 0,375 μM de sondas,  1x de Master Mix y 20ng de ADN. El programa de PCR utilizado para la detección de los fragmentos incluyó un ciclo de 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos 15 s a 95°C y 1 min a 61°C. La dosis génica fue determinada empleando el método comparativo de doble delta Ct (2-ΔΔCt). En todos los ensayos se usó el gen ACTB como gen referencia y ADN de las células MRC-5 (fibroblastos normales de pulmón) como muestra control. Un valor de 2-ΔΔCt mayor a 2 se consideró como amplificación génica (Huang et al., 2007). La secuencia de las sondas TaqMan® y los cebadores usados en este ensayo se reportan en estudios previos (Perdomo et al., 2012; Alvarez et al., 2012) y se muestran en la tabla 1 
Resultados 

Selección de densidades de trabajo para ensayos quimiosensibilidad

Al graficar las unidades relativas de fluorescencia (URF) en función de las densidades celulares se determinó que las líneas LSPG8G, NCI-H292, NCI-H520 y NCI-H727 después de 72 h de crecimiento continuo, muestran una respuesta lineal frente a la reducción de resazurina cuando se siembran entre 5000 y 20000 células por pozo (figura 1). Para la línea A549 se mantiene la tendencia lineal solo entre 5000 y 12500 células por pozo. En densidades mayores se pierde esta tendencia y a las 48 h se observa un 100% de confluencia, un nivel que no garantiza el crecimiento exponencial de las células durante el tiempo de tratamiento y por tanto la confiabilidad de los resultados de los ensayos de citotoxicidad. Para el resto de las líneas, en densidades menores a 15000 células por pozo, se observaron niveles de confluencia entre un 50 - 70% a las 48 h y entre el 70 y 95% a las 72 h de cultivo; la mayor confluencia a las 72 h se observa para las células con mayor tamaño (LSPG8G) y con tiempos de duplicación cortos (A549). La menor confluencia se observó para la línea NCI-H520, una línea con un tiempo de duplicación de 61 h y en general más pequeña que el resto de células del panel. En el tabla 2 se resumen los resultados del análisis de linealidad, se muestran los valores R2 y los porcentajes de confluencia observados a las 72 h de cultivo para las densidades de trabajo seleccionadas. Una densidad de trabajo de 15000 células por pozo se recomendó para las células NCI-H460 en un estudio previo (Prieto & Aristizábal, 2009).

Ensayos de quimiosensibilidad

Los resultados de tres experimentos independientes muestran que bajo nuestras condiciones de ensayo, los fármacos cisplatino, taxol y doxorrubicina HCl, afectan la actividad metabólica de todas las líneas en rangos de concentración del orden .Al probar rangos del orden nanomolar, las células conservan la capacidad de metabolizar la resazurina y los valores de fluorescencia emitidos por las células tratadas son comparables a los valores observados en las células sin tratamiento. Cuando las células fueron tratadas con 5-fluoracilo, la reducción de la capacidad metabólica y/o viabilidad celular solo fue evidente en concentraciones mayores a 1mM.

En general la actividad citotóxica de los fármacos fue dependiente de la concentración, aunque no en todos los casos se observó una respuesta lineal. En la figura 2 se observa la tendencia de las curvas dosis–respuesta obtenidas para las células LSPG8G tratadas con taxol, cisplatino y doxorrubicina. Una tendencia que fue similar en la mayoría de las líneas.  En la figura 3 se grafica el comportamiento bifásico observado en las células A549 tratadas por 48 h con doxorrubicina, una tendencia que fue reproducible sólo en esta línea. En cuanto a la sensibilidad frente a los fármacos se pudo ver que la línea NCI-H292 es una de las más sensibles, especialmente a taxol y doxorubicina y las células LSPG8G y NCI-H460 tienden a ser las más resistentes, especialmente a doxorubicina. Los valores de las CI50 calculados para todas las líneas se muestran en la figura 4.

Análisis de amplificación génica (dosis génica)

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

Los resultados mostraron que ningún gen se encuentra amplificado en las células A549 y NCI-H292, por el contrario un claro aumento en el número de copias fue observado para las líneas LSPG8G, NCI-H460, NCI-H520, NCI-H727, siendo común la amplificación de MYCN y MYCL en estas líneas. El mayor cambio en la dosis génica se registró para el gen cMYC en las células LSPG8G y para el gen PIK3CA en las células NCI-H460. Coincidencialmente en estas dos últimas líneas se observó el mayor número de genes amplificados y mostraron ser de las más resistentes del panel. En la tabla 3 se muestra la dosis génica calculada para todas las líneas celulares. 

Discusión

Los análisis de quimiosensibilidad muestran que las líneas celulares responden diferente frente a los fármacos. Bajo nuestras condiciones de ensayo, algunas líneas fueron muy sensibles a doxorrubicina (CI50 ˂ 1 M), otras mostraron una sensibilidad intermedia frente taxol (CI50 entre 1 y 10 M) y la mayoría fueron resistentes a 5-fluoracilo y cisplatino (CI50 > 10 M) (Noro et al., 2006; Søndergaard et al., 2010). 

Estas diferencias de sensibilidad y en general la respuesta in vitro frente a un fármaco o un xenobiótico, puede ser el resultado de una interacción entre diferentes variables, entre estas; las características de la línea, el mecanismo de acción del fármaco y las condiciones de ensayo. Dentro de las características de la línea vale la pena resaltar la influencia que pueden tener las alteraciones genéticas o epigenéticas que presentan las células, su origen tumoral primario, tipo histológico, los tiempos de duplicación poblacional y hasta el número de pases en el que se encuentre la línea al momento del análisis.

Al comparar los valores de CI50 calculados en este trabajo con los publicados en la literatura, se observa que estos valores son más altos para algunas células. También fue evidente que las CI50 difieren entre estudios, aunque se utilice la misma línea y el mismo fármaco. Al parecer la densidad celular, el tiempo de exposición, el vehículo en el que se disuelve el compuesto y el ensayo que se use para cuantificar el efecto citotóxico (XTT, MTT, Resazurina, [3H] timidina, ensayo luminiscencia de ATP) también pueden influir sobre la determinación de los valores de CI50 (Zumpe et al., 2010; Ulukaya et al., 2008). Para el paclitaxel por ejemplo, algunas investigaciones muestran que este fármaco ejerce su actividad citotóxica sobre las células A549 en rangos del orden de nanomolar (Buey et al., 2005; Breen et al., 2008), otros trabajos reportan CI50 del orden micromolar (Ulukaya et al., 2008). Por otro lado, Liebmann et al., (1993) demuestran que la actividad citotóxica del paclitaxel es menor sobre A549 cuando las células son tratadas con el compuesto disuelto en Cremophor EL® (diluente empleado en la formulación clínica) y mayor cuando está disuelto en DMSO; en contraste, Georgiadis et al., (1997) demuestran que el vehículo no influye sobre la actividad citotóxica del paclitaxel. En nuestro estudio se empleó la formulación clínica de paclitaxel (disuelto Cremophor EL) y se obtuvieron valores de CI50 del orden () para todas las líneas celulares.

La respuesta bifásica frente a un fármaco ha sido discutida previamente para varias líneas celulares (Yeung et al., 1999), sin embargó la tendencia de la curva dosis respuesta observada para células A549 tratadas con doxorrubicina no se encontró reportada previamente. Para el taxol se ha descrito que este comportamiento bifásico es un indicativo de que el fármaco puede estar ejerciendo su actividad citotóxica por dos mecanismos diferentes; apoptosis a bajas concentraciones y necrosis a altas concentraciones (Yeung et al., 1999).

La amplificación génica es uno de los cambios genéticos más comunes que ocurre en las neoplasias humanas. En tumores y en líneas celulares se ha detectado con frecuencia un aumento en la dosis génica de genes que codifican para proteínas que participan en la inhibición de la apoptosis, favorecen la proliferación y/o estimulan el crecimiento celular. También se ha descrito que la magnitud del aumento en el número de copias puede depender del origen primario (colon, seno, pulmón, estomago, etc), del tipo histológico y que puede estar correlacionada con la agresividad de tumor (Knuutila et al., 1998).

En este estudió las líneas celulares LSPG8G y NCI-H460, exhibieron el mayor número de genes amplificados e interesantes cambios en el número de copias para los genes cMYC y PIK3CA. Coincidencialmente las dos líneas fueron derivadas del mismo tipo histológico y mostraron los rangos más altos de quimioresistencia, especialmente a doxorubicina. 

El oncogen c-MYC es un miembro de la familia MYC, relacionado funcionalmente con la síntesis de ADN (Mørkve et al., 1992) y la regulación de la expresión de genes involucrados en crecimiento celular (Mitani et al., 2001). Se ha visto amplificado en leucemias y linfomas (Mørkve et al., 1992), en cáncer de pulmón de célula pequeña y carcinoma escamocelular, entre otros tumores (Mitani et al., 2001; Carrillo et al., 2009; Alvarez et al., 2012). En nuestro estudio este gen se vio claramente amplificado en las células LSPG8G, una línea derivada desde un tumor anaplásico de célula grande, un tipo histológico, altamente indiferenciado y extremadamente agresivo (Pardo et al., 2009) Los otros dos miembros de la familia MYC, los genes MYCL y MYCN mostraron un modesto cambio en el número de copias en cuatro de las seis líneas evaluadas. Estos genes se ha visto amplificados en neuroblastoma, retinoblastoma y también en muestras de cáncer de pulmón (Lu et al., 2003; Alvarez et al., 2012).

El gen PIK3CA codifica para una de las subunidades de la proteína PI3K y se ha reportado amplificado en tumores del tracto urinario, cáncer de ovario, cérvix y cabeza y cuello (Frendi et al., 2009). La ganancia en el número de copias para este gen, se ha correlacionado con aumentos en la expresión de PI3K y respuesta a fármacos (Heinonen et al., 2008).

Los genes EGFR y ERBB2 son dos miembros de la familia ERBB, que funcionan como receptores transmembrana y que junto con sus ligandos participan activamente en la estimulación del crecimiento y proliferación celular (Herbst et al., 2008). El aumento en el número de copias para EGFR ha sido reportado para gliomas, cáncer de seno y de vejiga, también hay algunos reportes para cáncer de pulmón de célula pequeña (Knuutila et al., 1998). La amplificación de EGFR ha sido relacionada con la respuesta a erlotinib y gefitinib, debido a que son fármacos que se asocian al dominio intracelular de este receptor (Pao et al., 2004). En nuestro trabajo este gen se encontró amplificado en las células NCI-H520, una línea celular derivada de un carcinoma escamocelular. Para ERBB2 se ha descrito que se encuentra amplificado en cáncer de seno, ovario, estómago y colon (Knuutila et al., 1998), en nuestro estudio este gen no se vio amplificado. 

AKT es un gen serina/treonina que funciona como efector de la ruta de señalización activada por PIK3CA, regula procesos celulares que controlan tamaño, crecimiento y proliferación celular y se ha encontrado amplificado en cáncer de seno y ovario (Cheng et al., 1992; Bellacosa et al., 1995). En cuanto a su relación con la sensibilidad a fármacos, se ha reportado que líneas celulares de pulmón, ovario y gliomas resistentes a cisplatino, activan constitutivamente el gen AKT y sugieren que esta activación puede ser un posible mecanismo de resistencia a cisplatino (Huang & Hung, 2009). En nuestros resultados las células en general muestran ser resistentes a cisplatino, sin embargo solo la línea LSPG8G muestra un ligero aumento en la dosis génica. 

c-Rel es un importante factor de transcripción de la familia cRel/NF-kB, participa activamente en la expresión de genes involucrados en el desarrollo, proliferación y supervivencia de células linfoides (Houldsworth et al., 1996). El aumento en su dosis génica se ha asociado con el desarrollo de linfomas (Gilmore et al., 2004) y algunos tumores sólidos (Romieu-Mourez et al., 2003). En este trabajo se registró un aumento en el número de copias relativas de este gen para la línea NCI-H460, sin embargo no se encontraron otros reportes que soporten este resultado.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la línea NCI-H292 es una de las más sensibles a taxol, cisplatino y doxorrubicina y la líneas LSPG8G y NCI-H460 son de las más resistentes, especialmente a doxorubicina. Los análisis moleculares sugieren que la amplificación génica puede ser una alteración frecuente en células resistentes, sin embargo otros análisis deben realizarse para probar esta hipótesis. 
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FIGURAS Y TABLAS

Tabla 1. 
Secuencia  de  cebadores y sondas Taqman empleadas para la cuantificación de dosis génica por PCR multiplex

	GEN
	SONDA (5’- 3’)
	CEBADOR DERECHO(5’- 3’)
	CEBADOR IZQUIERDO (5’- 3’)

	ERBB2
	(Tamra) ATCCGTCCGCCTCAGCCTCCCAAA (Hex)
	GTCTTGAACTCCCCACCTCAG
	ACAGACGGTACACACTTTTAAAGG

	EGFR
	(Fam) AACTAACCGCCGCCAGCACCACC (Tamra)
	GACCTGGGAGCTGGGAGAAC
	ACCTGCCTTTTGCCAACGAG

	AKT2
	(Tamra) ACCACGAGCCACGGAAGCCAGTCA (Rox)
	AGACCTGGGCTGGTGATGTG
	CAGACTGTGGGACCTTTCTCTC

	MYC
	(Tamra) ACCAGCAGCAGCAGCAGAGCGA (Rox)
	TCTACTGCGACGAGGAGGAG
	GCAGCAGCTCGAATTTCTTCC

	MYCN
	(Tamra) CGCCGCTTCTCCACAGTGACCACG (Hex)
	AGGAAGATGAAGAGGAAGAAATCG
	TGACAGCCTTGGTGTTGGAG

	MYCL1
	(Tamra) ACCTGGAGACACCTGGACACGCCC (Tamra)
	CCTAAGAGACCTTCAAGCCAGTG
	CCAGATATGGGGCTCATAACACC

	REL
	(Tamra)TCCCTGCCTTTGCTCACGCTGCTT (Rox)
	GGATTTTGGCAAGGTGAGTGG
	ACAGCATTTAACATGCATTTAGCC

	PI3KCA
	(Tamra)AGTGCCGCTGCTGCTCCGACAAC (Joe)
	AGCAGACCCAGTACCTGTCC
	AGGGTTGGTCTTCTATGAGAATC

	ACTB
	(Tamra) TTGCCTCCCGCCCGCTCCCG (Fam)
	CCGTCTTCCCCTCCATCGTG
	GGCTCCTGTGCAGAGAAAGC









Tabla 2. 
Relación de densidades celulares recomendadas para realizar ensayos de quimiosensibilidad en líneas celulares de cáncer de pulmón

	Línea
Celular
	Tipo
Histológico
	R2 1
	TDP2
	Densidad3
	Confluencia
(%) 4

	LSPG8G
	Indiferenciado de Célula grande
	0,95
	48 h
	10000
	80-95%

	NCI-H520
	Escamocelular
	0,95
	61 h
	15000
	70-80%

	NCI-H727
	Carcinoide
	0,97
	48 h
	10000
	80-90%

	NCI-H292
	Mucoepidermoide
	0,99
	48 h
	10000
	80-90%

	A549
	Adenocarcinoma
	0,97
	22 h
	5000
	80-95%



1. Coeficientes de determinación que relacionan unidades relativas de fluorescencia en función de la densidad celular.
2. TDP. Tiempo de duplicación poblacional reportado por la ATCC. El TDP para LSPG8G fue calculado a partir de una curva crecimiento realizada durante 7 días.
3. Densidad sugerida para realizar ensayos de citotoxicidad en placas de 96 pozos y 48 h de exposición al xenobiótico. 
4. Porcentajes de confluencia observados en los pozos después de 72 h  de cultivo continuo.

Tabla 3. 
Dosis génica relativa al control MRC-5 para líneas celulares de cáncer de pulmón

	 
	LSPG8G
	A549
	NCI-H292
	NCI-H460
	NCI-H520
	NCI-H727

	PIK3CA
	0,40
	0,26
	0,41
	40,08
	1,32
	1,65

	REL
	1,59
	0,32
	0,07
	5,82
	0,19
	0,25

	cMYC
	146,56
	0,59
	0,12
	1,36
	0,14
	0,84

	MYCN
	7,13
	0,96
	1,28
	7,01
	3,03
	3,68

	MYCL
	5,52
	1,38
	1,50
	3,11
	8,91
	3,34

	AKT
	2,88
	0,84
	0,07
	0,43
	0,23
	0,24

	EGFR
	2,09
	1,79
	0,99
	1,26
	2,62
	2,27

	ERBB2
	0,83
	0,81
	0,40
	1,02
	0,98
	1,51



a. Valores con  2-∆∆Ct mayor  a 2 se consideró como amplificación génica.








Figura 1. Unidades Relativas de Fluorescencia (URF) en función del número de células por pozo. Fluorescencia (ex 535 nm y em 595 nm) para las líneas LSPG8G (■), NCI-H520 (▲), NCI-H727 (●) y NCI-H292 (♦), después de 72 h de cultivo continúo. Cada punto en la grafica representa el promedio de tres repeticiones ± el error estándar de la media.
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Figura 2. Porcentajes de Viabilidad en función del logaritmo de la concentración calculados para células LSPG8G después de 48 h de exposición a taxol, cisplatino y  doxorrubicina. a. Taxol. b. Cisplatino y c. Doxorrubicina. Las curvas dosis - respuesta de los ensayos I, II y III representan experimentos realizados en semanas independientes y cada punto de la curva muestra el promedio de tres valores de supervivencia obtenidos para las diferentes concentraciones evaluadas. Las barras de error corresponden al error estándar de la media.


Figura 3. Respuesta bifásica de A549 frente a Doxorrubicina. Viabilidad celular evaluada por el ensayo de reducción de resazurina, 48 h después de la exposición a 10 concentraciones diferentes de doxorrubicina. Los resultados son presentados como la media de tres experimentos realizados en semanas diferentes  ± el error estándar de la media. 





Figura 4. Perfil de sensibilidad de las células LSPG8G, A549, NCI-H520, NCI-H727, NCI-H292 y NCI-H460 tratadas durante 48 h con taxol, cisplatino y doxorrubicina.  Los resultados son presentados como la media de tres experimentos realizados en semanas diferentes  ± el error estándar de la media.

Ensayo I	10	50	100	200	300	0.72008098152038269	0.65655919870916679	0.55736444728590129	0.42938091758763058	0.30212424270100785	Ensayo II	10	50	100	200	300	0.72000000000000064	0.62000000000000965	0.52	0.32300000000001067	0.2	Ensayo III	10	50	100	200	300	0.80090109330464065	0.67316680493835268	0.60590926639345222	0.50388940455560005	0.30662225544393434	Concentración mM
Viabilidad respecto al control

Ensayo I	1.2724955895120203E-2	1.6287433108762801E-2	9.6039663993391228E-3	1.4181806879604396E-2	7.0121591688135834E-3	1.2724955895120203E-2	1.6287433108762801E-2	9.6039663993391228E-3	1.4181806879604396E-2	7.0121591688135834E-3	10	50	100	150	300	0.83029532584600196	0.50580460796570825	0.3507086349453159	0.28194635596692691	0.25069077461311373	Ensayo II	1.5047717419599812E-2	9.9845697479677246E-3	8.7393039552960631E-3	7.3258811869691513E-3	7.9105618080242013E-3	1.5047717419599812E-2	9.9845697479677246E-3	8.7393039552960631E-3	7.3258811869691513E-3	7.9105618080242013E-3	10	50	100	150	300	0.93247305166046313	0.52792123872816465	0.34724756654194844	0.20055276163001737	9.2314096389624525E-2	Ensayo III	1.7809222665023161E-2	5.9367342115865104E-3	2.9717856506321551E-2	1.0700357365387715E-2	1.4837143061172792E-3	1.7809222665023161E-2	5.9367342115865104E-3	2.9717856506321551E-2	1.0700357365387715E-2	1.4837143061172792E-3	10	50	100	150	300	0.86742319519882272	0.67651174561586325	0.36564316976382144	0.26044940857219379	0.15658694477880494	Concentración mM
Viabilidad respecto al control

% Viabilidad Control	6.2448665074255567E-2	2.7029963535611452E-2	2.0800218860430039E-2	1.1007048364352501E-2	2.8249118697606292E-2	2.2896690750065202E-2	2.950226192389031E-2	3.236860575181727E-2	1.9597157253856128E-2	1.127378446275488E-2	0.10816426077346718	8.1089890606834122E-2	6.2400656581285713E-2	3.3021145093056911E-2	8.4747356092818568E-2	6.869007225019548E-2	8.8506785771676255E-2	9.7105817255451782E-2	5.8791471761566433E-2	3.3821353388264655E-2	1.0000000000000041E-3	1.0000000000000005E-2	0.1	1	5	10	50	100	200	300	1.0522197365463681	0.91725272531907331	0.90417603856442064	0.16593893494947826	0.54760215079606356	0.62169697033875704	0.44288711213235138	0.29749407273750123	0.15123443597519845	4.4558362590131774E-2	Concentraciónes Doxorubicina mM
Viabilidad respecto al control

Taxol	0.60000000000000064	1.0900000000000001	0.59	0.91	0.23044971000000056	4.9000000000000113E-2	0.60000000000000064	1.0900000000000001	0.59	0.91	0.23044971000000056	4.9000000000000113E-2	LSPG8G	A549	H520	H727	H292	H460	13.48	12.92	5.83	17.95	4.5999999999999996	8.6	Cisplatino	1.86	1.73	0.47000000000000008	3.2	1.76	5.98	1.86	1.73	0.47000000000000008	3.2	1.76	5.98	LSPG8G	A549	H520	H727	H292	H460	44.32	35.42	33.56	58.74	27.39	29.29	Doxorubicina	3.58	3.335333E-2	2.0000000000000011E-2	0.18000000000000024	0.14000000000000001	5.81	3.58	3.335333E-2	2.0000000000000011E-2	0.18000000000000024	0.14000000000000001	5.81	LSPG8G	A549	H520	H727	H292	H460	111.3	0.38000000000000117	0.60100000000000064	2.29	1.6800000000000042	62.339999999999996	Líneas Celulares
IC50 en mM

NCI-H292	979.01159339406547	883.8276415681695	1010.5937363748707	1777.8439189085148	920.7345980248856	1345.410160508683	979.01159339406547	883.8276415681695	1010.5937363748707	1777.8439189085148	920.7345980248856	1345.410160508683	5000	7500	10000	12500	15000	20000	16543.7	21785.599999999897	26765.7	33282.5	37575.300000000003	40368	NCI-H520	0	414.06641979276696	710.64231509247747	165.27048536669597	476.40983756983172	2010.5971749706603	0	414.06641979276696	710.64231509247747	165.27048536669597	476.40983756983172	2010.5971749706603	5000	7500	10000	12500	15000	20000	4133.5	5395	9664	9927.166666666315	15755.666666666661	19478.5	NCI-H727	1161.0324428427198	338.40853023135111	3243.6307331959529	3085.3617291980531	3375.0604439031904	1040.1847592294598	1161.0324428427198	338.40853023135111	3243.6307331959529	3085.3617291980531	3375.0604439031904	1040.1847592294598	9580.833333333323	9966.833333333323	16912.333333333296	21440.5	24945.5	27275.333333333296	LSPG8G	526.1477401305101	0	0	0	192.89231307768972	526.51020882789999	526.1477401305101	0	0	0	192.89231307768972	526.51020882789999	8079.1666666671044	10837.5	12616	16399	21338.833333333296	27973.5	Densidades celulares 
U R F

Ensayo I	0.05	5	25	50	100	0.83576944076125059	0.79459220549619114	0.13674960351507293	2.9326885578348032E-3	-1.5245820658815874E-2	Ensayo II	0.05	5	25	50	100	0.85761254652161467	0.75015656312625256	0.11566436444317379	3.7530417978816817E-3	-7.4434583452623101E-3	Ensayo III	0.05	5	25	50	100	0.85298356746946169	0.80529186202724223	7.3247982633297418E-2	-1.3990337992330891E-2	-1.5449425706634885E-2	Concentración mM
Viabilidad respecto al control

