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INTRODUCCION



El desarrollo de resistencia de las células tumorales frente a
férmacos citotéxicos es considerada una de las principales causas
de fracaso en la quimioterapia cl{nica contra el cincer.

Al observar este fenémeno en el campo clinico,se encuentra que
el tratamiento inicial de un pacienté con céncer resulta adecuado,
pero los subsecuentes tratamientos son progresivamente menos fruc-
tiferos(54).

Las observaciones anteriores se derivan de las caracterfsticas
de muchos tumores de ser refractarios al tratamiento con agentes
anticancerosos,ya sea aplicados en forma individual o en combina-
cibn,por lo que la utilidad clfnica de éstos agentes puede verse
severamente limitada por la aparicibén de células malignas resisten-
tes.

El estudio de la resistencia frente a m@ltiples férmacos es de
importancia en el campo oncolfgico debido a la gran cantidad de
individuos afectados por los diversos procesos malignos y la pro--~
blemitica que se presenta cuando las células tumorales de estos
individuos presentan resistencia al encontrarse bajo quimioterapia.

Afin cuando las bases bioquimicas de 1la resistencia frente a
miltiples firmacos no estfn plenamente establecidas,se han realiza-
do estudios tomando en cuenta la captacién,acumulacién y elimina-
cibn de los flrmacos en las células tumorales,observéndose una co-
rrelacibn entre el grado de resistencia y ios cambios en estos fac-
tores,

Las caracter{sticas de la resistencia frente a m@ltiples fér-
macos son las siguientes(14):

~ Resistencia cruzada frente a ffrmacos no relacionados,estructu-
ral ni funcionalmente.
- Disminucibn en la acumulacifn intracelular del flrmaco.

= Exprcsibn aumentada de una glucoprotefna en la membrana plasmé-
tica,la cual estf asociada con la resistencia a mGltiples fhrma-
cos(Glucoprote{na-P),



— Amplificacibén y expresibn del gene que codifica para la glucopro-
tefna-P,

Se ha observado ademis la existencia de otros cambios celula-
res asociados a la resistencia frente a m@ltiples férmacos tales
como:

— Presencia de una protefna pequefia de baja masa molecular(19-22
KDa.},denominada sorcina/V-19 o p21(14).
— Alteracién en la actividad de enzimas.

— Incremento en la reparacibn de lesiones citotbxicas.



OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es hacer
una revisién de la literatura sobre el
problema de la resistencia frente a mGlti-
ples fhrmacos que se presenta en las célu-
las tumorales al ser tratadas con agentes
quimioterapéuticos y su implicacibén en el
organismo humano.



GENERALIDADES



LA CELULA TUMORAL

Una célula tumoral puede sé&r definida como aquella célula que
se multiplica sin control,evadiendo la regulacién que lleva a cabo
el organismo.

Entre las caracterf{sticas generales que pueden considerarse
como propias de las células tumorales se encuentran la prolifera-
cibén descontrolada y la formacién de metéstasis(en células cance-
rosas).

A nivel citolfgico se han encontrado las siguientes altera-
ciones: :

~ Alteracibn en la permeabilidad y transporte a nivel membranal.
— Modificacién en 1la adhesién y en la inhibicién por contacto.
~ Pérdida o modificacibn de glucoprotefnas y glucol{pidos.

~ Deterioro de la comunicacién intercelular y de la inhibicién del
crecimiento.

i

Alteracibn en la actividad de algunas enzimas.

Estos cambios pueden ser acentuados por los tratamientos con-
tra las células malignas,tal como se observa en el desarrollo de
células tumorales resistentes a agentes quimioterapbéuticos,

La proliferacibn descontrolada de las cflulas puede dar ori-
gen a un tumor benigno o a un tumor maligno(cfncer),la caracterfs-
tica principal que hace diferentes a estos dos crecimientos descon-
trolados es la capacidad de establecerse en sitios distantes al
crecimiento tumoral primario.

De este modo,cuando las células anormales se multiplican sin
control,pero se mantienen dentro de una localizacibn estable y no
invaden otros tejidos,se forma un tumor benigno.

Por otro lado,cuando 1a masa celular puede separarse del cre-
cimiento tumoral primario y viajar a través del sistema circulato-
rio o por v{a linfltica para establecerse en otros tejidos adecua-
dos para su desarrollo,se forma un tumor maligno o céncer,Este pro-
ceso presentado por las células cancerosas se denomina metfstasis,

Las caracterfsticas principales del comportamiento de las



células tumorales son probablemente consecuencia de modificaciones
en la superficie celular,ya que en el tumor estas modificaciones
contribuyen indudablemente al escape de muchos de los factores que
mantienen a las c¢élulas normales bajo control(29).

El crecimiento continuo del cincer depende no sflo de las ca-
racteristicas de la célula maligna,sino también de condiciones com-
patibles con su supervivencia,encontrindose entre ellas,una adecua-
da irrigacién sanguinea.

Aln cuando en 1s mayorfa de las células tumorales existen ca-
racter{sticas comunes,al ser comparadas las provenientes de diferen-
tes tejidos,se presentan variaciones en su comportamiento bioqui-
mico.

Otro aspecto de las células malignas,que se ha reconocido y que
sin embargo no estf completamente esclarecido,es su capacidad para
evadir al sistema inmunolbgico.

Cabr{a esperar que las alteraciones en la estructura ceclular
asociadas al proceso maligno deben dirigir al sistema inmunolfgico
2l reconocimiento de las células tumorales,ya que en la circulacibn
sanguinea se -encuentran cflulas asesinas(killer),las cuales pueden
reconocer a muchos tipos de células tumorales,sin afectar a las cé-
lulas normales.

A pesar de ésto,las células tumorales han encontrado rformas de
evadir la deteccién inmunoiogicajentre ellas se encuentra el enmas-
caramiento de antfgenos de superficie,que de otra manera serfan
marcadores que servirfan para su destruccibn(82).

De esta manera,el reconocimiento inmunolégico parece tener un
papel minoritario en la proteccibén del organismo contra los tumores.

ONCOGENES

Los oncogenes son versiones alteradas(genes mutados)de los ge-
nes que se encuentran presentes en 1as células normales(47,48}.

En 1a tabla 1 se presentan algunos de los oncogenes que se han
reportado en la literatura.



La aparicién de oncogenes puede presentarse como consecuencia
de mutaciones puntuales y duplicaciones del DNA;sin embargo,también
se han encontrado oncogenes en retrovirus,los cuales al integrarse
a las células normales pueden transformarlas(29).

Se conocen dos posibles mecanismos mediante los cuales los
oncogenes pueden alterar el control del crecimiento celular:

En el primero,las proteinas sintetizadas a partir de la infor-
macién de oncogenes puede mimetizar a un factor de crecimiento;la
interaccibn entre estas proteinas y el receptor apropiado puede es-
timular el crecimiento celular.

En el segundo mecanismo,una proteina sintetizada a partir de
la informacién de oncogenes,puede funcionar como un receptor ocupa-
do(receptor para factores de crecimiento),con lo que se emiten se-
flales que estimulan la mitosis en ausencia de factores de creci-
miento normales

Entre los factores de crecimiento se encuentran el factor de
crecimiento epidérmico(EGF) y el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) (47).

En la membrana plasmitica de células tumorales se han locali-
2ado protefnas alteradas,la similitud que presentan éstas con los
receptores para factores de crecimiento EGF y PDGF,sugiere que mu-
chas protefnas sintetizadas a partir de la informacién de oncoge
nes,trabajan activando seflales que estimulan el crecimiento,anfilo~
gas a las que se presentan en la célula normal,

Sin embargo,estas sefiales dan como resultado un crecimiento no
controlado(29),10 que sugiere que dichas sefiales pueden ser la ba-
se de la oncogénesis.

Afin cuando el descubrimiento de los oncogenes fue un suceso
relevante en la investigacién del céncer,afin no se sabe si el cén-
cer o cuales de las etapas de 1la carcinogénesis son causadas por
oncogenes,o si la alteracién que sc presenta en los genes normales
(con la aparicién de oncogenes)es ¢l producto de la transformacibn
celular,



Tabla 1.

PROTO-ONCOGENES Y SUS PRODUCTOS®S
Proto- Producto del oncogene Actividad Localizaci6n celular  Ref,
Oonco~ .
gene
sis Cadena B de PDGF Antagonista de PDGF  Secretada 52
erbB Receptor para EGF Tirosincinasa Membrana plasmitica 33
fns Receptor para CSF-1  Tirosincinasa Membrana plasmAtica 47
neu Receptor? Tirosinacinasa Membrana plasmitica 45
met Receptor? Tirosincinasa Membrana plasmitica 45
ros Receptor para in- Tirosincinasa Membrana plasmitica 48
sulina
kit Receptor? Tirosincinasa ﬁmbrana plasmitica 47
trk Receptor? Tirosincinasa Membrana plasmbtica 45
ret Receptor? Tirosincinasa Membrana plasmitica? 45
src p6oS-STC Tiresincinasa Membrana plasmitica 88
yes p59/62°57Yes Tirosincinasa Membrana plasmftica 48
fps/fes pgsc-fps/pgzc-fes Timsin;:inasa Citoplasma/Membrana 47
plasmitica 45
abl p!.SOc"'bl Tirosincinasa Citoplasma 48
fgr ? Tirosincinasa Membrana plasmitica 47
Ha-vas  pz1¢'Ha-Tas Unién a GTP Membrana plasmitica 7
Ki-ras  pucKi-ras Membrana plasmitica 7

Unién a GTP
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Tabla 1.

PROTO-ONCOGENES Y SUS PRODUCTOS (Cantinuacién)®®

Proto- Producto del oncogene Actividad Localizacién celular Ref

onco-

genes

N-ras pal Unién a GTP Menmbrana plasmitica 7

mos ? Serina/Treo- Citoplasma 48
nincinasa

raf/mil ~ p71/p7ac il Serina/Treo-  Citoplasma 47
nincinasa 48

myc psgse Unién s DNA Micleo 62

N-myc ? ? Nicleo 45

fos pssc-fos ' Unifn a DNA  Mdcleo 64

myb prsSmh Unibn a DNA  Ndcleo 62

erbA Receptor para hor- Unifn a DNA Nicleo 50

mona tiroidea
ets 7 ? Ndcleo ]

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
EGF: Factor de crecimiento epidémico,
CSF: Factor-1 estimulante de colonias de macrofagos y granulocitos.
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FARMACOS ANTITUMORALES

Un hecho particularmente interesante es la capacidad de las cé-
lulas tumorales para desarrollar resistencia a los férmacos.

El desarrollo de resistencia de las células tumorales frente a
agentes citotbéxicos es considerada una de las principales causas de
fracaso en la quimioterapia clinica(l7).

El problemaitadica en el hecho de que las células tumorales
adquieren resistencia simulténea a muchos de los agentes antineo-
plésicos comfinmente usados,algunos de los cuales son estructural y
funcionalmente diferentes.

El tratamiento del chncer con firmacos se ha basado en la tesis
de que debe ser posible una quimioterapia dirigida contra las célu-
las cancerosas en la cual se pueden presentar efectos contra las cé-
lulas normales,pero &stos deben ser tolerables y reversibles(muchos
compuestos han sido mejorados en cuanto a tal actividad en los fl-
timos cuarenta afios).

Las diferencias entre los tejidos normales y los cancerosos
pueden ser pequefias,ya que muchos tejidos normales en ciertos esta-
dios poseen gran capacidad de proliferacifn que compite y en algunos
casos excede a la de los tejidos malignos,

Entre estos tejidos se encuentran elementos de médula bsea,
epitelio gastrointestinal y folfculos pilosos,que son los que reci-
ben el impacto de los efectos téxicos de algunos antineoplésicos du-
rante el tratamiento.

Por fortuna,las células normales en proliferacibn rbpida y las
cancerosas no tienen la misma vilnerabilidad y alin puede utilizarse
el principio de toxicidad selectiva.Sin embargo se advierte que el
mirgen de seguridad es muy estrecho.

Los férmacos mis usados en la quimioterapia contra el céncer
pueden ser clasificados de la siguiente manera:

a. Antimetabolitos.
b. Agentes alquilantes.

c. Antibifticos antitumorales.
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d. Alcaloides tumorales

e. Otros agentes antitumorales,

Las dos clases principsles de compuestos citotbéxicos que han
praobado ser (itiles en el tratamiento contra el céncer son:

i. Aquellos que interfieren en la sfntesis de precursores
de DNA.

ii. Aquellos que interactfian quimicamente con el DNA.

ANTIMETABOLITQS

Los antimetabolitos son compuestos que poseen una estructura
molecular similar a aquella que presentan los metabolitos normales
de 1a célula con los cuales compiten;as{,estos compuestos son acep-
tados como sustratoa anflogos que intervienen en reacciones bioquf-
micas vitales y de este modo interfieren con los procesos celulares
(26). :

Estos compuestos fueron introducidos psra el tratamiento de
crecimientos malignos por Faber y colaboradores,quienes demostraron
en 1948 que ¢l anflogo del fcido f6lico denominado sminopterina era
Gtil en el tratamiento de leucemias agudas(12).

La anminopterina ha sido reemplazada por la ametopterina o por
el metotrexate,este Gltimo aunque menos potente,presenta efectos
secundarios mejor conocidos,

Dentro de los antimetabolitos,el compuesto modelo es el meto-
trexate,el cual es un anflogo del fcido £6lico que es transportado
al interior celulsr por medio del scarreador membranal encargado de
la captacién y transporte de los folatos reducidos con actividad
fisiolbgica(24).

El metotrexate ejerce su efecto citotéxico al inhibir a la en-
zima dihidrofolsato reductasa.Esta enzima es la responsable del man-
tenimiento de 1a reserva intracelular de folatos en estado reducido
(forma activa),a su vez los tetrshidrofolatos funcionan como acarrea-
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dores de grupos de un &tomo de carbono para la s{ntesis de nucleé-
tidos de purina y timidilato.

De este modo,a través de la inhibicién de la reductasa se pro-
duce una acumulacién de folatos en estado oxidado({forma inactiva)

y con ello cesa la sf{ntesis de timidilato y de nuclebtidos de puri-
na necesarios para la sintesis de .DNA.

El metotrexate sufre una transformacién en las células cancer-
osas convirtiéndose en poliglutamato de metotrexate,el cual se une
a la dihidrofolato reductasa con igual o mayor afinidad que el meto-
trexate

Después de eliminar el ffrmaco inicial libre(metotrexate),los
poliglutamatos son retenidos intracelularmente,por lo que la forma-
cién de éstos puede ser un factor determinante para la duracién del
efecto del firmaco en las células malignas,ya que la muerte celular
es proporcional al tiempo de exposicién al férmaco,asf como a la
dosis aplicada(ll,26).

El grupo de los antimetabolitos esta constituido por los si-
guientes férmacos:Metotrexate,5-fluorouracilo,citidinarabinosido,
6-mercaptopurina,arabinofuranosiladenina{ARA-A).

AGENTES ALQUILANTES

Entre los mfs notables agentes que interactfian con el DNA,se
encuentran los ffrmacos conocidos como agentes alquilantes,denomi-~
nados asf{ por su capacidad para formar enlaces covalentes con los
fcidos nucleicos.En esta reaccibén se unen grupos alquilo al DNA,los
cusles interfieren con su integridad y funcién(26).

La alquilacién trae como consecuencia no s6lo una lectura in-
correcta del cbédigo genético durante la s{ntesis de protefnas,sino
también ruptura de cadenas simples de DNA,que se dan como conse-
cuencia de los procesos enzimfiticos de reparacién.Ya que durante la
reparacién,las bases alquiladas son escindidas por endonucleasas
que abren espec{ficamente en el sitio de alquilacién.

La alquilacifn trae como consecuencia la inhibicién de la sfntesis
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de DNA,RNA y de protefnas(26).

Los agentes alquilantes presentan gran actividad frente a las
células en répido crecimiento,pdsiblemente porque dichas células no
disponen de tiempo suficiente para reparar c¢l dafio antes de entrar
al nuevo ciclo de sfntesis de DNA.

Aunque los agentes alquilantes muestran un mecanismo de accién
comln,se presentan grandes diferencias en sus caracter{sticas de
reactividad qufmica,liposolubilidad y transporte a través de la mem-
brana,por lo que no es posible observar una resistencia cruzada uni-
forme entre estos firmacos al ser usados en la quimioterapia(24,26).

Dentro de los agentes alquilantes se encuentran los siguientes
flrmacos:Mostaza nitrogenada,ciclofosfamida,melfalan,clorambucil,bu-
sulfan,nitrosourea,cis-platino.

ANTIBIOTICOS ANTITUMORALES

Este grupo estf constituido por sustancias antimicrobianas que
poseen actividad antitumoral,las cuales han sido aisladas de algunos
microorganismos que existen en 1a naturaleza de entre los cuales el
més importante es el género Streptomyces.

El mecanismo de accibn propuesto para los antibibticos antitu-
morales es la.unién del ffrmaco sl DNA al intercalarse en las bases
nitrogenadas,presentandose una mayor alquilacién en la guanina.

Al unirse el ffrmaco al DNA,no puede llevarse a cabo su repli-
cacifn a partir del lugar en que se halla presente el ffrmaco afec-
tando a las células tumorales ya que se estfn multiplicando(26).

El grupo de los antibiéticos antitumorales lo constituyen:Bleo-
micina,antraciclinas(daunorubicina,doxorubicina) ,mitomicina C,mitra-
micina. :
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As{ mismo existen otros compuestos que presentan un mecanismo
de accibn poco conocido,tal es el caso de la procarbacina,la cual
lleva a cabo la despolimerizaci6fi del DNA,siendo un efecto que afn
no esta plenamente esclarecido.

Ademis de los compuestos ya mencionados,cxisten otras terapias
a base de otras enzimas y antagonistas de aminofcidos cuyo origen
es principalmente bacteriano;entre estas terapias se encuentran las
siguientes:

Treonindesaminasa usada en el tratamiento de leucemia murina;azase-
rina y azotomicina(anflogos del Acido glutfmico)en el tratamiento

de carcinoma pulmonar y de mama;4cido N-fosfonacetilaspirtico(anélo-
go del 4cido aspirtico)en el tratamiento de carcinoma de colon y
mama(26).

17



RESISTENCIA

BN

CELULA

A FARMACOS

LA

TUMORAL

18



ACUMULACION Y RETENCION DE FARMACOS EN LA CELULA TUMORAL

La resistencia frente a mlltiples firmacos est4 asociada a una
baja acumulacibn intracelular de los mismos.

Esto se ha encontrado en diferentes lfneas celulares de ratén,hams-
ter y humanas,las cuales fueron seleccionadas en base a su resisten-
cia in vitro(13,53),0 in vivo(49,78).

Al seleccionar y comparar l¥neas celulares con resistencia se-
cucncialmente creciente,se observa que la acumulacibén del firmaco
esti relacionada de manera inversa con el grado de resistencia(l3,
35}).

En 1985 Fojo y col.(35),encontraron que en las células de car-
cinoma humano(KB),la acumulacién de colchicina,vincristina y vin-
blastina disminuye al incrementarse la resistencia de las células,
observindose el mismo efecto,aunque en menor grado al utilizar
actinomicina D.

Mientras quc Inaba y col, en 1979(49}),observaron una aprecia-
ble disminucién en 1la captacibmn y retencién de daunorubicina y a-
driamicina al usar células leucémicas humanas resistentes(P388/ADR).

A partir de las observaciones anteriores,el estudio de las cé&-
lulas resistentes se enfocé en la membrana plasmfitica,debido a que
los cambios observados en la estructura y funcién de dicha membra-
na estén relacionados con una respuesta alterada frente a loa agen-
tes citotbxicos. )

Se ha encontrado que la alteracibn mfs consistente que se pre-
senta en las células resistentes a nfiltiples ffrmacos es la expre-
si6én aumentada de una glucoprotefna de superficie de elevada masa
molecular(170-180 KDa.)denominada glucoprotefna-P(P proviene de
permeabilidad).

La presencia de esta glucoprote{na fuc demostrada inicialmen-
te en células de hamster resistentes a colchicina(CHRcs).observﬁn-
dose que se expresa en mayor proporcién en las células resistentes
en comparacifn con las carre;pondientes células sensibles(9).

A partir de los estudjos realizados por Victor Ling en 1876
(9,14),en los cuales se observa que la baja acumulscibn intracelu-

19



lar de colchicina es una caracter§stica de las células resistentes
que presentan una expresifn aumentada de la glucoprotefna-P,se pos-
tuld que esta glucoprotefna podrfa estar involucrada en la modula-
cién de las propiedades de la membrana,reduciendo' la acumulacién del
agente citotéxico.,

Como se mencion$ anteriormente,el grado de expresifn de 1a glu-
coprotef{na-P es proporcional al grado de resistencia ya que se ob-
sevé una baja cantidad de la glucoprotefna en las células sensibles
y revertantes(9,60).

Otra evidencia de que la glucoproteina-P estf involucrada en
la resistencia a mlltiples firmacos proviene de experimentos de
transfeccién,en los cuales las caracter{sticas de -dicha resisten-
cia(incluyendo la expresifn aumentada de glucoprote{na-P)pueden ser
transferidas a células sensibles mediante la adicién de DNA prove-
niente de células resistentes a mGltiples fhrmacos(14).

ALTERACIONES A NIVEL MEMBRANAL

En el anflisis de un considerable nfimero de células de hamster,
ratén y de origen humano resistentes a mﬁltiples férmacos,se demos-
tré que la resistencia se correlaciona de modo directo con la expre-
sién de un sntigeno de superficie de 170 KDa.,el cual presenta re-
accifn cruzada con la glucoprotefna-P(14).

De este modo,la importancia de la glucoproteina-P en la resis-
tencia a miltiples fArmacos puede resumirse de la siguiente manera:

i. La resistencia a mGltiples ffrmacos puede ser transferida

mediante la transfeccién de células sensibles con DNA de
células resistentes. ’

. En todas las lfneas celulares transfectadas,la adquisicién
de resistencia estf asociada a la expresién aumentada de la
glucoprotefna-P,
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ii. Las cflulas seleccionadas en base a su resistencia frente
a un sblo fhrmaco,presentan expresién aumentada de una
glucoprotefna de superficie(l70 KDa.),la cual inmunolégica-
mente presenta reaccibén cruzada con la gluccprotefna-P
obtenida de células resistentes a mGltiples férmacos.

Debido a que la glucoprotefna-P se encuentra presente tanto
en células de origen humano,de hamster asf como de ratén,se sugiere
que esta molécula se conserva en cuanto a tamafio y caracter{sticas
inmunolégicas a través de las especies,lo que lleva a pensar que se
trata de un componente importante de las células. )

Esto dib origen a la investigacifn de la presencia de gluco-
protefna-P en los tejidos humanos normales(no tumorales),observén-
dose lo siguiente: .

Al examinar 17 diferentes tejidos,6 de ellos mostraron un rela-
tivo elevado nivel en el contenido de glucoprote{na-P.Estos tejidos
fueron:h{gado,pancreas,rifin,colon,yeyuno y gléndulas adrenales;sos- ’
pechfndose que en el hfigado,rifin e intestino,la glucoproteina pue-
de estar funcionando como un trsnsportador de mGitiples compuestos
para proteger a la célula snimal,ya que ostos §rganos son sitios a
los cuales llegan los productos téxicos presentes en la dieta y los
introducidos al organismo bajo la forma de quimioterfpicos,los cua-
les deben ser removidos(34,40).

En los téjidos estudiados,la glucoprotefna-P se localiza en la
superficie celular,siendo esta localizacién adecuada para su papel
de transportador(14),

En el higado de rata,se observa un incremento en la expresién
de glucoprotefna-P después de un tratamiento a base de sustancias
carcinbgenas,spoyando 1a idea de que 1la expresién aumentada de glu-
coprotefna es una respuesta frente a un desaffo con agentes téxicos.

En los casos de pacientes con chncer de mama en los que se es-
tudié la expresién de la glucoprotefna-P,se encontr$ que aquellos
que no fueron tratados mediante quimioterapia o los tratados con
agentes quimioterapéuticos no asociados a la resistencia frente a
afiltiples ffrmacos(mitoxsntrona,prednisona),no se presenta una ex-
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presién apreciable de la glucoprotefna-P.

Mientras que en los casos en los que los pacientes fueron tra-
tados con firmacos asociados a la resistencia frente a miltiples
f4rmacos(vincristina,ciclofosfamida,5-fluorouracilo),se aprecia una
clara expresibn de dicha molécula,

Asimismo,se ha observado que la expresibén de la glucoprotefna-P
estf relacionada de manera directa con el grado de reincidencia de
los pacientes,ya que se observa una expresién clara de esta molécu-
la en pacientes con elevada reincidencia(8-12 veces)(70).

Esta G11tima observacién,también se encuentra en los pacientes con
leucemia linfobléstica aguda(68).

La glucoproteina-P ha sido caracterizada bioqufmicamente co-
mo una glucoproteina integrante de la membrana plasmética.

Para conocer su estructura,se 1levé a cabo el anflisis de la por-
cién peptfdica de dicha molécula.

De este modo se encontré que existen 1280 residuos de amino-
fcidos en la molécula de glucoprotefna-P obtenida de células huma-
nas resistentes a mGltiples ffrmacos,calculandose una masa molecu-
lar de 141 KDa.(34,40,80),

La molécula completa de glucoprotefna-P parece estar constitu-
ida de segmentos transmembranales repetitivos.

Cada segmento presenta un extremo N-terminal que contiene un seg-
mento hidrofébico y un extremo C-terminal que contiene un sitio de
unibn para ATP,cuya hidr6lisis provee de energia para el transpor-
te de ffrmacos;asi como una fraccién glucos{dica que se proyecta
hacia el exterior celular la cual esta unida a la porcién peptfdica
de 1a molécula,

As{,cada uno de estos segmentos estructurales repetitivos con-
tiene una regién hidrofflica la cual probablemente se proyecta ha-
cia el citoplasma y una regifn hidrofébica que puede estar embebi-
da en la membrana celular,considerindose que la molécula de gluco-
protefna va entrando y saliendo del citoplasma a lo largo de 1la
membrana en una forma caracter{stica formando una especie de poros
en ‘1a membrana(14). ‘ )
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La orientacifn de los segmentos transmembranales de la gluco-
protefna a través de la membrana estfin en forma tal que la porcibn
C-terminal de la molfcula queda nacia el citoplasma,como se habfa
establecido anteriormente mediante anticuerpos monoclonales(80).

Al analizar la secuencia completa de los amino&cidos que inte-
gran la porcién peptfdica de la glucoprotefna-P obtenida de células
sensibles y resistentes a mfiltiples ffrmacos,se observa que dicha
secuencia corresponde a la conformacién mencionada anteriormente.
Esta conformacién se presenta en la figura 1.

HOMOLOGIA ENTRE GLUCOPROTEINA-P Y PROTEINAS BACTERIANAS DE
TRANSPORTE

La porcibn citoplésmica de la glucoprotefna-P se asemeja a
ciertas protefnas bacterianas de transporte capaces de fijar férma-
cos(57). .

Este es el caso de 1a gran homologis que se presenta entre 1la
secuencia que codifics.para la glucoprote{na-P y ls secuencia que
codifica para 1a protefna hlyB,que es una protefna bacteriana de
membrana,presente en las cepas de E. coli,la cual es necesaria para
el transporte-de 1a hemolisina & (prote{na de 107 kDa. que efectfa
1s hemSlisis).

Se observs una honologll mfxima en 1ls regifn que circundas al
sitio de unién para ATP(36).

Por otra parte,la presencia de sitios de unién para ATP en la
molécula de glucoprotefna-P se deriva de 1a homologfa que se presen-
ta en ests regibn(sitio para unién de ATP) al compararla con otras
protefnas bacterianas de transporte que pueden unir ATP tales como
hisP,mslK,oppD,pstB y tbsA(27,42).

La primers deduccifn de la presencia de sitios de unibn para
ATP en la moléculs de 1a glucoprotefna proviene del anflisis de la
secuencia de 1a molécula misma.
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Figura 1., MODELO DE LA GLUCOPROTEINA-P.
La mayor parte de la glucoproteina se encuentra alojada
en la membrana y en el citoplasma,.La porcién exterior
contiene la fraccibn glucos{dica de 1a molécula,mien-
tras que los sitios de unibn para ATP se encucntran
proyectados hacia el citoplasma(circulos).
Marx,L.J. Science,234:818-820,1986.
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Otro hallazgo sorprendente es el hecho de que el grado de homo-
logfa entre la glucoprotefna-P(protefna de mamiferos) y las prote-
fnas bacterianas de transporte es tal,que pucde compararse con la
homologfa que se presenta entre s{ en las protefnas bacterianas.

De hecho,la protefna hlyB se asemeja mis a la glucoprotefna-P
que a hisP,malK,oppD y pstB(36),abriéndose la posibilidad de que la
glucoprotefna-P esté involucrada en el transporte de ffrmacos apro-
vechando la energfa proveniente de la hidrflisis de ATP.

PAPEL DEL ATP EN EL TRANSPORTE DE FARMACOS

Para investigar el efecto que ejerce el ATP sobre la modula-
cibn de 1la captacifn y excrecién de los ffrmacos,se han realizado
aGiltiples experimentos en los cuales se han medido estos procesos
en funcién de la concentracién de ATP,al usar un inhibidor metabé-
lico, .

Al usar rotenona,se observa que en las cflulas normales,el
grado de captacién de colchicina se incrementa al disminuir la con-
centracién de ATP aproximadamente por debajo de 2.0 nmATP/105 cé-
lulas,mientras que en las células resistentes no se observé esti-
mulacién en la captacibn sino hasta que la concentracién de ATP
fue menor de 0.5 nmATP/10% células.

En presencia de 2,4-dinitrofenol,se observa que la captacién
de daunorubicina aumenta;si adicionalmente se agrega glucosa,se
observa la excrecién del ffrmaco dc las células resistentes,alcan-
26ndose una concentracibn intracelular muy cercana a la observada
en ausencia del inhibidor(observéndose un efecto similar con adria-
micina),sugiriendo que 1a adicién de glucosa disminuye la captacién
de los férmacos,probablemente debido a la produccidn de energfa ne-
cesaria para el funcionamiento del mecanismo que remueve al ffrma-
co(49),de 1o que se deriva que los cambios en el nivel de capta-
cién del ffrmaco estin mediados a trav€s de los cambios en la con-
centracién del ATP celular.
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Los cambios en la concentracién de ATP pueden estar involucra-
dos junto con un posible cambioc conformacional de la glucoprotefna-P
en el mantenimiento de la baja acumulacién intracelular de¢ los f4r-
macos en las células resistentes a miltiples fArmacos.

Asf mismo se ha observado que los anestésicos locales entre
los que se encuentran la lidocafna,logran una mayor acumulacién
intracelular de colchicina en las células resistentes,debide a que
interactfian con los lfpidos de la membrana,alterando su permeabili-
dad.

Este hecho apoya la tesis que considera que la alteracién en
la permeabilidad de la membrana es de vital importancia para redu-
cit la acumulacibn intracelular del ffrmaco(14,66).

MODELOS PROPUESTOS PARA EL FUNCIONAMIENTO DE LA GLUCOPROTEINA-P

En base a los datos experimentales acerca del transporte de
flrmacos y de la informacifn obtenida de la secuencia de aminoci-
dos de la glucoprotefna-P de células de ratén,hamster y humanas re-
sistentes a mGltiples firmacos,se han propuesto dos modelos para
el funcionamiento de esta molécula:

En el primer modelo se propone que la glucoprotefina-P forma
un canal en la membrana plasmitica a través del cual los firmacos
son trlhsportados hacia el exterior de la célula usando energfa
proveniente de la hidrélisis del ATP.

A pesar de la imformacifn disponible en cuanto a la glucoprd-
tefna,se desconoce el nlimero de moléculas necesarias para formar un
canal.

En el modelo propuesto anteriormente,la glucoprotefna se une
directamente a los firmacos y después los remueve de la célula;en
este punto existen dos consideraciones que hay que tomar en cuenta:

a.) La unibn entre la glucoprote{na-P y el férmaco debe ser
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reversible,ya que las moléculas de férmaco tienen que ser
liberadas en la superficie celular.

b,) Debido a que en las células resistentes a mGltiples f4rma-
cos se presenta resistencia cruzada a firmacos no relacio-
nados estructuralmente,la molécula de glucoprotefna-P de-
be tener sitios de unién diferentes,para los diversos gru-
pos de férmacos hacia los que se presenta esta resistencia
cruzada.

Apoyando el modelo anterior,existen evidencias experimentales
que apoyan la funcién de la glucoprotefna-P como un captador de
f4rmacos,entre las que se encuentran las siguientes:

i. En las células humanas y de hamster resistentes a mGlti-
ples flrmacos,se presentan vesfculas membranales que mues-
tran expresifn aumentada de una protefna de 150-180 KDa.,la
cual presenta sitios para la unién de vinblastina(19).

La identidad entre la protefna de 150-180 KDa.,capaz de
unir vinblastina y la glucoprotefna-P fue probada por in-
uunoprecipltlcién con anticuerpos monoclonales dirigidos
contra la glucoprotefna,encontrindose que se trata de la
misma molécula,

ii. En 10s experimentos realizados por Pastan y col. en 1986
(9,14),quienes estudiaron la unién de (SH)-vinblastina a
las vesfculas membranales,se encontr§ que la unibn de vin-
blastina a las vesfculas de células resistentes a mGlti-
ples ffrmacos es mayor que la observada en las células
sensibles.

En las ves{culas mencionadas anteriormente se observa compe-
tencia en la captacién de vinblastina al estar presente otro férma-
co tal como la vincristina y en menor grado ﬁor la presencia de
daunorubicina,por lo que existe la posibilidad de que estos fhrma-
cos puedan estar compitiendo por el mismo sitio de unién o por
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sitios de unién adyacentes.Sin embargo al probar con colchicina y
actinomicina D,no se observa competencia por los sitios de unién
de la vinblastina a las vesfculas membranales de las células resis-
tentes a mGltiples ffArmacos,apoyandose de esta manera la posible
existencia de sitios de unifn para los diferentes firmacos hacia
los que se presenta la resistencia(19,20).

En un segundo modelo propuesto para el funcionamiento de 1la
glucoprotefna-P,una protefna que une al fhrmaco es transportada ha-
cia el exterior celular por medio del mecanismo de transporte de
esta glucoprote{na,en un proceso anflogo al observado en la expor-
tacién de la hemolisina« por la proteina hlyB en E. coli

La protefna hipotética(protefna de unién,difernte a la gluco-
protefna-P) puede ser un constituyente normal de la célula,sin em-
bargo debe ser producida en cantidades suficientes ya que es remo-
vida de manera continua.

En este modelo,el férmaco puede unirse irreversiblemente a
esta protefna y posteriormente el complejo fdrmaco-protefna de
unién es transportado hacia el exterior celuiar

Debido a que el transporte del complejo férmaco-proteina de
unibn requiere de energfa,se estudi$ este aspecto,encontrfindose que
la glucoprotefna-P presenta cierta actividad de ATPasa,existiendo
la posibilidad de que 1a hidrélisis del ATP realizada por la gluco-
protefna-P esté acoplada al transporte del f4irmaco(14).

Este modelo concuerda con los estudios realizados con alcaloi-
des de 1a vinca y antraciclinas,en los cuales se detectf la presen-
cia de un mecanismo de transporte de ffrmacos dependiente de ATP
(10,49).

Para correlacionar los aspectos bioquimicos y los morfolbgi-
cos encontrados en las células resistentes a miltiples flrmacos se
cuenta con el estudio de la ultraestructura de la membrana plam§-
tica realizado por Arsenault y col, en 1988(4),en el cual se obser-
‘va una gran densidad de partfculas intramembranales(IMP) en el ex-
tremo protoplésmico de la membrana de células resistentes.
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El contenido de partfculas intramembranales se correlaciona
con el contenido de glucoprotefna-P y con el grado de resistencia
que se presenta en las células resistentes de hamster y células
leucémicas humanas.

Estos hallazgos apoyan la hipbtesis de que la expresién au-
mentada de glucoproteina-P conduce hacia cambios globales en la
estructura de la membrana plasmitica.
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Figura 2. MODELOS PROPUESTOS PARA EL FUNCIONAMIENTO DE LA

GLUCOPROTEINA-P EN LAS CELULAS RESISTENTES

En A la glucoprotefna-P exporta directamente a dos fér-

macos estructuralmente diferentes(m,a).En B los f4r-
macos se unen a una protefna(diferente 2z glucoprote-
{na-P),la cual es posteriormente exportada hacia el
exterior por la glucoprotefna-P,

Gerlanch,H.J. y col.,Nature,324:485-489,1986.
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OTROS CAMBIOS CELULARES ASOCIADOS CON LA RESISTENCIA A MULTIPLES
FARMACOS

Se han encontrade una serie de cambios bioquimicos Gtiles pa-
ra distinguir a las células resistentes a miltiples férmacos de las
células sensibles(presencia de una proteina de 19-22 KDa.,elevada
actividad de glutatibn transferasa,glutatibén peroxidasa,fosfatasa
alcalina y proteincinasa A),los cuales no estan debidamente docu-
mentados como lo estf la presencia de la glucoproteina-p,

Algunos de ellos han sido estudiados a la par en células re-
vertantes,encontréindose que se correlacionan con el grado de resis-
tencia.

Entre estos cambios se encuentra la presencia de una pequefia
protefna citoplésmica de aproximadamente 19-22 KDa.,denominada sor-
cina/v-19 & p21(9,83),inicialmente identificada en células resis-
tentes a vincristina.

Mediante la preparacién de antisuero contra la sorcina,se fa-
cilité su deteccibn en células resistentes a otros firmacos y me-
diante inmunoaglutinacibn se determinbé que la sorcina se ha conser-
vado a través de la evolucién.

La sorcina se encuentra presente en una gran variedad de célu-
las de ratén, hamster y humanas resistentes a vincristina,actinomi-
cina D,colchigina y adriamicina y es una de las protefnas que cap-
ta mayor cantidad de calcio,

En las células resistentes a mltiples ffrmacos existe corres-
pondencia entre la expresifn aumentada de la glucoprotefna-P y la
expresibn aumentada de sorcina,y mediante estudios de genbtica mo-
lecular(14)se encontrd que el gene de la sorcina se encuentra
préximo al gene de 1a glucoproteina-P en las qélulas resistentes
de hamster y humanas,y al parecer la expresibn aumentada del gene
de la sorcina es el resultado de su coamplificacifn debido a su
localizacibén contigua al gene de la glucoproteina-P,

Sin embargo,la amplificacibn y expresibn aumentada del gene
de 1a sorcina no se lleva a cabo de manera continua,lo que sugiere

31



que la produccién aumentada de esta proteina(sorcina) no es necesa-
ria para el desarrollo de la resistencia a mGltiples férmacos.

También se han descrito cambios en la actividad de algunas en-
zimas entre las que se encuentran la glutatibén transferasa y glu-
tatién peroxidasa(21,25,57),fo&fatasanalcalina(9,14) y protefnci-
nasa A (14,59).

Glutatién transferasa-Glutatién peroxidasa

La enzima glutatibn peroxidasa tiene la funcién de proteccién
en la célula,ya que junto con el glutatién se encarga de reducir
peréxidos,mientras que la glutatién transferasa cataliza la conju-
gacibén del glutatifn con los radicales ‘libres generados por f8rma-
cos({antraciclinas) y radiaciones que contribuyen a la murte celu-
lar por daflos al DNA y otros constituyentes esenciales.

De este modo,varios ffrmacos entre los que s¢ encuentran las
antraciclinas son inactivados al ser conjugados enzimfticamente
con el azufre de la cistefna que se encuentra en la molécula del
glutatibn.

As{ mismo se ha observado que al poner en contacto a las cé-
lulas resistentes frente a butioninsulfoximida(BSO) (inhibidor se-
lectivo de la sfntesis de glutatifn) se observa un agotamiento par-
cial de glutatibn,asocifindose con un aumento en la suceptibilidad
a adriamicina(55).

Por otro lado,sc ha observado que la glutatibn transferasa
(cuya actividad se encuentra elevada en las células resistentes
a mGltiples firmacos) también presenta cierta actividad de per-
oxidasa,siendo su actividad proporcional al grado de resistencia
de las células,

De este modo se ha propuesto que el aumento en el nivel de
actividad de la glutatibn transferasa y de glutatibn peroxidasa
constituyen parte del mecanismo de resistencia contra adriamicina
y posiblemente contra otros firmacos involucrados en la resxstenc:a
frente a mGltiples férmacos,
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Protefncinasa asociada a la resistencia frente a méltiples
f4rmacos

Si se asume que el ATP puede causar alteraciones en la
funcién de la membrana,un mecanismo posible ¢s la fosforilacién
de componentes especificos de 1a membrana.

Para probar la existencia de un posible sistema de fosfori-
tacibén asociado a la membrana de células resistentes,se aislaron
membranas de células de ovario de hamster resistentes a colchicina,
demostrindose la capacidad de utilizar (32P)ATP para fosforilar
protefnas endbgenas de membrana,as{ como aceptores exbégenos de £6s-
foro tales como casefna y protamina(16).

Posteriormente se encontré que la fosforilacibén de las pro-
tefnas de la membrana de células resistentes es debida a la pro-
tefncinasa A (59).

Para investigar cuales de las prote{nas de la membrana son las
que se fosforilan,se analizaron preparaciones de membrana mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida,encontrfndose que se pre-
senta una mayor fosforilacifn en protefnas con peso molecular entre
165-200 KDa.

Con base en el peso molecular de las protefnas fosforiladas,
se apoya la hip6tesis de que la glucoprotefna-P se encuentra den-
tro de los componentes fosforilados por la cinasa asociada a la
membrana.

Alin cuando no se conocen los efectos de 1a fosforilacién en
la funcién de la glucoprote{na-P,se sugiere que éstos pueden es-
tar involucrados en la reducida acumulacién de los férmacos obser-
vada en las células resistentes a miltiples ffrmacos.
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Protefnfosfatasa asociada a la resistencia frente a méiltiples
férmacos

Debido a que 1a fosforilacién de componentes:de la membrana
puede estar involucrada en la acumulacibn de fArmacos en las célu-
las resistentes a miltiples ffrmacos,debe existir la capacidad de
llevar a cabo una fosforilacién-desfosforilacién en la membrana de
dichas células.

Por lo tanto,se ha investigado la posible existencia de un
sistema de desfosforilacién asociado a la resistencia a méltiples
férmacos,encontréndose que en células de ratén resistentes a vin-
cristina y adriamicina se presenta una mayor actividad de 1la fos-
fatasa alcalina en comparacifn con las células sensibles(14).

Estas son algunas de las enzimas cuyo funcionamiento estf es-
trechamente relacionado con la resistencia a mfiltiples ffrmacos.

También se han descrito ciertos cambios f{sicos y biolégicos
a nivel celular asociados a la resistencia a mGltiples ffrmacos.

El cambio biolégico mejor conocido es el de reversién de la
transformacibn,fenbmeno observado en células resistentes de hams-
ter y ratén,en el cual estas clulas presentan una tumorigenici-
dad disminuida al ser transplantadas(l4).

Mientras que el cambio fisico atribuido a las células resis-
tentes a mfiltiples flrmacos es un aumento en la suceptibilidad a
18 rupturas mecfnica(15,66,76,92).
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DISMINUCION DE LA RESISTENCIA MEDIANTE AGENTES ESPECIFICOS

Se ha encontrado un grupo de agentes con los que se logra au-
mentar 1a concentracibén intracelular de los agentes antineopl4si-
cos en las células resistentes a mfiltiples férmacos.

Mediante el uso de estos agentes se ha logrado disminuir el grado
de resistencia en dichas células.

La mayorfa de estos agentes muestran algunas de las caracte-
risticas de los compuestos transportados por la glucoproteina-P
incluyendo propiedades lipofflicas y débil basicidad(39).

A continuacibn se presenta la clasificacifn de estos agentes:

a.)‘Anélogos de antraciclinas y alcaloides de la vinca.

b.) Bloqueadores de los canales de calcio e. inhibidores de
la calmodulina.

¢.) Otros agentes.
Anfilogos de antraciclinas y alcaloides de la vinca

Se ha observado que el efecto citotbxico de 1a daunorubicina,
adriamicina,vinblastina y vincristina se potencia en las células
resistentes al administrar simulténeamente sus anflogos estructu-
rales.

Estos anflogos no tienen efectos citotéxicos por s{ mismos,
sin embargo mejoran la citotoxicidad del ffrmaco al inhibir su
excrecién,con 10 que se logra una mayor acumulacién intracelular
del mismo. ' :

Esta observacifn lleva a pensar que el mecanismo de excre-
cibn caracterfstico de las células resistentes a mBltiples férama-
cos podrfa contener sitios de unién al menos para dos grupos de
flrmacos,a saber,antraciclinas y alcaloides de 1la vinca;que son
los que han sido probados.

Estos compuestos incluyen & N-acetildaunorubicina y vindolina,
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Dentro de los agentes recientemente encontrados que se¢ sabe
son capaces de disminuir la resistencia a mfltiples firmacos aso-
ciada a la glucoproteina-P se encuentra la camptotecina(58).

Bloqueadores de los canales de calcio e inhibidores de 1la
calmodulina

Los bloqueadores de los canales de calcio son un grupo de com-
puestos que inhiben la entrada del calcio hacia 1a célula y con
ello el efecto del calcio en las funciones de la misma y de un mo-
do especifico en la resistencia a mfltiples fdrmacos,debido a que
el calcio es requerido para la formaci6p del complejo Ca *_Calmo-
dulina necesario para la activacién de muchos sistemas enzimfticos
dependientes de calcio tales como ATPasa y proteincinasas,

Entre los bloqueadores de los canales de calcio se mencionan
los compuestos siguientes:Verapamil,trifluoperacina y diltiazem.

Bl anflisis. de la informacifén muestra que el verapamil es un
agente usado con frecuencia en la disminucién de la resistencia a
mGltiples ffrmacos,observéndose que logra antagonizar los efectos
de dicha resistencia causada por los alcaloides de la vinca(18).

La concentracién de verapamil de 10 pg/ml,,es Sptima para
aumentar la sensibilidad de.las células resistentes a méltiples
flrmacos,ya que es la concentracifn para la captacibn Sptima de
varios ffrmacos entre 10s que se encuentran vincristina,adriami-
cina y daunorubicina(35). :

También se ha reportado que a una concentracién de verapamil
de 1-2rlol.,puede disminuirse la resistencia de Plasmodium falci-
parum & la cloroquina.

La resistencia presentada por P. falciparum se debe a la ex-
crecifn de la cloroquina,lo que trae como consccucncia una baja
acumulacién intracelular de la misma(93).

Al parecer el verapamil antagoniza la resistencia a la cloro-
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quina al inhibir su excrecibn,incrementando con ello la concentra-
cibén del férmaco en el interior celular,de una manera similar s la
disminucién de la resistencia a mQltiples firmacos en las células
de mamifero.

El incremento en la acumulacién’y retencibn del flrmaco por
medio del verapamil,sugiere que este agente(verapamil) compite con
los firmacos por los sitios de unién a la glucoprotc$na,debido a
que al estar presente el verapamil,se inhibe la unién de vinblas-
tina a la membrana plasmitica de las células resistentes a mllti-
ples firmacos,que es donde también se localiza la glucoprotefna-P.

De este modo,se logra incrementar la concentracibn intracelu-
lar del ffrmaco y con ello se.observa una mayor citotoxicidad(18).

Este hallazgo est apoyado por experimentos en los cuales se
observa que las células resistentes a miltiples férmacos acumulan
y retienen una menor cantidad de verapamil en comparacifn con las
células sensibles(94).

También se observa que los inhibidores de la calmodulina tales
como trifluoperacina pueden incrementar la acumulacién y retencién
de vincristina,adriamicina y daunorubicina en las células resis-
tentes de ratén,hamster y humanas,resultando €sto en una reversién
de 1la resistencia(35,86).

A medida que han avanzado los estudios metabB8licos con célu-
las cancerosas,se sospecha que el mecanismo de accibn de algunos
agentes que incrementan la acusmulacifn intracelular de los agentes
citotéxicos también involucra alteraciones en el estado de fosfori-
lacién de 1a glucoprotefna-P,1o que podrfa ayudar a la evasién de
1a resistencia de la célula tumoral.

Apoyando 1a idea anterior,se ha encontrado que los cambios de
fosforilacién en las protefnas celulares estfn asociadas-con la
resistencia a8 vincristina y adriamicina en células humanas(carcino-
aa de mama),

Se han repotado los primeros casos de pacientes con mieloma
mGltiple en los cuales se ha disminuido la resistencia frente a
vincristina,doxorubicina y dexametasona mediante la administacién
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oral de verapamil.

Esto ha veneficiado a los pacientes con mieloma,al administrar
verapamil junto con vincristina,doxorubicina y dexametasona.
Sin embargo el verapamil presenta cierta citotoxigidad cuyas prin-
cipales manifestaciones son hipotensién moderada y arritmia card{a-
ca pasajera;afortunadamente estas manifestaciones son toleradas por
los pacientes con mieloma en etapa avanzada(28),

Otros agentes

Adem4s de los compuestos mencionados anteribrmente,se han en-
contrado otros agentes moduladores del transporte a nivel membra-
nal que revierten la resistencia a m@ltiples firmacos c¢ incluyen:
Quinidina,tamoxifen,isoprenoides sintéticos,propanolol(14),cloro-
quina(96) y ciclosporina A(77).

Estos agentes fueron estudiados en diferentes l{neas celula-
res,encontrindose que todos ellos logran disminuir la resistencia
a un-'gran-nlimero de agentes citotéxicos(vinblastina,vincristina,
daunorubicina,adriamicina,colchicina y actinomicina D),usados en
la quimioterapia contra el céncer.

Muchos de estos agentes que logran disminuir la resistencia a m(l-
tiples fdrmacos son de naturaleza anfipitica.

En la investigacién de moduladores més seguros y efectivos,se
encontrd que la eritromicina es otro agente que logra disminuir
significativamente la resistencia a mdltiples férmacos.

Este antibiftico lleva a cabo su accién al saturar los sitios
de unién que se forman entre los firmacos(actinomicina D,doxorubi-
cina) y 1a glucoprotef{na-P,con lo que se reduce la capacidad de
esta glucoprotéfna para transportar estos ffrmacos hacia el exteri-
or celular.

Se observa que a una concentracibn de eritromicina de 250 fg/ml.
se presenta un incremento en la acumulacifn intracelular de acti-
nomicina D y doxorubicina 9n'células murinas resistentes(46).
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Las cefalosporinas son otro grupo de antibifticos efectivos
en la disminucién de la resistencia,muchos de los cuales presentan
caracter{sticas similares a las de los compuestos transportados
por la glucoproteina-P.

Dentro de este grupo,la cefoperazona ¢s la que presenta una
mayor efectividad en la modulacién de la resistencia a mfltiples
f4rmacos,ademis de presentar una menor toxicidad para el organismo
al compararla con el verapamil y con la trifluoperacina ya que
estos iltimecs presentan toxicidad severa a una concentracién plas-
mitica inferior a la necesaria para disminuir dicha resistencia(39).

También se ha observado un incremento en la acumulacién intra-
celular de daunorubicina al adicionar ciclosporina A en una concen-
tracién de 3pmol en las células provenientes de pacientes con lcu-
cemia mieloc{tica aguda que presentan una expresifn aumentada de
glucoprotefna-Pp,

De este modo,la ciclosporina A es un agente que puede resule
tar adecuado para ser combinado con la doxorubicina y daunorubicina
que son los medicamentos utilizados en el tratamiento de la leu-
cemia mielocftica aguda(65).

A partir del hallazgo de los agentes que logran disminuir la
resistencia a un gran nfmero de agentes citotéxicos,se ha estimu-
lado la formacién de protocolos de tratamiento en los que pueden
ser combinados estos agentes junto con el fdrmaco citotéxico ade-
cuado para de este modo disminuir 1a resistencia frente a miti-
ples férmacos.
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IDENTIFICACION DE LOS GENES ASOCIADOS CON LA RESISTENCIA A
MULTIPLES FARMACOS

El estudio de los medios por los cuales las células tumorales
desarrollan resistencia a los agentes quimioterapduticos ha reve-
lado gran cantidad de informacién acerca de los mecanismos de cap-
tacién,metabolismo y excrecién de f4rmacos,as{ como la compren-
sién de procesos celulares tales como amplificacién y regulacién
de la expresién genética,

La complejidad de la resistencia a mGltiples férmacos sugiere
que para que se presente,se requieren de miltiples eventos genéti-
¢os,Sin embargo,los estudios realizados en células resistentes de
hamster han demostrado que la alteracién en un solo gene o en un
pequefio nGmero de ellos,puede dar origen a la resistencia frente a
un férmaco,resistencia cruzada frente a férmacos estructuralmente
diferentes y expresi6n aumentada de la glucoprotefna-P en la mem-
brana,

Las observaciones de que el aumento en la expresién de la
glucoprotefna-P es el cambio bioqufmico que se presenta con mayor
frecuencia en las células multiresistentes(14),y de que la altera-
cién en un solo gene o un pequefio nimero de ellos puede dar origen
a la resistencia frente a mGltiples ffrmacos,sugierc que una alte-
racién en el gene que codifica para la glucoprotefna-P puede ser
la causa de tal resistencia,

Con base en las consideraciones anteriores,una aproximacién
directa al problema de la resistencia es el estudio del gene que
codifica para la glucoprotefna-P.

De este modo algunos investigadores han clonado genes que comfn-
mente son amplificados y sobreexpresados en diversas lineas celu-
lares resistentes a mQltiples fﬁrmucos(42,67,§8),encontrﬁndosc

que estos genes codifican para 1a glucoprotefna-P(42,67,75,84,88).
Por lo que la amplificacién y el aumento en la expresién parecen
ser las alteraciones genéticas predominantes en las células resis-
tentes a mfiltiples firmacos.
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Al aislar el cDNA que codifica para la glucoproteina-P,se ob-
tubo un fragmento de 660 pares de bases(pCHP1)(53),existiendo evi-
dencias que demuestran que el fragmento de cDNA obtenido represents
una fraccién de uno de los genes que codifican para la glucoprote-
{na-P.Estas evidencias son:

i. El fragmento pCHP1 aislado codifica para un polipéptide que
es reconocido por tres anticuerpos monoclonales los cuales
identifican a diferentes regiones de la molécula de gluco-
protef{na-P.

Esto demuestra que el polipéptido codificade por el frag-
mento pCHP1 forma parte de la glucoproteina-P(14).

ii. En las células resistentes de hamster (CHO) se detectbé un
RNAm de 4.7 kilobases,observénaose correspondencia entre
el contenido de este RNAm,el grado de resistencia y el
contenido del fragmento pCHP1(14).

iii., Se aislé cDNA de células resistentes(anflogo al fragmento
pCHP1) cuyo anflisis de secuenciacibn revelb una estruc-
tura proteica similar a 1a fraccién peptfdica de la gluco-
protefna-P que se encuentra integrada a la membrana(36).

De este modo se sugiere que el fragmento pCHP1 codifica para
"una porcién de la glucoprote{na-P.

Por otro lado se aisl$ cDNA de genes que presentan una expre-
sién aumentada en células resistentes,bajo el supuesto de que estos
genes deberfan ser algunos de los que controlan la resistencia a
mGltiples ffrmacos(88):en un experimento posterior se encontraron
selis fragmentos de cDNA de diferentes tamafios(32),observéndose que
secuencias similares a las de los scis fragmentos son amplificadas
en las células resistentes a mGltiples Eﬁrmacos(CHRCS) de hamster;
por lo que se sospecha que al menos seis genes son amplificados y
expresados en forma aumentada en las células resistentes a mllti-
ples flrmacos.
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De los fragmentos de cDNA aislados,es denominado como clase 2
presenta hibridacién cruzada con el cDNA del fragmento pCHPL de la
glucoproteina-P y el anflisis posterior de la sccuencia del frag-
mento de clase 2 confirmb que éste codifica para una porcién de 1a
glucoprotefna-P(14),y que es el finico expresado en forma aumentada
de manera constante(31}.

AMPLIFICACION GENETICA EN LAS CELULAS RESISTENTES A MULTIPLES
FARMACOS

En las células humanas KB resistentes a mGltiples f4rmacos
se han encontrado amplificadas dos secuencias de DNA denominadas
mdrl y mdr2,observindose que la correspondiente a mdrl fue ampli-
ficada en todas las sublfneas KB,mientras que la secuencia de mdr2
sélo fue amplificada en algunas de ellas(67),

Estos hallazgos sugieren que los genes derominados mdrl y mdr2
(debido a que contienen las secuencias mdrl y mdr2) pudieran ser
dos miembros diferentes de una familia de genes.

Dos grupos de investigadores dirigidos por Chen y Ueda(27,87),
encontraron que la secuencia mdrl es un transcrito completo del ge-
ne mdri,presentfndose una gran homologfa entre esta secuencia y 1a
secuencia mdr de ratbn asf como la secuencia que codifica para la
glucoprotefna-P en el hamster(14)

Las evidencias de que estas secuencias codifican para la gluco-
protefna-P provienen de los siguientes hechos:

a.) La fuente inicial de DNA son célulss .conocidas que presen-
tan una elevada resistencia a miltiples frmacos y que se
sabe expresan en forma aumentada glucoprotefna-P.

Entre las células usadas se encuentran:CHRCS,KB,DC-SF/VCR-
d-SL,LZ,
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b.) La transfeccién de células sensibles de hamster con DNA
de ratén(similar al del gene mdr) produjé una expresién
aumentada de glucoproteina-P en las células receptoras.

Diversos estudios han demostrado que la transfeccifn de las
células sensibles con DNA proveniente de células resistentes a m(l-
tiples ffrmacos,da como resultado la expresibn de dicha resistencia
en las células receptoras(30,32,42,75,84),

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
la glucoprote{na-P,fue posible demostrar que la transferencia de
resistencia,mediada por DNA,estf asociada a la expresién aumentada
de 1a glucoproteina-p.

En 1987,Deuchars y col. (32),efectuaron un estudioc en el que
las células de ratbn(LTA) sensibles fueron transfectadas con DNA
proveniente de células resistentes de hamster(CHRCS),encontrﬁndose
que en todas las células transfectadas se detactaron secuencias que
codifican para la glucoprotefna-P de hamster,mientras que con
anterioridad no presentaban amplificacibn de secuencias para la
glucoprotefna de la misma especie(ratén).

A partir de que todas las células transfectadas muestran una
expresibn aumentada de glucoprotefna,se sugiere que las seccuencias
para esta protefna fueron transfectadas y expresadas en las célula
receptora,

Esto apoya 1a hipétesis de que para que se presente la resistencia
a m@ltiples ffrmacos es necesaria la expresibén de la glucoprote-
fna-P(32,42,75).

Es evidente que todos .los estudios realizados para aislar los
genes que estfn asociados con la resistencia a m@ltiples firmacos,
dirigen hacia el gene de la glucoprotefna-P,corroborfndose que se
trata de una molécula conservada a través de las especies y que su
expresifn aumentada es la alteracibn bioquimica m4s frecuentemente
encontrada en las células resistentes a mfiltiples firmacos.

Mediante estudios citogenéticos se ha encontrado que en las
células de hamster,la resistencis a mlltiples frmacos esth aso-
ciada a 1a amplificacibn genética manifestada citolbgicamentc me-
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diante la presencia de regiones cromosémicas tefiidas homogéneamen-
te(HSR) y de cromosomas dobles pequefios(d mins),cstos (ltimos(cro-
mosomas dobles) aparecen como pequefias estructuras esféricas en pa-
res,

Presunublemente las condiciones de cultive seleccionan a las
células tumorales para presentar cromosomas dobles o regiones cro-
mosémicas tefiidas homogéneamente ya que los trabajos realizados en
células resistentes han demostrado que en ausencia del fArmaco,los
cromosomas dobles se pierden,mientras que las regiones cromosémicas
tefiidas homogéneamente son retenidas en las células(81).

Debido a que durante el crecimiento del tejido tumoral en au-
sencia del férmaco los cromosomas dobles pequefios frecuentemente
desaparecen,con la aparicibén de regiones tefiidas homogéneamente,
se sugiere que las dos manifestaciones citolégicas pueden ser for-
mas alternas de la expresién de la amplificacibn genética.

No obstante que los cromosomas dobles y las regiones tefiidas
homogéneamente son detectados predominantemente en células cance-
rosas que presentan resistencia,en algunas ocasiones también se
presentan en células cancerosas antes de iniciar 1a quimiotera-
pia(13).

- §in embargo,la preseﬁcla o ausencia de anormalidades citolé-
gicas debe tomarse con reserva ya que muchas células resistentes
que se sabe ahora presentan secuencias amplificadas para la gluco-
oprotefna-P,no presentan regiones teflidas homogéneamente o cromo-
somas dobles identificables,probablemente debido a que 1a longitud
total de las secuencias smplificadas no es suficiente para produ-
cir una anormalidad citolégica observable.
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Tabla 2.

EVIDENCIAS CITOLOGICAS DE LA AMPLIFICACION GENETICA EN LAS
CELULAS RESISTENTES A MULTIPLES FARMACOS'?

Linea celular/FArmaco Bvidencia citol6- Comentario
gica de la anpli-
ficacibn genéti-

ca

Células de ovario de hams-

ter: .

Colchicina: GH'B30 d mins,HSR : Amplificacibn de secuen-
cias de la glucoprote-
{na-p.

Colchicina: RCs HSR Amplificacibn de genes de

: 1a glucoproteina-p.,

Células de pulmbn de hams-

ter(DC-3F):

Vincristina:VCRd HSR Longitud de HSR proporcio-
nal al grado de resisten-
cia.

Adriamicina d mins Némero de d mins propor-
cional al grado de resis-
tencia.

Linea celular MAZ de tu-

mor murino:

Vincristina d mins Nfmero de d mins proporcio-

nal al grado de resistencia,
amplificacién de genes de
1a glucoprotefna-p.
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Tabla 2,

EVIDENCIAS CITOLOGICAS DE LA AMPLIFICACION GERETICA EN LAS
CELULAS RESISTENTES A MULTIPLES FARMACOS (Continuacién)

Linea celular/Fémmaco Bvidencia citol6- Comentario
gica de la ampli-
ficacibn genéti-
ca

Linea celular SBWA de tu-

mor murino:

Actinomocina D d mins,HSR

Colchicina d mins

Vincristina d mins

Actinomicina D d mins pérdida de d mins en célu-

las revertantes

Carcinoma humano(KB):

Colchicina d mins d mins ausentes en células
revertantes

Adriamicina d mins

Vinblastina . dmins

Neuroblastoma humano (SH-SYSY)
Vincristina d mins . Amplificacibn de genes de
1a_glucoprotefna-P

Chncer de mama hmano(MCF-7)
AMriamicina HSR Amplificacibn de genes de
1a glucoprotefna-p

HSR: Regiones cromosémicas tefiidas homogéneamente.
d mins: Cn dobles pequefios.
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IDENTIFICACION DE TRANSCRITOS CORRESPONDIENTES A LA
GLUCOPROTEINA-P

En todas las lf{neas celulares examinadas a la fecha,el desarro-
1lo de resistencia a mGltiples ffrmacos esth asociada a un elevado
contenido de RNAm de la fraccién peptidica de la glucoproteina-P,
cuyo tamafio estimado es de 4.5-5 kilobases,observéndose también
aunque en forma minoriteria la presencia de otros transcritos de
2-2.3 y de 10.5 kilobases(42,87).

El elevado nivel de RNAm de la fraccién peptidica de la gluco-
proteina-P se traduce en un incremento en la cantidad de esta pro-
tefna en las células resistentes seleccionadas con concentraciones
crecientes de diferentes ffrmacos,relacionfndose de este modo 1la
resistencia a frmacos con el nivel de RNAm de la glucoprotefna-P
y con el contenido de esta glucoproteina en membrana plasmitica.

En 1987,Fojo y col.(34),realizaron un estudio para determi-
nar la transcripcién del RNAm de la fraccién paptidica de 1a glu-
coprotef{na-P en diferentes tejidos humanos tumorales,encontrando
que existe una marcada diferencia en la transcripcibn de la molé-
cula entre ellos(hf{gado,pulmén,recto,rifibn,colon y gléndulas adre-
nales).

De este modo,los tejidos humanos tumorales con elevado conte-
nido de RNAm de la fraccién peptidica de la glucoprotefna fueron:
Rifién y gifndulas adrenales.

Se- encontr$ un menor contenido en pulmén,higado,colon y recto;
y un estudio posterior(14) de el contenido de glucoproteina-P en
tejidos humanos normales,revel§ que se presenta un menor contenido
de esta molécula en los tejidos normales en comparacién con los te-
jidos tumorales,observéindose ademfs una localizacién especifica de
1a glucoprote{na(superficie celular).

En las células sensibles se ha detectado un nivel de.RNAm de
la fraccibn paptfdica de 1a glucoprotefna-P muy reducido(88).Para
detectarlo se ha aislado y estudiado el cDNA que corresponde a los
transcritos de glucoprotefna-P de células sensibles sugiriendo un
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hallazgo importante:La glucoprotei{na-P es codificada por una fami-
lia de genes deniminados genes mdr.

En tres estudios independientes,en los cuales se usaron dife-
rentes cflulas de hamster,ratbn y humano,se encontré que al menos
dos miembros de la familia de genes(genes mdrl y mdr2) son expresa-
dos en cada caso.

Posteriormente al analizar el DNA de células resistentes de
hamster,ratfn y humano usando el fragmento pCHPl(fragmento de cDNA
que codifica para la fraccién peptidica de 1a glucoproteina-P), se
encontraron mfiltiples fragmentos de DNA,que coinciden con la. exis-
tencia de una familia de genes para dicha fraccién peptfdica,la
mayorfa de los cuales contienen segmentos reconocidos prr el frag-
mento pCHP1.

Al hacer 1la seleccién de células resistentes de hamster(CHO)
mediante el uso de colchicina en los pasos de seleccién,se obser-
va una amplificacibn progresiva de segmentos homflopgos al fragmento
pCHP1;1a amplificacibén simultfnea de estos segmentos en las células
resistentes de hamster indica que los miembros de la familia de ge-
nes de 1a fraccién peptidica de la glucoprotefna-P probablemente se
encuentran localizados de manera contigua.

As{ mismo se observa que en las células de hamster(CHRCS y
CHRBSO) que presentan una elevada resistencia,se amplificaron en
diferente grado dos series de segmentos homélogos al fragmento
pCHP1,por 1o que los miembros de la familia de genes que codifican
para la fraccifn peptfdica de la glucoprotefna-P podrfsn ser ampli-
ficados diferencialmente durante el desarrollo de la resistencia a
mlltiples frmacos,

De un modo similar,el desarrollo de resistencia a méltiples
fhrmacos en las células humanas (CEM-VLB) y de rat6n(ECHR) estf aso-
ciado con 1a amplificacién de una serie de seémentos de DNA recono-
cidos por el fragmento pCHP1(14).

En los estudios realizados por De Bruijn y col, en 1986(31),se
presenta un mismo patrfn de amplificacién diferencial de segmentos
de DNA entre células obtenidas en forma independiente,por 1lo que es
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probable que los

segmentos que son amplificados en diferente grado,

correspondan a diferentes miembros de la familia de genes de la
fraccién peptfdica de la glucoprotefna-P.

Sin embargo,

el patrén de amplificacién no puede predecirse en

base al ffrmaco usado,ya que al aislar en forma independiente célu-

las DC-3F de hamster,usando vincristina como firmaco de seleccibn,
se observan diferentes patrones de amplificacifn de las secuencias
de la protefna;mientras que en otro grupo de células DC-3F seleccio-
nadas con tres firmacos diferentes,se observa el mismo patrén de

amplificacién en

Una posible
que el patrén de
to(pCHP1) ,0frece
de los genes que

todas ellas(13,14).

explicacién a esta falta de correspondencia seria
amplificacibén de DNA detectado por un solo fragmen-
una representacibn incompleta de la amplificacibn
codifican para la fraccién peptfdica de la gluco-

protefna-P en las cflulas resistentes a mGltiples férmacos.
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CONCLUSION

51



El desarrollo de resistencia a muchos de los agentes quimiote-
rapéuticos utilizados en los tratamientos antineoplisicos,es uno de
los principales problemas que se encuentra asociado al tratamiento
de enfermedades neoplésicas en el hombre.

Al observar este fenfmeno en el campo clfnico,se encuentra que
al aplicar un firmaco a un paciente con chncer resulta adecuado,
pero los subsecuentes tratamientos son progresivamente menos fruc-
tiferos debido & 1la aparicibén de células resistentes.

Estas células presentan resistencia no solo al férmaco utili-
zado en el tratamiento inicial,sino a una gran variedad de flrma-
cos,los cuales presentan diferencias tanto en su estructura como en
su mecanismo de accibn.

Se ha observado que las células resistentes a mfiltiples ffr-
macos presentan diversos cambios entre los que se encuentran la
alteracibn en 1s actividad de algunas enzimas y en la presencia de
protefnas de diferentes masas moleculares;sin embargo la altera-
cibn que se presenta con mayor frecuencia en dichas células,es la
expresibn aumentada de una glucoprotefna de superficie de cleva-
da masa molecular denominada glucoprotefna-Pp.

Se sugiere que esta glucoprotefna esta asociada a la baja
acumulacién intracelular de los f4rmacos observada en las células
resistentes a mGltiples agentes antineoplésicos,por lo que se ha
hecho énfasis en el estudio de esta molécula.

Con base en la informacién analizada,se plantean dos posi-
bles modelos para el funcionamiento de la glucoprotefna-P:

1. La glucoproteina-P forma un canal en la membrana plasmé-
tica a través del cual los firmacos son transportados hacia
el exterior de la célula.

2. Una protefna(diferente a la glucoprotefna-P) que se une al
flrmaco es transportada hacia el exterior celular por me-
dio de la glucoproteina-P que funciona como bomba de excre-
cibn.

52



Ambos modelos representan un concepto simplificado de una se-
ric de fenbmenos que ocurren tanto en el interior como en la super-
ficic celular,pudiendo no ser excluyentes uno del otro.Por el con-
trario podrian tener aspectos complementarios,ya que uno de ellos
por s§ solo,no puede explicar todos los fenémenos asociadoes a la
resistencia frente a mGltiples férmacos.

Con base en lo anterior,puede hacerse un nuevo planteamiento
en el cual se retomen los aspectos mis relevantes de cada modelo
para de este modo.lograr una mayor comprensién de la resistencia
a mGltiples ffrmacos.

Dentro de las preguntas que permanccen afin sin ser resueltas
y a las que en el futuro se tendrf que prestar mayor atencibn,esté
el hecho de probar si la glucoprotefna-P es parte de un sistema
que utiliza la célula para la "desintoxicacién" celular,y si asf
fuera,investigar los factores metabblicos que lo llevan hacia una
forma alterada como es la que se presenta en las células tumorales,

A partir de la observacibn de que una glucoprotefna de super-
ficie est§ involucrada en la resistencia a mlltiples ffrmacos,se
abre la posibilidad de estudiar 'de qué manera podrfa inhibirse la
sintesis de tal proteina o bien bloquearse,y si al lograrlo,se
consiguiera que 1a célula tumoral resistente se convirtiera en sen-
sible.

Otro aspqcto de relevancia es el descubrimiento de los agentes
que logran disminuir la resistencia,tales como los bloqueadores de
los canales de calcio,inhibidores de la calmodulina y los anflogos
de antraciclinas y alcaloides de la vinca,

Sin embargo,la eficacia de estos agentes es afin cuestionable
debido a la toxicidad que algunos de ellos presentan para el orga-
nismo. .

Es importante hacer énfasis en la necesidad de nuevos productos que
puedan ser mfs eficientes,

Ademfs para tener una mayor informacibn sobre el problema de
1s resistencia a mGltiples ffrmacos en la cflula tumoral,son nece-
sarios estudios de regulacidn metabblica y de los mecanismos de
sccifn de las flrmacos en la misma,
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