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OBJETIVO:

El objetivo del presente trabajo es
llevar a cabo una revisisn biblio=~
gr&fica sobre el estado que guarda
el avance en el conocimiento de la
la problemftica de la resistencia
de c&lulas cancerosas ante agentes
quimioterapButicos y su implicacifn
en el paciente.
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CAPITULO I



INTRODUCCION

En un principio el astudio y uso de ffrmacos contra el -
c8ncer, se realizaba puramente al azar. Esto presentaba dos gran -
des problemas: la repeticifn de compuestos ya cribados y el estu -
dio de sustancia anflogas a citostfticos con actividad conocida -~
{en lugar de identificar nuevas estructuras). Tras el refinamiento
que alcanzaron los conocimientos sobre biologfa celular, quimieca,
faramacologfa y bioqufmica, los compuestos entran actualmente en
el programa de cernimiento del Instituto Centro Nacional (Scree . -~
ning of National Center Institute) empleando como modelo experimen
tal a la leucemia L1210 de los roedores. Llegando a 40,900 compues
tos anuales en 1975 y hasta 15,000 en los Gltimos afios.

Actualmente se emplea la leucemia murina P 388, siendo
gue cualquier agente gue demuestre actividad en esta neoplasia pasa
al panel de tumores, mismos que son sometidos a un estudio cruzado
para averiguar su actividad fente a un panel compuesto por diez tu
mores humanos mediante cultives en agar blando o implantes subcap~
sulares. Para posteriormente entrar en las fases preclinicas antes
de ser aprobadas en el humano.

El tiempo medio entre el descubrimiento de un agente an-
titumoral efectivo y la comercializacifn de dicho agente es por =
desgracia, largo (alrededor de 10-12 afios).

Mientras que la efectividad de un f8rmaco se detecta en
les ensayos de fase II, las fases III y IV, establecen su lugar en
el arsenal terapfutico., Sin embarge s6lo 1 de cada 40,000 compues-
tos probados resulta efectivo para ser usado en clinica. Los costos
del estudio preclinico de compuestos sint&ticos, p;oauctos de fer-
mentacifn y derivados de plantas alcanzaron la media de 547,000 ~
677,000 y 677,000 dblares, respectivamente en 1984. Los estudios
clinicos por medio de ensayos de fase II afiaden un costo medio de
1.5 millones de d6lares al costo préclinico de cada fdrmaco. Asf,
el desarrollo de un citost&tico que sea (til tras los ensayos de -
fase II cuestan unos 2 miliones de d@larés. ( de vita, 1990 ).



Después de este andlisis econfmico previo, surge ur nro-
blema muy serioc que es la resistencia a”fSrmacos dicho de otra ma-
nera, no es mas que el desaliento y no el fracaso a la terapia con
tra el cincer. Ya que mediante el presente estudio se puede deter=-
minar los avances y‘perspectivas a futuro.

Al observar este fenfmeno en el campo clinico, se encuen
tra que el tratamiento inicial de un paciente con c8ncer resulta
adecuado, pero los subsecuentes tratamientos son progresivamente -
menos fructiferos. '

El estudio de la resistencia frente a mitiples f&rmacos
es de importancia en la oncologfa debido a la gran cantidad de in-
dividuos afectados por los diversos procesos malignos y la proble-
m&tica que se presenta cuando las c&lulas tumorales de estos indi-
viduos presentan resistencia al encontrarse bajo quimioterania.

De acuerde a lo establecido el presente estudio se des -
glosa de la siguiente manera:

-Resistencia cruzada frente a f&rmacos no relacionados, estructu -
ral ni funcionalmente, (Skousgaard, 1978).

=Digminucibn en la acumulacibn intracelular del f&rmaco, ( Inaba,-
1979).

-Expresifin aumentada de un a glucoprotefna en la membrana plasma -
tica, la cual estf asociada con la resistencia a miltirles f&rma -
cos, |( Glucoprote;na-P } (Cummings, 1993).

~Amplificacifn y expresitn del gene gue éodifica para la glucopro-
tefna-P, ( Watanabe, 1993 ).

Se ha observado ademds la existencia de otros cambiocs ce-
lulares asociados a la resistencia frente a mltiples fSrmacos --
tales como:



~-Presencia de uha protefna pequefia de baja- masa molecular denomi ~
nada sarcina V - 19 o P 21, (Stoclet, 19681).

-Alteracifn en la actividad de enzimas, (Bradley, 1988),
~Incremento en la reparacifn de lesiones citotdxicas, (Wilson, -
1989).



¢APITULO II



GENERALIDADES
2.2.1 LAS CELULAS CANCEROSAS

Ninguna palabra en todo el 1€éxico de la medicina despier
ta m&s terror que el nombre "CSncer". Céncer es el nombre comfn -
pé:a todos los tumores malignos. La palabra c8ncer tiene origen
muy antiguo, que depende de combarar al cangréjo con estas masas -
neopl&sicas que se sujetan tercamente, "algunos dicen cue se llama
asf porgue se adhiere a cualquier parte de la aue hace presa de ma
nera obstinada como un cangrejoc'. Sin embargo, la larga historia
a hecho sinénimos tumor y neoplasia, y otras asepcicnes de la pa -
labra tumor han cafdo en desuso. Por ejemplo: la oncologia (oncos=
tumor) es el estudio de los tumores o m&s exactamente, el estudio
de las neoplasias.

Los calificativos benigno y maligno, segln se aplican -~
a neoplasias, tienen deducciones clfnicas., La designacién benigno
gignifica que la lesifn no amenaza 1a vida, es de crecimiento com-
parativamente lento, no se diseminarf por el cuerpo (no darf met8s
tasis) y es susceptible de extirpacifn con cura del paciente. Es
raro que una neoplasis bénigna cause'la muerte y en este caso es =~
por virtud de su sitio estratggico o su funclpn.

En cambio, casi todas las neoplasias malignas tienen las
potencialidades desagradables de crecimiento r#pido, invasian | -
y destruccidn de tejidos adyacentes y diseminacifn en todo el cuer
po, gue . ozigina la muerte (Robbins, 1985).

Los estudios fundamentales sobre tumores malignos se ba-
san en el estudioc de cinceres espontSneos, v el valor filtimo de -~
cualquier resultado o teor;a reside en su influencia o utilidad -
para prevenir o erradicar las neoplasias. Sin embargo las investi~
gaciones in vivo, no han proporcionado una clara visifn acerca de
cmo se desarrclla el céncer, cufles son sus ca:acter!sticas bési-
cas o cbmo puede ser curado.

Esto ocurre en gran parte porgue €l problema es extrema-
damente dif;cil. Pero también debido a que los experimentos inci -
sivos, con controles rigurosos y protocolos variados, diffcilmente



pueden llevarse a cabo en pacientes con enfermedades diferentes, -
‘definidas de forma incompleta e irreproducibles. ’

Algunos de estos problemas persisten incluso cuando se
estudian tumores transplantados en animales vivos. Por ello el cén
cer se investiga a tres niveles: org&nico, celular y subcelular, -
{Campisi, 1984).

Los experimentos in vitro tienen su precio. Siendo que
no deberfa nunca apartarse de la realidad hasta el punto de perder
su fin Gltimo: es una ayuda para prevenir la enfermedad o mejorar
el tratamiento, recordando que la utilidad de un xesultado puede -
no ser evidente inicialmente.

Uno de los principales motivos para estudiar el cincer,
aislado del resto del organismo es que la neoplasia se concibe co-
mo una s6la c&lula alterada. Dos tipos de pruebas sefialan que los
elementos esenciales del crecimiento incontrolado in vivo radican
en la c€lula misma, En primer lugar, una célula procedente de un
tumor. En sequndo lugar, se ha demostrado que muchos tumores tie -
nen un carfcter clonal, (Skipper, 1968, Fialkow, 1977).

‘A medida gue las c&lulas crecen y se dividen, aparecen -
generalmente estadios progresivos, deade la neoplasia a la tumo -
racifn maligna. Las morfologlas alteradas en los tejidos tumorales,
que son bfsicas para la identificacifn de la c&lula como maligna
por parte de los patSlogos son: cambios de las estructuras cromo =
sfémicas constantes gque son caracterfsticos de las cglulas normales,
y propiedades bicgufmicas alteradas. Zstos flltimos cembios se po -~
nen de manifiesto normalmente como una pBrdida de las caracteris -
ticas diferenciales especificas y una regresifn a patrones m8s em-
brionarios. Las cE&lulas tﬁmorales pueden tambi&n ganar nuevas pro-
piedades tales come la alteracifn de los modelos enzimfticos en -
los feocromocitos, gque producen'una sobreproduccifn de catecolami-
nas. La comprensifn de la anaplasia est&, por tanto, en estricta

a

dep

ia y i6n con la comprensibn de la diferenciacifmn -
y bioquimica celular normales, {(Bramwell, 1983).



La diferencia entre las neoplasias son ya demostradas
claramente s6lo por la variedad de respuestas gue presenta a la -
quimioterapia. La capacidad de cambio de una neoplasia queda ilus
trada por el ripido desarrollo de resistencia frente a los f4rma=-
cos,. Adem&s una sola masa neoplisica puede diferir en el seno de
ella misma en forma notable, incluyendo la resistencia a los fér-
macos antineoplésicos.

Un tumor puede desarrollarse en semanas, mientras que
otro evoluciona en varios afios.

La evolucidn in vivo de una célula hacia una neoplasia
clinicamente es un hecho extremadamente raro, aunque la incidencia
de clncer en la poblacifn humana sea alta. Un adulto tiene mis de
1014 células, y a lo largo de la vida produce unas 1015. AGn asf -
la probabilidad de que una de estas células se convierta en una
neoplasia letal en 70 afics es menor del 50%. Los mecanismos de vi-
gilancia inmune pueden impedir la aparicifn manifiesta de la neo -
plasis, ( Kato, 1982 }.

2.2.2 TRANSFORMACION EN LAS CELULAS HEOPLASICAS

En ruchos sentidos, la c&lula cancerosa plenamente desa-
rrollada es un microcosmos hiolsgiéamente muy distinto de la célula
normal. Ha adquirido la capacidéd patente para escapar a controles
reguladores, lo cual le brinda aumento del potencial de crecimien=-
to y mayor grado de autonomfa, e¢sto se traduce como la transforma -
cibn neoplésica, nombre gque abarca la suma Jde las modificaciones
mostradas por las c€lulas cancerosas. La transformacifn pudiera de
finirse como un cambio fenotfpico en las células que es pasado de -
las predecedoras a las descendientes y se caracteriza por 10 ==e==
siguiente:

1. Cambios morfolbgicos. Las c&lulas transformadas ad -~
guieren, en mayocr o menor medida, las alteraciones morfol@gicas en
las dimensiones y el aspecto celular nuclear incluidas general ~-



mente por el nombre de anaplasia.

2, Susceptibilidad de transplante. La mayor parte de -
las c€lulas transformadas pueden transferirse fdcilmente a culti -
vos adecuados in vitro o introducirse en huéspedes singénicos ade
cuados en los cuales producen tumor. En cambio, es diffcil lograr
cultivo de c&lulas humanas normales diferenciadas ( el fibroblas -
to es excepcifn notable ).

3. La disminucifn de la sensibilidad a la inhibici6n -
por contacto. Las c8lulas transformadas suelen ser mucho més mbvi-
les que las eguivalentes normales y menos sujeta a la inhibicifn
por contacto, esto es, a la cesacién del movimiento una vez que -
las células se ponen en contacto. El fenfmeno de inhibicibn que Ge
pende de la densidad.

4. Disminucién de la sensibilidad a la inhibicifn del -
crecimiento que dependé de la densidad. Las células transformadas
se apilan de manera desorganizada gque excede de la etapa confluen-
te monocelular a causa de la duplicacién continuada, lo cual pro -~
duce mayor densidad celular en cultivo. La pérdida de la inhibi -~
cifn del crecimiento gue depende por contacto, bien pudiera poten-
ciar el crecimiento del céincer en los tejidos.

5. Pérdida de la dependencia del anclaje o fijacifn pa -
ra el crecimiehto. Casi todas las células transformadas tienen la
facultad de dividirse en medios semisblidos, incluso lfquidos, en
tanto que las células. normales que pueden mantenerse en cultivo =
s6lo crecerfn cuande se fijan a superficies s6lidas.

6. Capacidad infinita para sobrevivir y reproducirse.
Las cﬁlulaa transformadas en cultivo adecuado pueden mantenerse en
cultivo adecuado, pueden mantenerse indefinidamente como lineas ce
lulares tumorxales; por ejemplo: las c8lulas de ascitis de Erlich
representan una 1fnea celular tumoralvhumana estindar que se ha ~-



mantenido en cultivo durante afios. Originalmente se cbtuvo hace -
varios decenios de una muestra de biopsia de un cé&ncer cervical,

Oncogenicidad. La prueba crftica y Gltima de transforma-
cifn es la capacidad de producir neoplasias al sembrarse en hu€s -
pedes sing€nicos adecuados.

8. Otros cambios. Muchas otras modificaciones, que incluy
yen propiedades de la superficie, nuevos antifgencs. Modificaciones
bioqufmicas y anomalias cariotfpicas también se observan en las cé
lulas transformadas, ( Robbins, 1985 ).

Estos cambjos pueden ser acentuados por los tratamientos
contra las c#&lulas malignas, tal como se cbserva en el desarrollo
de cé&lulas tumorales resistentes a agentes auimioterap&uticos.

Las caracterfsticas principales del comportamiento de -
las c&lulas tumorales son probablemente consecuencia de modifica -
ciones en la superficie celular, ya que en el tumor estas modifica
ciones contribuyen indudablemente al escape de muchos de los fac -
tores que mantienen a las células normales bajo control, ( Dar -
nell, 1986 ).

El crecimiento continuo del céncer cdepende no s6loc de -~
las caracterfsticas de la c#lula maligna, sino también de condi -
ciones compa'tibles con su sﬁpervi§encia. encontréndose entre ellas,
una adecuada irrigacisn sangufnea.

AGn cuando en la mayorfa de las clulas tumorales exis -
ten caracteristicas comunes, al ser comparadas las prm‘lenientes de
diferentes tejldos, se presentan variaciones en su comportamiento
bioquimico,

Otro aspecto de las c&lulas malignas, gue se ha recono -
cido y que sin embarge no estd completamente esclaxecido, es.su -
capacidad para evadir al sistema inmunol&gico,

ca.br?-a. esperar que las alteraciones en la estructura ce-



lulax asociadas al proceso maligno deben dirijgirse al sistema in -
munolégico al reconocimiento de las células tumorales, ya que en
la circulacién sanguinea se encuentran c€lulas asesinas ( Killer),
las cuales pueden reconocer a muchos tipos de c#lulas tumorales,
8in afectar a las c&lulas normales.

A pesar de esto, las células tumorales han encontrado -~
formas de evadir la direccién inmunolégica; entre ellas se encuen-
tra el enmascaramiento de antfgenos de superficie, que de otra ma-~
nera serfan marcadores que servirfan para su destruceibn. ( Sti -
tes, 1985, Niederle, 1993 ).
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2.3.1 LA QUIMIOTERAPIA CONTRA EL CANCER

Paul Erlich establécib el té&rmino "Quimioterapia® Para -
el uso de un firmaco de composicifn conocida gque trataba la para -
sitosis. Entre 1903 y 1915 dedic6 1la mayor parte de su a:enciﬁn al
desarrollo de agentes quimioterfpicos, del mismo modo como hoy se
identifican f4rmacos anticancerosos.

Con la ayuda de un qufmico orgénico y el apoyo de la in -
cdustria farmacButica, Erlich sintetizf una larga serie de com ~=--~
puestos orgdnicos de arsénico y los prob6 en animales de experimen-
tacifn. El derivado 606 demostrS ser efectivo no s8lo contra las
infecciones por tripanosoma, sino tambi&n (para su sorpresa) con -
tra la sifilis del conejo, llamfindolo Salvarsan { el salvador de la
humanidad) . '

En los afios 30 se descubrieron los primeros agentes cui -
mioterfipicos dtiles contra las infecciones bacterianas. Tales como
las sulfanilaminas y la penicilina, Sin embargo las investigaciones
del tratamiento del célncer gan® importancia a principio Ce siglo -~
con tres lineas principales de'investigaciﬁn. La primera fue el de-
sarrolleo de los principlos de la cirugfa oncolégica que llevaron
a Halsted en 1894 a proponer la reseccifin en bioque como parte de
‘una operacibn de clncer, concretamente la mastectomfa radical, -
Aproximadamente, al mismo tiempo R¥ntgen descubrif los rayos X ===
y ofrecif a los médicos un segundo mé&todo para tratar el cfncer lo-
calizado,

El tercer avance tuvo sus rafices en el trabajo de Paul =~
Exlich. Su uso de modelos con roedores para las enfermedades in -=--
fecciosas llev6 a George Clowes, de Roswell Park Memorial Institute
de Bdffalo, a desarrollar nuevas cepas de los roedores que podfan-~~
€ransmitir tumores de los roedores trasplantados, a principio de
siglo. Tales modelos han servido desde entonces como campo de expe-
rimentacifn de potenciales agentes quimioterfpicos del cncer.

La quimioterapia del clncer es el tratamiento de las mme=e
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met&stasis. La capacidad de curar el cdncer con medidas locales -
( cirugfa y radioterapia ) est8 limitada por la presencia de met&s
tasis viables fuera del campo de tratamiento, realidad &sta gue

no fu& comprendida hasta las dos filtimas décadas. Los tumores -
con capacidad de invadir el estroma circundante y atravesar las
membranas basales siempre desprenden cflulas al mismo tiempo cue =~
van creciendo. Algunas de estas cBlulas son capaces de establecer
clonas nmetast8sicas, ( Tannock, 1983 ).

2.3.2 CINETICA PE COMPORTAMIENTO QUIMIOTERAPICO CONTRA EL CANCER

El tiempo de duplicacifn de las bacterias es aproxima =
damente de 2 horas. Existiendo por lo tanto diferencias cualitati-
.vas entre las células bacterianas y las humanas, que son fundamen-
les en la acclﬁn de los Citost!ticos. Ast la presunciﬁn de que el
tratamiento del clncer podrfa ser tan simple como el de las infec-
ciones pacterianas confundiendo a los investigadores durante la -
década de los 50. Adem&s, la aplicacifn directa al hombre de al -
gunos datos obtenidoes en los roedores caus6 adn m8s dificultades .
En la cinBtica de orden cero, una d8sis dada del £8xrma -~
co untineoplgsico eliminard un nGmero constante de c&lulas. Inde -
pendientemente de la masa total. Los primeros estudios con anti -
bifticos y citostdticos se realizaron de este modo. Al adminis -~
trar una db6sis fija del f&rmaco sin tener en cuenta el volumen de
la poblacién diana, se estaba asumiendo que .el medicamento elimi -
' naba las bacterias o las células turorales siguiendo una cinética
de orden cero. Skipper demostrS gque los firmacos anticancerosos -
mataban las c&lulas tumorales con una cinética de primer orden, -
es decir una determinada dfsis de f&rmaco matar§ una fraccifn -
constante de la poblacifn de c&lulas independientemente de su can-
tidad total ( antes de €sto se suponfa la existencia de una cing -
tica de orden cero ), con una cinética de orden cero, una désis
de firmaco habrfa matado un nfmero fijo de células . Con una - - -
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reaceifn de primer orden, una d&sis de f&rmaco que reduce una po -
blacién de 100,000 c&lulas a una c&lula dejarf 1,000 c&lulas resi-
duales si habfa 10° c&lulas al principio del tratamiento, ( suvo ~
niendo que la poblacién tuviera una fraccibn de crecimiento equi =
valente y un mismo nfimero de cepas celulares sensibles y resisten-
tes ). Por tanto, la probabilidad de erradicar un cfincer es mayor
cuando el tamafio de la poblacifn es pecuefio. Esto es particular -
mente que la fraccibn de crecimiento aumenta con la @isminucién
del tamafio tumoral o al contrario, cuando la masa tumoral aumenta,
el crecimiento disminuye por una reduccifn de la fraccifn de creci
miento. El crecimiento exponencial en los tumores grandes se equi-
libra, con un retardo exponencial del crecimiento ( curva de crecji
miento Gowpertziana ). Sin embargo, las diferencias cin&ticas por
sI solas no han proporcionado nunca una explicacifn adecuada de la
incapacidad de los citostfticos para eliminar grandes masas tumora
les, ( Skipper, 1964, Simpson, 1974 ).

2.3.3 PRINCIFIO AL ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A LOS QUIMIOTERAPICOS

En 1943 Luria y Delbruck describieron un principio de ge
nética bacteriana, que es importante para comprender la quimiote-
rapia del c&ncer. Estos autores notaron que la Escherichia coli no
se hacfa resistente al bacteriéfago poroue sobreviviera a su expo-
sicifn, sino porgue desarrollaba colonias de bacterias que hablan
mutado espontfneamente hacia un tipo con resistencia intrinseca -
a la infeccifn. En 1979, Goldie y Coldman aplicaron este principio
al estudio de la aparicibn de c&lulas tumorales con resistencia -~
a los quimioterfpicos. Las alteraciones citogenétidas no aleatorias
que presentan muchos tumores humanos est&n probablemente muy rela-

' cionadas con cierta capacidad para resistir la accifn de los citos
titicos.

El modelo de Goldie y Coldman tambi&n relacion$ la muta-
cién espontﬁnea hacia la guimiorresistencia con la masa ﬁumoral.
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Estos autores concluyeron que la probabilidad de encontrar una 1f
nea celular quimiorresistente era ya muy elevada antes de gque la
poblacidn alcanzase 106 células, asumiendo una tasa de mutacién -~
del orden 106 mayor, por lo que la exposicibn al citost&tico se -
rfa ineficaz, la incurabilidad se explicarfa por la aparicién de
cepas biorresistentes, también con volfimenes tumorales minimos,
Por primera vez, el modelo de Goldie y Coldman propor -
ciont las bases de la relacifn inversa que siempre existe entre
la posibilidad de conseguir la curacibn con citost&ticos y el nG-
mero de células tumorales, independientemente de la cinBtica del
crecimiento tumoral. Estas observaciones poseen implicaciones im-
portantes cuando se aplican al tratamiento de los tumores humancs.
Explican la mayor efectividad de la poliquimioterapia =~
frente a la monoterapia cuando ambas = utilizan contra poblacio -
nes tumorales con fraccifn de crecimiento constante. Dado que el
nmero y la fraccifn de células quimiorresistentes estfn relacio
nados con la masa tumoral, es f8cil comprender gue los pacientes
con met8stasis diseminadas posean mayor nfimero de c&lulas multi -
rresistentes. Ademf8s la fférmula de Goldie y Coldman indica gue -
tal resistencia puede aparecer ya cuando el crecimiento tumoral
es sblo de 2 logaritmos ( alrededor de seis duplicaciones )}, ya «
que ﬁuede ocurrir en s§lo 2-4 semanas. As; pues, el retraso en el

i

inicio del tratamiento puede tener gran importancia. Esta hip6te -
sis explica tambi&n dos hechos que suelen observarse en la préc -
tica. En primer lﬁga:, el fracaso de la quimioterapia para obte -
ner respuestas diseminadas. En segundo lugar, dado gque la tasa de
mutacifn de un tumor puede variar de un paciente a otro, explica -
también las diferencias en la respuesta que bpresentan distintos
paciehtes con tumores del mismo tipo y extensién ( Yunis, 1983 }.
La presencia de una proporcifn peguena de cﬁlulas tume -
rales resistentes en una gran masa puede no influir en la respues-
ta inicial a la quimioterapia, pero puede explicar porqué pacien -
tes con remisiones completas no siempre est&n curados. Eh cambio,
la regresibn lenta de c&lulas tumorales muertas puede crear la -
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impresi®én de p&rdida de responsabilidad, ya gue la repoblacifn =~
por la cepa resistente puede sobrepasar la lisis. la figura (1 )-
ilustra este problema. Para cada incremento de la muerte celular
tumoral indicado por las flechas hay ligis tumoral { 1fnea C ) ===
y nuevo crecimiento de las c8lulas supervivientes residuwales ( 1%-
nea B ). Dado que la lisis puede ser un proceso lento, la reduc . -
cibn. verdadera de la masa tumoral ( 1lfnea D ) puede no reflejar la
magnitud de la destruceifn tumoral. De hecho, para una muerte celu
lar del 90% la masa tumoral presente en este caso hipotético puede
no disminuir por debajo de los lfmites de palpacibn.

La c&lula cancerosa presenta una diana variable y m6vil
a los f&rmacos., La interrelacién entre la farmacocingtica celular-
es primordial para la guimioterapia anticancerosa en la clfnica, -
{ De vita, 195%0 ).

2.3.4 PROPIEDADES COMUNES DE LOS QUIMIOTERAPICOS

Casi todos los férmacos anticancercscs comparten dos pxo
piedades comunes: actfan sobre la sintesis de DNA y no afectan las
células en reposo, a no ser que dichas c¢€lulas se dividan inmedia~
tamente después de la exposici6n al f&rmaco. Los efectos terapéu -
ticos y téxicos de los agentes ouimioterﬂpicos estén en realcibn -
con el tiempo de exposicifn de la diana al principio activo a una
concentraci&n efectiva. Esta relacifn se muestra en la figura 2.

Puede alcanzarse el mismo grado de citotoxicidad con di~
ferentes pautas con la misma concentracifn de f&rmaco multiplicada
por el tiempo de exposicifn ( € x T ). Dado que los firmacos son
metabolizados y excretades de un modo similar, esta rélaci§n se -
cumple generalmente en todas las especies animales. Este prinecipio
ha hecho posible trasladar dfsis de f&rmacos probadas en animales
a pruebas clinicas preliminares en el hombre ( Skipper, 1964, Scha
bel, 1978 ). Para alqunos agentes, las d6sis expresadas en mg/m -
de superficie corporal vermiten corparaciones mfAs ajustadas entre
las especies. Esto es debido a que la superficie corporal estf —--
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tiempo (dfas, semanas o meses dependiendo del tiempo de
duplicacibn del tumor).

1. Descripcifn hipot&tica de la relacibn entre reduccifn tumo-
ral parcial, nuevo crecimiento del tumor y masa tumoral. La
lfnea A es el tumor sin alteracifn. La lfnea B es el fndice
de nuevo crecimiento de la fracci6n superviviente. La 1fnea
C representa la lisis lenta de células tumcrales. La lfnea-
D representa el efecto neto de lisis y nuevo crecimiento, -
(De vita, 1990).
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muy relacionada con el gasto cardfaco y Este lo estf con el flujo
sangufneo hep&tico y renal ( Los principales 6rganos de excrecifn-
y destoxicacifn ). Sin embargo, un valor dado del producto C x T -
.mostrar8 un poder citolftico id&ntico en todas aquellas poblacio -
nes celulares que posean entre sf similares caracteristicas de cre
cimiento y sensibilidad a los f&rmacos en cuestién, ( Breckman, -
1975 ).

’ La raz6n mfs importante para el fracaso del tratamiento
es la resistencia farmacol8gica. Esta se da en poblaciones celula ~
res porque algunas células son resistentes de novo al agente - -
© agentes usados, o bien por el desarrollc de cepas celulares re -
sistentes bajo la presifn de la exposicibn al fdrmaco ( Goldie, -
1979 ). En el caso de la radioterapia, la situacifbn es muy distin =
ta. La resistencia novo es rara. Est8 relacionada con la sensibi -
lidad del tejido normal circundante. Con el tratamiento no aparecen
cepas resistentes a la radioterapia. Naturalmente, la presencia -
y desarrollo de cepas celulares resistentes a los f&rmacos no son
la inica raz6n para el fracaso del tratamiento, La tendencia de =~
las grandes ﬁasas de células tumorales a estar constitufdas nor cé-
lylas cancerosas no ciélicas ¥ la presencia de nidos inaccesibles
a los f8rmacos desempefian tambi&n papeles importantes. Sin embargo,
dado qué una sola célula cancerbsa.viable puede llevar a la ruerte
del huBsped, la aparicifn de una c8lula a partir de uno de estos -
nidos o la presencia y seleccibn de una cepa rutante resistente son
la causa principal del fracaso de la quimioterapia en 1a‘c11nica -
{ Skipper, 1978, Goldin, 1956 ).

El andlisis ratemdtico de Geldie y Coldman, que relacio -
na la sensibilidad al firmaco con el Indice de mutacifn espontq =~
nea y la resistencia farmacol8gica, indica que la probkabilidad de
que existan clonas resistentes aumenta con el tamafio tumoral { Colg
man. 1983 ). La posibilidad de gque haya una c&lula resistente en
una poblacifn puede variar de menor a mayor probabilidad segtn la -
brevedad dei intervalo de crecimiento. Cuanto mayor sea el ritmo
de mutacifn més pronto ocurriré la citada transicifn ( skipper, -



1972 ), mientras que la amplitud delefecto ser§ mayor cuanto m&s -

largo sea el tiempo de duplicacién ( Coldman, 1983 ). Puede asumir-
se con seguridad que ya existe resistencia a los quimioterap&uti -
cos convencionales en el momento en gue el paciente consulta al mé-
dico. Adem&s, es muy probable gque la exposicifn a los citost8ticos
de lugar a la aparicién de lfneas celulares con fenotipos quimioc -
rresistentes. ( Coldnan, 1983 ).

2.4.1 FARMACOS ANTITUMORALES

Un hecho particularmente interesante es la capacidad de
las células tumorales para desarrollar resistencia a los f&rmacos.

E1 desarrollo de resistencia de las cé&lulas tumorales -
frente a agentes citot6xicos es considerada una de las principales
causas de fracaso en la quimioterapia clinica ( Carter, 1984 ).

El problema radica en el hecho de que las c&lulas tumora-
les adquieren resistencia simult&nea a muchos de los agentes anti -~
neoplésicos comf@nmente usados, algunos de los cuales son estructu -~
ral y funcionalmente diferentes.

El tratamiento del cincer con fgrmacos se ha basado en
la t&sis de que debe ser posible una quimioterapia dirigida contra
las éélul&s cancerosas en la cual se pueden presentar efectos con -
tra lés c&lulas normales, pero &stos deben de ser tolqrables y re -
versibles-( Muchos compuestos han sido mejorados en cuanto a tal ac
tividad en los dltimos cuarenta afios ),

Las diferencias entre los tejidos normales v los cancero-
sos pueden ger peguefias, va gue muchos tejidcs normales en ciertos
estadios poseen gran capacidad de proliferacifn que compite y en -
algunos casos excede a la de los tejidos mﬁlignos.

Entre estos tejidos se encuentran elementos de m&dula -
6sea; epitelic gastrointestinal y folfculos pilesos, que son los -
éue reciben el impacto de los efectosltdxicos de alguncs antineopl3
sicos durante el tratamiento.

Por fortuna, las cé&lulas normales en proliferacifn répica
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y las cancerosas no tienen la nisma vulnerabilidad y afin puede -
utilizarse el principio de toxicidad selectiva. Sin embargo se ad-
vierte que el margen de seguridad es muy estrecho.

Los f8rmacos mas usados en la quimioterapia contra el -
clncer pueden ser clasificados de la siguiente manera:

a. Antimetabolitos.

b. Agentes alguilantes.

c. Antibib8ticos antitumorales.
d. Alcaloides tunmorales.

e. Otros agentes antitumorales.

Las dos clases principales de compuestos citotbxicos
oue han probado ser Gitiles en el tratamiento contra el c8ncer son:

1. Aquellos que interfieren en la sfntesis cde precursores de DNA.
11 Aquellos gque interactfian guimicamente con el DMA.
2.4.2 ANTIMNETABOLITOS

Los antimetabolites son compuestos gue poseen una estruc-
tura molecular similar a aguella que presentan los rmetabolitos nor-
males de la célula con los cuales compiten; asf, estos compuestos
son aceptados como sustratos anflogos cue intervienen en reaccio -
nes bioquimicas. vitales y de este modo irterfieren con los proce -
808 celulares ( Chabner, 1982 ).

Egtos compuestos fueron introducidos para el tratamiento
de crecimientos malignos por Faber y colaboradores, cuienes demos -
traron en 1948 que el anfilogo del 8Scido £61ico denominado aminon =
terina era fitil en el tr;-stamiento ae leucémias agudas ({ Bevan, -
1982 ).

La aminopterina ha sido reemplazacda por la ametopterina
o por el metotrexate, este filtimo aunque menos pctente, presenta -



efectos secundarios mejor conocidos..

Dentro de los antimetabelitos, el compuesto modelo es =
el metotrexate, el cual es un anfilogo del &cido f8lico que es -
transportado al interior celular por medio del acarreador membra -
nal encargade de la captacifn y transporte de los folatos reduci -
dos con actividad fisiolfgica ( Curt, 1984 ).

El metotrexate ejerce su efecto citotbxico al inhibir -
a la enzima dihidrofolato reductasa. Esta enzima es la responsa -
le del mantenimierto de la reserva intracelular de folatos en el
estado reducido ( forma activa ), a su vez tetrahidrofolatos funcio
nan como acarreadores de grupos de un &tomo de carbono para la sin-
tesis de nuclebtidos de purina v timidilato.

De este modo, a través de la inhibicifn de la reductasa
se produce una acwnulaci6n de folatos en estado'oxidado { forma -~
inactiva ) y con ello cesa la sfntesis de DNA.

El metctrexate sufre una transformacifn en las células -
cancerosas convirtiéndose en poliglutamato de metotrexate, el cual
se une a la dihidrofolato reductasa con igual o mayor afinicdad que
el metotrexate,

Después de eliminar el f&rmaco inicial libre { metotrexa=-
te ), los poligiutamatas son :etenidos intracelularmente, por lo
'que la formacifn de &stos puede ser un factor determinante para la
duracibn del efecto éel f&rmaco en las c8lulas malignas, ya que la-
muerte celular es proporcional al tiempolde expcaiciﬁn al fdrmaco,
asf como a la désla aplicada.

' El grupo de los antimetabolitos estf constitufdo por los
Biguxenteﬁ fﬂrmﬁcosv Metotrexate, 5= fluorouracilo, citidinarabino -
sido, G—mercaptopurxna, arabinofurasiladenina ( ARA~A ), ( Bertino,
1983, Chabner, 1982 ).

2,4.3 AGENTES ALQUILANTES

Entre los mls notables agentes cue interactflan con el
DNA, se encuentran los f8rmacos conocidos como agentes alguilan -
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tes, denominado as! por capacidad para formar enlaces covalentes -
con los &cidos nucléicos. En esta reaccifn se unen grupos alquilo

al DNA, los cuales interfieren con su integridad y funcibn ( Chab-
ner, 1982 ).

La alquilacifn trae como consecuencia no s8lo una lectu-
ra incorrecta del c8digo genftico durante la sintesis de protef --

. nas, sino tambi&n ruptura de cadenas simples de DNA, ya que se dan
como consecuencia de los procesos enzimfticos de reparacién.
ya que durante la reparacifn, las bases alquiladas son escindidas
por endonucleasas que abren especfficamente en el sitio de alguila
cifn. La alquilacifn trae como consecuencia la inhibicién de la --
sintesis de DNA, RNA y de protefinas ( Chabner, 1982 }.

. Los agentes alquilantes presentan una gran actividad -~
frente a las c€lulas en rfpido crecimiento, posiblemente porgue di
chas c€lulas no disponen del tiempe suficiente para reparar el da-
fio antes de entrar al ciclo de sintesis de DNA.

Aunque los agentes alquilantes muestran un mecanismo de
accifdn comfn, se presentan grandes diferencias en sus caracterfs -
ticas de reactividad quifmica, liposobilidad y transporte a ‘través
de la membrana, por lo éue no es posible observar una resistencia
cruzada uniforme entre estos f&rmacos al ser usados en la cuimiote
rapia. ’

Dentro de los agentes alquilantes se encuentran los si ~
guientes ffrmacos: mostaza nitrogenada; ciclofosfamida, meifalan,—
cloramhucii, busulfan, nitrosourea, cis-platine, ( Curt, 1984. ---
Chabner, 1982 ).

2.4.4 ANTIBIOTICOS ANTITUMORALES

Este grupo est8 constituido por sustancias antimicrobia-
nas que poseen actividad.antitumoral, las cuales han sico aisladas
de algunos microorganismos gque existen en la naturaleza de entre —
los cuales el m8s importante es el g&nero Streptomyces. :

El mecanismo de acci®n propuesto para los antibibticos -
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antitumorales es la unibn del f&rmaco al DNA al intercalarse en =
las bases nitrogenadas, presentindose una mayor alquilacibén en la
guanina.

Al unirse el f&rmaco al DNA, no puede llevarse a cabo su
replicacifn a partir del lugar en que se halla presente el f&rmaco
afectando a las cé&lulas tumcorales ya que se estén multiplicando.

- El grupo de los antibi8ticos antitumorales 1o constitu -
yen: bleomicina, antraciclinas ( daunorubicina, doxorubicina ), mi
tomicina C, mitramicina, ( Chabner, 1988 ).

2.4.5 ALCALOIDES ANTITUMORALES

1os alcaloides antitumorales son sustancias extrafdas de
la vinca rosea, las cuales presentan estructuras estrechamente re-
lacionadas entre sf; sin embargo a pesar de su similitud estructu-
ral, su accifn clfinica y t6xica presenta diferencias significati -
vas.

La actividad citotfzica de los alcaloides de la Vinca -
se debe a su capacidad para unirse a la tubulina, cuya polimera =~
Ci§n forma la protefna microtubular. La protefna microtubular for-
ma el huso, a lo la.rgo del cual los cromosomaé migran durante la
mitosis!

Al unirse los alcaleides a la tubulina, inhiben el pro-
ceso de ensamblaje de los microtubulos con lo gque se logra la for-
macién del huso y se inhibe la divisién celular ( Curt, 1984 ),

ARdicionalmente, los microtubulos juegan un papel impor -
tante en el mantenimiento de la estructura celular, ya que forman

. el citoesqueleto el cual confiere a las células su configuracifn ~
y forma caracteristica ( Avers, 1981 ).

Las ep-:lpogio_filotoxinas son sustancias extrafadas de la -
misma planta ( Vinca rosea ), las cuales presentan importancia cli
nica en el tratamiento de linforas, carcinomas pulmonares y cfncer
testicular. Al igual gue la vincristina y vinblastina, se unen -
a la tubulina e inhiben el ensamblaje de los microtibulos.



23

El grupc de los alcaloides antitumorales est& constituf-
do por los siguientes f&rmacos: vincristina, vinblastina, vindesi~
na, epipodofilotoxinas VM26 v VP16, { Chabnex, 1982 ).

2.4.6 OTROS AGENTES ANTITUMORALLS

Existen otros compuestos que son usados como agentes an
titumorales, entre ellos se encuentra la aspariginasa, la cual pro
duce una carencia de asparagina necesaria para la sintesis de pro-
tefnas en la leucemia linfocftica aguda. Ello oxigina la muerte de
las c€lulas leuc€micas. Sin embaxgo este producto ha revelado ser
hepato y neurot6xico.

As{ mismo existen otros compuestos que presentan un meca
nismo de accifn poco conocido, tal es el caso de la procarbacina,
la cual lleva a cabo la despolimeracifn del DNA, siendo un efecto
que afin no estf plenamente esclarecido.

Ademds de loé compuestos ya mencionados, existen otras -
terapias a base de otras enzimas y antagonistas de aminofcidoes cu-
yo origen es principalmente bacteriano; entre estas terabias se en
cuentran las siguientes:

Treonindesaminasa usada en el tratamiento de leucemia mu
rina; azerina y azotomicina ( anflogos del fcido glutfmico )} en el
tratamiento de carcinoma pulmonar y de mama; &cido N-fosfonacetil-
asplrtico ( an8logo del Acido asp8rtico ) en él tratamiento de car
cinoma de colon y mama, { Chabner, 1982 ).



CAPITULO III



RESISTENCIA DE CELULAS CAMNCEROSAS
ART! FARMACOS

3.1.1 RETENCION Y ACUMULACION DE FARMACOS EN LA CELULA TUMORAL

La resistencia frente a m@ltiples f&rmacos est& asociada
a una baja acumulacibn intracelular de los mismos.

Esto se ha encontrado en diferentes lfneas celulares de
ratén, hamster y humanas, las cuales fueron seleccionadas en base
a su resistencia jin vitro (Kartner, 1983), o in vivo (Skousgaard,
1978).

Al seleccionar y comparar las lineas celulares con resis
tencia secuencialmente creciente, se observa ague la acumulacifn
del férmaco est8 relacionada de manera inversa con el grado de re~
sigtencia ( Inaba, 1979 ).

En 1985 Fojo y Col, ( Fojo, 1985 ), encontraron que en -
las c€lulas de carcinoma humano (KB), la acumulacién de colchici--
na, vineristina y vinblastina disminuye al incrementarse la resis-
tencia de las células, observéndose el mismo efecto, aunque en me-
nor grado al utilizar actinomicina D.

Mientras que Inaba y col. en 1979 (Inaba, 1979), obser -
varon una apreciable disminucifn en la captacifn y retencifn de --
daunorubicina y adriamicina al usar c&lulas leucmicas humanas re-
sistentes ( P388/ADR ). '

A partir de las cbservaciones anteriores, el estudio de-
laa c&lulas resistentes se enfoc® en la membrana plasmftica, debido
a que los cambios observados en la estructura y funcifn de dicha --
membrana estfn relacionados con una respuesta alterada frente a los
agentes citotéxicos.

Se ha encontrado que la alteraci6n m&s consistente gque se
presenta en las c&lulas resistentes a miltiples ffrmacos es la ex-
presibn aumentada de una glucoproteina de superficie elevada masa
molecular { 170 - 180 KDa.) denominada glucoprotefna-P ( p.proviene
de permeabilidad ).

La presencia de esta glucoproteina fue demostrada inicial
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mente en células de hamster resistentes a colchicina, observindose
que se expresa en mayor proporcitn en las c€lulas resistentes en -
comparacién con las corregpondientes c&lulas sensibles ( Beck, -
1987 ).

A partir de los estudios realizados por Victor Ling en =
1976 ( Bradler, 1988 ), en los cuales se observa que la baja acumu
lacibn intracelular en colchicina es una caracterfstica de las cé-
lulas resistentes que presenta una expresifn aumentada de la gluco
protefna-P, se postul® que esta glucoproteina podrfa estar involu-
crada en la mocdulacifn de las propiedades de la membrana, reducien
do la acumulacifn del agente citotbxico.

Como se mencion® anteriormente, el grado de expresién de
la glucoprotefna-P es proﬁorcional al grado de resistencia ya gue
sc observ6 una baja cantidad de la glucoprotefna en las c&lulas -~
sensibles y revertantes { Meyers, 1989 ).

Otra evidencia de que la glucoproteina~P estf involucrada
en la resistencia a mltiples f&rmacos, proviéne de exéerimentos do
transfeccion, en los cuales las caracteristicas de dicha resisten -
cia (incluyendo la expresifn aumentada de glucoprotefna~-P) pueden
ser transferidas a células sensibles mediante la adicifn de DNA pro
veniente de células resistentes a mdltiples f?rmacos {Bradley, -
1988) .

3.1.2 CAMBIOS A NIVEL DE MEMBRANA

El anfilisis de un considerable nfmero de células cde hams-
ter, ratdn y de origen humanc resistentes a mﬂltiples fdrmacos, se
demostr6 que la resistencia se correlaciona de modo directo con la
expresibn de un ant;geno de superficie de 170 KDha., el cual presen~
ta reacci6n cruzada con la glucoprotefna-P { Bradley, 1988 ).

De este modo, la importancia de la glucoprote;na—P en la
resistencia a mﬁlciples faArmacos puede asumirse de la siguiente --
manera: '

© 1. La resistencia a mliltiples f&rmacos puede ser transfe-
rida mediante la transfecci6n de c&lulas sensibles con DNA de rr-—
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cé&lulas resistentes.

En todas las lineas celulares transfectadas, la adquisi~
cifn de resistencia estd asociada a la expresifn aumentada de la -
giucoprote!na—P

IX. Las cé€lulas seleccionadas en base a su resistencia
frente a un s6lo firmaco, presentan expresifn aumentada de una glu~
coproteina- de superficie ( 170 KDa. ), la cual inmunoclSgicamente
presenta reaccibn cruzada con la glucoprotefna-P obtenida de célu-~
las resistentes a mlltiples firmacos.

Debido a que la glucopreteina-P se encuentra presente
tanto en c&lulas de origen humano, de hamster asi como de ratén,
se sugiere que esta molécula se conserva en cuanto a tamafio y ca -
racterfsticas inmunolégicas a través de las especies, lo que lleva
a pensar gue se trata de un componente importante de las cé&lulas.

Esto di6 origen 'a la investigacién de la presencia de glu-
coprotefna~P en los tejidos humanos normales { no tumorales ), oOb=
servindose lo siguiente: )

Al examinar 17 diferentes tejidos, 6 de ellos mostraron
un relativo elevado nivel en el contenido de glucoproteina-P. Es -
tos tejidos fueron: higado, péncreas, rifién, colon, yeyﬁno y ‘gldn-
dulas adrenales; sospechdndose que en el hfgado, rifibn e intestino,
la glucoprote;na puede estar funcionando como un transportador de
.miltiples compuestos para .proteger a la c€lula animal, ya que es -
tos 6rganos son sitios-a los cuales llegan los producto téxicos -
presentes en la dieta y los introducidos al organismo bajo la forma
de quimioteripicos, los cuales deben ser removidos ( Fojo, 1987, =~
Gottesman, 1988 ).

En los tejidos estudiados, la glucoproteina~P se localiza
en la superficie celular, siendo esta localizacibn adecuada para su
papel de transportador (. Bradley, 1988 ). '

En el hfigado de la rata, se observa un incremento en la
expresién de glucoprotefna-P después de un tratamiento a base de -~
sustancias carcinbgenas, apoyando la idea de que la expresibn aumen
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tada de glucoprotefna es una respuesta frente a un desaffo con -
agentes t8xicos.

En los casos de pacientes con c&ncer de mama en los cue
se estudif la expresifn de la glucoprotefna-P, se encontr8 que -
aquellos que no fueron tratados mediante guimioterapia ¢ los trata
dos con agentes guimioterapfuticos no asociados a la resistencia
frente a mdltiples f£&rmacos ( mitoxantrona, prednisona ), no se
presenta una expresibn apreciable de la glucoproteina-P.

HMientras que en los casos en 1los que los pacientes fueron
tratados con flrmacos ascciados a la resistencia frente a miltiples
farmacos ( vincristina, ciclofosfamida, 5-fluorcuracilo ), se apre-
cia una clara expresibn de dicha molécula.

Asf mismo, se ha observado gue la expresitn de la gluco -~
protefna-P est8 relacionada de manera directa con el grado de rein-
cidencia de los pacientes, ya que se observa una expresifn clara de
esta mol&cula en pacientes con elevada reincidencia ( B~12 veces )

{ Schneider, 1989 ).

Esta Gltima observacifn, tambifn se encuentra en los pa -
cientes con leucemia linfobl&stica agudar { Rothenberg, 19€9 , Dise-
la, 1991 ).

La glucoprotefna-P ha sido caracterizada bzonu!micamente
como una glucoprotefna integrante de la membrana plasmftica.

Para conocer su estructura, se llev8 a cabo el anflisis
de la porcibn pepttdlca de dicha molé&cula.

De este modo se encontrd cue existen 1280 residuos de -
amino8cidos en la mol&cula de glucoprotefna-P obtenida de células
humanas resistentes a’mﬁltiples f&rmacos, calculfndose una masa mo-
lecular de 141 KDa. { Stark, 1986 ).

La molécula completa de glucoprotefina-P parece estar -
constitufda de segmentos transmembranales re?etitivos. Cada segmen-
to presenta un extremo N-terminal gue contiene un segmento hidrof&-
bico y un extremo C-terminal que contiene un sitio de unibn para
ATP, cuya hidr6lisis prere de energfa para el transporte de f&rma-
cos; asi coemo una fraceibn glucesfdica gue se proyecta hacia el - -
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exterior celular la cual esta unida a la porcifn peptfdica de la
molé&cula.

Asi cada uno de estos segmentos estructurales repetiti -
‘vos contiene una regi6én hidrofflica la cual probablemente se pro--
yecta hacia el citoplasma y una regibn hidroffbica gue puede estar
embebida en la membrana celular, considerfindose que la molécula de
glucoprotefna va entrando y saliendo del citoplasma a lo largo de
la membrana en una forma caracterfstica formando una especie de po
ros en la membrana. (Bradley, 1988).

La orientacién de los gmentos tran

1n

anales de la -
glucoprotefna a través de la membrana estfn en forma tal que la
porcipn C-terminal de la mol&cula queda hacia el citoplasma, como
se habla establecido anteriormente mediante anticuerpos monoclona-
les ( stark, 1986 ).

Al analizar la secuencia completa de los aminodcidos gue

que integran la porcifn peptfdica de la glucoprotefna-P obtenida -
ée c€lulas sensibles & resistentes a mdltiples f&rhacos, se ohser-
va que dicha secuencia corresponde a la conformacifn mencionada an
teriormente. Esta conformacifn se presenta en la figura 3.

3.1.3 RELACION ENTRE PROTEINAS BACTERIANAS DE TRANSPORTE ¥ GLUCC -
PROTEINA ~ P

La porcidn c;toplasmst;ca de la glucoproteina—? se aseme
ja a ciertas prote&nas bacterianas de transporte capaces de fljar
farmacos { Marx, 1986 ).

Este es el caso de la gran homologfia que se presenta en-
tre la secuencia que codifica para la gluccpioteina—? y la secuen-
cia que codifica para la protefina hlyB, aue es una protefna bacte-
riana de membrana, presente en las cepas de éscherichia égli, la
cual es necesaria para el transporte de la hemolisina @ ( pro -
tefina de 107 KDa., que efect@a la hem6lisis }.

' Se observa una homologia m&xima en la regi§n que circun-~
da al sitio de unién para ATP ( Gerlanch, 1986 ).
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La mayor parte de la glucoproteina se encuentra alojada
en la membrana y en el citoplasma., La porcifn exterior
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contiene la fraccifn glucos!dica de la mol6cula, mientras
que los sitios de unién para ATP se encuentran proyecta-

dos hacia el citoplasma (cfrculos).
Marx, L.J. Science 234: 818 -~ €20, 1986,
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Por otra parte, la presencia de sitios de unibn para ATP
en la molécula de glucoproteina-P se deriva de la homologia que se
presenta en esta regibn ( sitio para unifn de ATP ) al compararla
con otras protef{nas bacterianas de transporte que pueden unir ATP
tales como hisP, malk oppD, pstB ¥y rbshA ( Chen, 1986, Gros, 1986).

La primera deduccibn de la presencia de sitios de unibn
para ATP en la molécula de la glucoprotefna proviene del an8lisis
de la secuencia de la molécula misma.

Otro hallazgo sorprendente es el hecho de que el grado -
homologfa entre la glucoproteina-P ( protefna de mamiferos } mem=-=
y las protefinas bacterianas de transporte es tal, gue puede compa-
rarse con la homologfa que se presenta entre si en las protefnas
bacterianas. '

De hecho, la protefna hlyB se asemeja m§s a la glucopro-
teina-P gque a hisp, malk, oppD y pstB, abri&ndose la posibilidad
de que la glucoprotefna-P esté& involucrada en el transporte de f£&r
macos aprovechando 15 energia prerniente de la hidr&lisis de ATP,
( Gerlanch, 1986 ).

3.1.4 RELACION DEL TRANEPORTE DE FAR!MACOS CON EL ATP

Para investigar el efecto gue ejerce el ATFP sobre la modé
lacifn de la captacién y excrecibn de los firmacos, se han realiza-
do mdltiples experimentos en los cuales se han medido estos proce -
sos en funcibn de la concentracibn de ATP, @l usar un inhibidor =~
metabblico. -

Al usar rotenona, se observa que en las células normales,
el grado de captacibn y excrecifn de los f&rmacos, se han realizado
mlltiples experimentos en los cuales se ha medido un inhibidor me~
tabSlico. )

Al usar rotenona, se observa que en las c&lulas normales,
el grado de captacién de colchicina se incrementa al disminuir la
concentracifn de ATP aproximadamente por debajo de 2,0  ~rem==eee—
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nmATP/lO6 células, mientras gue en las c#lulas resistentes no se
observé estimulacitn en la captacifn sino hasta concentracién de -
ATP fue menor de 0.5 nmA'I‘P/lO6 células,

En presencia de 2, 4-dinitrofenol, se observa qgue la cap-
tacifn de daunorubicina aumenta; si adicionalmente se agrega gluco
sa, se observa la excrecién del f&rmaco de las cé&lulas resisten -
tes, alcanzindose una concentracifn intracelular muy cercana a la
observada en ausencia del inhibidor ( observéndose un efecto simi-
lar con adriamicina ), sugiriendo gue la adicifn de glucosa dismi-
nuye la captacibn de los ffirmacos, »robablemente debido a la pro -
duccibén de energfa necesaria para el funcionamiento del mecanismo
que remueve al f8rmaco ( Inaba, 1979 }, de lo gque se deriva que
los cambios en el nivel de captacibn del f&rmaco estdn mediades -
a través de los cambios en la concentracifn del ATP celular.

Los cambics en la concentracifn de ATP pueden estar inve-
lucrados junto con un posible cambio conformacional de la glucopro
tefna-p en el mantenimiento de la baja acumulacifn intracelular de
los f&rmacos en las cE€lulas resistentes a mGltiples f4rmacos.

As! mismo se ha observado que los anest&sicos locales en=-
tre los que se encuentran la lidocafna 1logran una mayor acumula -
cifn intracelular de colchicina en las cflulas resistentes, debido
a que interact@an con los lfpidos de la membrana, alterando su pexr
neabilidad. ‘

Este hecho apoya la tesis que considera que la alteracifn
en la perrmeabilidad de la membrana es de vital importancia para re
ducir la acumulacién intracelular del f&rmaco { Bradley, 1988, -
Rothenber, 1909 ).
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3.1.5 DISENOS EMPLEADOS PARA EL PUNCIOVAMIEHTO DE LA GLUCO -
PROTEINA = P

En base a los datos experimentales acerca del transporte
de flrmacos y de la informacién obtenida de la secuencia de amino-
Scidos de la glucoprotefna-P de células de ratén, hamster vy huma -
nas resistentes a miltiples fdrmacos se han propuesto dos madelos
para el funcionamiento de esta molé&cula:

En el primer modelo se propone que la glucoprotefina-P
forma un canal en la membrana plasmitica a través del cual los fir
macos son transportados hacia el exterior de la c&lula usando ener
gfa proveniente de la hidr6lisis del ATB.

A pesar de la informacifn disponible en cuanto a la glu-
coproteina, se desconoce el nfimero de moléculas necesarias para -
formar un canal. '

En el modelo propuesto anteriormente, la glucoprotefna
se une directamenté a los firmacos y despufs los remueve de la cé&-
lula, en este punto existen dos consideraciones gque hay que tomar
en cuenta:

a). La unidn entre la glucoprotefna~P v el ffrmaco debe
ser reversihle, ya que las moléculas de f&rmaco tie-
nen gque ser liberadas en la superfzcie celular.

b). Debido a que en las c&lulas resistentes a mfiltiples
f&rmacos se presenta resistencia cruzada a f&rmacos
nb relacionados estructuralmente, la molécula glu =-
coprotefna-P debe tener sitios cde unién diferentes’
para los diversos grupos de firmacos hacia los que
se presenta esta resistencia cruzada.

Apoyando el modelo anterior, existen evidencias experi -
mentales que apoyan la funcifn de la glucoprotefna-P comoe un cap -~
tador de firmacos, entre las que se encuentran las siguientes:
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1., En las c&lulas humanas y de hamster resistentes -

a miltiples f8rmacos, se presentan vesfculas membra
nales que muestran expresifn aumentada de una pro =
teina de 150-180 KDa,,la cual presenta sitios para
la unién de vinblastina, (Cornwell, 1986 ).
La identidad entre la protefna de 150 180 KDa., ca
paz de unir vinblastina y la glucoprotefna-P fue -
probada por inmunoprecipitacifn con anticuerpos mo
noclonales dirigidos contra la glucoprotefna, en -
contrdndose que se trata de la misma molécula.

11. En los experimentos realizados por Pastan y col. en
1986 { Beck, 1987 ), quienes estudiaron la uni®n de
( 31 ) vinblastina a las vesfculas de c&lulas resis
tentes a mltiples fdrmacos es mavor que la observa
da en las cé&lulas sensibles.

) En las vesiculas mencionadas anteriormente se observa
competencia en la céptaciﬁn de vinblastina al estar presente otro
£4rmaco tal como la_vincristina v en menor grado por la presencia
de daunorubicina, por lo que existe la posibilidad de que estos
f8rmacos puedan estar compitiendo por el mismo sitio de uni8n---
o-por sitios de unifn adyacentes. Sin embargo al probar con cis-
platin, colchicina y actinomicina D, no se observa competencia
por los sitios de unién de la vinblastina a las vestculas membra -~
nales de las células resistentes a mdltiples farmacos, apovandose
de esta manera la posible existencia de sitios de uniGn para los
diferentes f&rmacos hacia los gue se presenta la resistencla (cor~
nwell, 1985., Scalon, 1991 ).

En un segundo modelo propuesto para el funcionamiento
de la glucoprotefna-P, una protefna gue une al firmaco es trans =~
portada hacia el exterior celular vor medio del mecanismo de t:aés
porte de esta glucoprotefna, en un procesc anflogo al observado‘ep
la exportacién de la hemblisina ol nor la protefna hlyB en E.
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coli . La proteina hipoté&tica (protefna de unifn, diferente a la
glucoproteina~-P) puede ser un constituyente normal de la c&lula,
sin embargo debe ser producida en cantidades suficientes ya que
es removida de manera continua.

En este modelo, el f&rmaco puede unirse irreversible -
nente a esta protefna y posteriormente el complejo f&rmaco-protef
na de unifn es transportado hacia el exterior celular.

Debido @ que el transporte del corplejo firmaco-protef-
na de uni6n requiere de energfa, se estudié este aspecto, encon -~
tréndose que la glucoprotefna-P presenta cierta actividad de ATP-
asa, existiendo la posibilidad de gue la hidr6lisis del ATP reali
zada por la glucoprotefna-P esté acoplada al transporte del fSirma
co ( Bradley, 1988 ).,

Este modelo concuerda con los estudios realizados con
alcaloides de la vinca y antraciclina, en los cuales se detect6 -
la presencia de un mecanismo de transporte de f&rmacos dependien-
te de ATP { Beck, 1983 ).

Para correlacionar los aspectos biogufmicos y los morfo
l6gicos encontrados en las células resistentes a mGltiples f&rma-
cos se cuenta con el estudio de la ultraestructura de la membrana
plasmﬁtica realizado por Arsenault y col. en 1988 { Arsenault, -
1988), en el cual se observa una gran densidad de partfculas in -
tramembranales (Ilf) en el extremo protoplasmitico de la membrana
de c&lulas resistentes,

El contenido de partfculas intramembranales se correla-
ciona con el contenido de glucoprotefna-P y con el grado de resis
tencia que se presenta en las células resistentes de hamster y c8
lulas leuc®micas humanas.

_Estos hallazgos apovan la hip8tesis de gue 1la expresibn
aumentada de glucoprotefna-P conduce hacla cambios globales en la
estructura de la membrana plasmdtica. ( Trowbridge, Disela, 1991),
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3.1.6 DISTINTAS PROPIEDADES CELULARES RELACIONADAS COMN LA RESIS -
TENCIA A NULTIPLES FARMACOS

Se han encontrado una serie de cambios bioguimicos dti -
les para distinquir a las c&lulas resistentes a miltiples f&rma -
cos de las cé&lulas sensibles ( presencia de una protefna de 19-22
KPa., elevada actividad de glutatién transferasa, glutatién pero =
xidasa fosfatasa alcalina y protefncinasa A), los cuales no est&n
debidamente documentados cono lo estd la presencia de la glucopro-
tefna=-P.

Algunos de ellos han sido estudiados a la par en c&lulas
revertantes, encontréndose gue se correlacionan con el grado de =
resistencia.

Entre estos cambios se encuentra la presencia de una pe-
quefia proteina citoplasmitica de aproximadamente 19~22 KDa., deno-
minada sorcina/V-19 &6 p21 (Stoclet, 1981 }, inicialmente identifi-
cacda en c@lulas resistentes a vincristina.

Mediante la preparacifn de antimuero contra la sorcina,
se facilité su deteccidn en células resistentes a otros férmacos
y mediante inmunoaglutinaciﬁn se determin® gue la sorcina se ha =~
conservado a través de la eboluci&n. .

La sorcina se encuentra presente en una gran variedad de
células de ratén, hamster y humanas resistentes a vincristina, ac-
tinomicina D, colchicina y adriamicina y es una de las protefnas
gue capta mayor cantidad de calcio.

En las c€lulas resistentes a mBltiples f&rmacos existe
correspondencia entre la expresién aumentada de la glucoprotefna-p
y la expresifn aumentada de sorcina, y mediante estudios de gen§ -
tica molecular ( Bradley, 1988 }, se encontré que el gene de la
sorcina se encuentra préximo al gene de la giucoprote!na-P en las
c€lulas resistentes de hamster y humanas; y al parecef la expresibn
aﬁmentuda del gene de la sorcina es el resiultado de su coamplificé
cibn debido a su localizacifn contigua 2l gene de la glucoprote; -
na=-P.



Figura 2.
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exportada hacia el exterior por la glucoproteina-P.
Gerlanch, H.J. y col., Nature, 324: 485 - 489 ,

1986.
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Sin embargo, la amplificacifn v expresi6n aumentada del
gene de la sorcina no se lleva a cabo de manera continua, lo que
sugiere gue la produceidn aumentada de esta protefna ( sorcina )
no es necesaria para el desarrollo de la resistencia a miltiples =
£8rmacos.

Tambi&n se han descrito cambios en la actividad de algu-
nas enzimas entre las que se encuentra la glutation transferasa -
y glutation peroxidasa, fosfatasa alcalina ( Bradley, 1988 ) y pro
tefncinasa A ( Mellado, 1987 ).

Glutation transferasa - Glutation peroxidasa.

La enzima glutation peroxidasa tiene la funcifn de pro ~
teccif6n en la cé&lula, ya que junto con el glutation se encarga de
reducir perﬁxidos, mientras que la glutation transferasa cataliza-
la conjugacitn del glutation con los radicales libres generados -
por firmaces ( antraciclinas ) y radiaciones que contribuyen a la
muerte celular por dafios al DNA y otros constituyentes esenciales.

De este modo, varios fiarmacos entre 1los qgue se encuentran
las antraciclinas son inactivados al ser conjugados enzimiticamente
con el azufre de la cisteina que se encuentra en la molécula del
glutation. '

Aa; mismo se ha observado gue al poner en contacto a las
c&lulas resistentes frente a butioninsulfoximida. K (ESO) ( inhibidor
selectivo de la s;ntesis de glutation) se observa un agotamiento
parcial de glutation, asoci&ndose con un aumento en la susceptibi-
lidad a adriamicina ( Kramef, 1988 ).

Por otro lado, se ha observado que la glutation transfe-
rasa { cuya actividad se encuentra elevada en las células resisten
tes a mltiples f&rmacos ) también presenta cierta actividad de pe
roxidasa, siendo su actividad proporcional al grado de resistencia
de las células,

De este modo se ha propuesto gue el aumento en el nivel
de actividad de la glutation transferasa y de glutation peroxidasa~-
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constituyen parte del mecanismo de resistencia contre adriamicina
Y posiblemente contra otreos fdrmacos involucrados en la resisten-
cia frente a mltiples f&rmacos.

Proteincinasa asociada a la resistencia frente a mfiltiples fdérma-
cos.

Si se asume que el ATP puede causar alteraciones en la
funcifn de la membrana, un mecanismo posible es la fosforilacifn -~
de componentes especfficos de la merbrana.

Para probar la existencia de un posible sistema ce fosfo
rilacibn asociado a la membrana de células resistentes, se aisla--
ron membranas de células de ovario de hamster resistentes a colchi
cina, demostrindose la capacidad de utilizar 329) ATP para fosfori
lar protefnas endégenas de membrana, asf como aceptores exégenos
de f6sforo tales como caseina y protamina ( Carlsen, 1977 ).

Posteriormente se encontr§ que la fosforilacifbn de las -
protefnas de la membrana de c&lulas resistentes es debida a la pro
tefncinasa A ( Mellado, 1987 ).

Para investigar cuales de las protefnas de la membrana
son las que se fosforilan, se analizaron preparaciones de membrana
mediante electrofbresis en gel de poliacrilamida, encontré&ndose que
se presenta una m&yor fosforilacifn en proteinas con pesokmolecnlar
entre 165 - 200 Kpa.

Con base al peso molecular de las protefnas fosforiladas,
se apoya la hip6tesis de gque la glucoprotefna-P se encuentra dentro
de los componentes fosforilados por la cinasa asociada a la mem--~--
brana.

26n cuando no se conocen los efectos de la fosforilaecibn
en la funcifn de la glucoprotefna-P, se sugiere que Estos pueden -
estar involucrados en la reducida acumulacibn de los férmacos obser
vades en las células resistentes a mfiltiples f&rmacos.

Protefnfosfatasa asociada a la resistencia frente a mdltiples £8r -
macos,
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! Debido a la fosforilacifn de componentes de la membrana,
puede estar involucrada en la acumulacifn de férmacos en las célu
las resistentes a mfiltiples f&rmacos, debe existir la capacidad
de llevar a cabo una fosforilacifn - desfosforilacifn en la membra
na de dichas cé&lulas.

Por lo tanto, se ha investigado la posible existencia de
desfosforilacibn asociado a la resistencia a mltiples ffrmacos, -
encontrindose que en c&lulas de rat6n resistentes a vincristina -
y adriamicina se presenta una mayor actividad de la fosfatasa alca
.lina en comparacién con las cé€lulas sensibles ( Bradley, 1988 ).

Estas son algunas de las enzimas cuyo funcionamiento es~-
t& estrechamente relacionado con la resistencia a mfiltiples f&rma-
cos.

Tambi&n se han descrito ciertos camhios ffsicos y biols-
gicos, ‘ -

El cambio biol6gico mejor conocido es el de reversifn de
la transformacifn, fenbmeno observado en c&lulas resistentes de -
hamster y ratén} en el cual estas cflulas presentan una tumorigeni
cidad disminufda al ser transplantaéas.

Mientras que el cambio ffsico a:ribu;do a las cﬁlulas re
sistentes a mlltiples fArmacos es un aumento en la susceptibilidad
a la ruptura ﬁec&nica, ] Roison, 1986, Wilson, 1989 ).

3.1.7 RELACION DE BAJA RESISTENCIA MEDIANTE AGENTES ESPECIFICOS

Se ha encontrado un grupo de agentes con los que se lo -
gra aumentar la concentracién intracelular de los agentes antineo-
pl&sicos en las células resistentes a mlltiples firmacos. Mecdiante
el uso de estos agentes se ha logrado disminuir el grado de resis-
tencia en dichas c€lulas. ( Basu, 1991, Scanlen, 1991 ).

La mayoria de estos agentes muestran algunas de las ca -
racteristicas de los compuestos transportados por la glucoprotef -
na~P incluyendo propiedades lipofflicas y d&bil basicidad (Gosland,
1989, Sharma, 1992).
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A continuacién se presenta la clasificacifn de estos agentes:

a,.) Anfdlcgos de antraciclinas y alcaloides de la vinca.

b.}) Blogueadores de los canales de calcioc e inhibidores.
de la calmodulina.

c.) Otros agentes.

Anflogos de antraciclina y alcaloides de la vinca.

Se ha cbservado que el efecto citotlxico de la daunoru -
bicina, adriamicina, vinblastina y vincristina se potencia en las
células resistentes al administrar simult&neamente sus anSlogos -
estructurales.

Estos anflogos no tienen efectos citotbxicos por sf mis-
mos, sin embargo, mejoran la citotoxicidad del flimaco al inhibir
su excreci@n, con lo que se logra una mayor acumulacifn intracelu -
lar del miamo. '

Esta observacién lleva a pensar gue el mecanismo de ex =
crecibn podria contener sitios de uni6n al menos para dos grupos de
férmacos, a =aber, antraciclinas y alcaloides de la vinca; que son
los que han side probados.

Estos compuestos incluyen a N =acetildaunorubicina y vin
dolina. ’ .

Dentro de los agentes recientemente encontrados que se -
sabe son capaces de disminuir la resistencia a mdltiples fdrmacos
asociada a la glucoprotefna-P, se encuentra la cﬁmpotecina.y los ~
glucccorticoides, ( Mihiéh, 1989, Basu, 1991 ).

Bloqueadores de los canales de clacio e inhibidores de la colmoduli
na.

Los blogueadores de los canales de calcic son un grupo
de compuestos que inhiben la entrada del calcio hacia la célula
y con ello gl efecto del calcio en las funciones de la misma y de -
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un modo especifico en la resistencia a mltiples firmacos, debido
a que el calcio es requerido para la formacibn del'complejo Caz+
Calmodulina necesario para la activacibn de muchos sistemas enzimi
ticos dependientes de calcio tales, ATPasa y protefncinasas.

.Entre los blogueadores de los canales de calcio se mencio
nan los compuestos siguientes: Verapamil, trifluoperacina y diltia-
zem.

El andlisis de la informacifn muestra que el verapamil es
un agente usado con frecuencia en la disminucibn de la resistencia
a mGltiples fSrmacos, observindose que logra antagonizar los efec -
tos de dicha resistencia causada por los alcaloides de la vinca -
{Cass, 1989).

La concentracibn de verapamil de 10 mg/ml,, es ﬁptima pa-
ra aumentar la sensibiliéad de las células resistentes a mltiples
farmacos, ya que es la concentracibn para la captacibn 6ptima de -~
varios f@rmacos entxe los que se encuentran vincristina; adriamici~
na y dauhorubicina, {Fojo, 1985).

También se ha reportado gue a una concentracifn de vera -
pamil de 1 = 2 f mol., puede disminuirse la resistencia de Plasmo -
dium falciparum a la cloroquina.

La resistencia presentada por P. falciparum se debe a la
excreci@n de la clorogquina, lo gue trae como consecuencia una baja
acumulacifn intracelular de la misma ( Wilson, 1989 ).

Al parecer el verapamil antagoniza con ello la concentra=-
cifn del f&rmaco en el interior celular, de una manera similar a la
disminucién de la resistencia a mGltiples f£4rmacos en las células
de mamifero. .

El incremento en la acumulacifn y retencibn del férmaco -
por medio del verapamil, sugiere que este agente (vérapamil) compi~
te con los fSirmacos por 1los sitios de unifn a la glucoproteina, de-
bido a que al estar presente el Qerapamil, se inhibe la unifn de -
vinblastina a la membrana plasmitica de las c&lulas resistentes -
a mgltiples f;;macos, que es donde también se localiza la glucopro~
tefna-P.
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De este modo, se logra incrementar la concentraci6n in -
tracelular del firmaco y con ello se observa una mayor citotoxici-
dad (Cass, 19839). .

Este hallazgo est§ apoyado por experimentos en los cua -
les se observa que las células resistentes a miltiples f&rmacos
acumulan y retienen una mayor cantidad de verapamil en comparacifn
con las cé&lulas sensibles (Willingham, 1986).

También se observa que los inhibidores de la calmodulina
tales como trifluoperacina pueden incrementar la acumulacifn y re-
tencidn de vincristina, adriamicina y humanas, resultando E&sto en
una reversidén de la resistencia (Tsuruo, 1982).

A medida que han avanzado los estudios metab8licos con ~
c€lulas cancercsas, se sospecha que el mecanisme de accibn de algu
nbs agentes que incrementan acurulacifn intracelular de ios agentes
citot8xicos tambifn involucra alteraciones en el estado de fosfori-
lacifn de la glucoproteina-P, lo que podria ayudar a la evasifin de
la resistencia de la c&lula tumoral.

Apoyando la idea anterior, se ha encontrade que los cam -
bios de fosforilacibn en las protefnas celulares estin asociadas
con la resistencia a vincristina y adriamicina en c&lulas humanas -
{carcinoma de mama) .

Se han reportado los primeros casos de pacientes con mie-
loma m@ltiple en los cuales se ha disminuido la resistencia frente
a vinciistina, doxorubicina y dexametasona mediante la administra -
¢ién oral de verapamil,

Esto ha beneficiado a los pacientes con mieloma, al admi-
nistrar junto con vincristina, doxorubicina y dexametasona.

Sin embargo el verapamil presenta cierta citotoxicidad
cuyas principales manifestaciones son hipotensifn moderada y arrit
mia cardfaca pasajera; afortunadamente estas manifestaciones son to
leradas por los pacientes con mieloma en etapa avanzada ( Dalton, ~
1989 ).
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otros agentes.

Adem8s de los compuestos rencionados anteriormente, se -
han encontrado otros agentes moduladores del transporte a nivel
membranal que revierten la resistencia a m@ltiples £8rmacos e in-
cluyen: quinidina, tomoxifen, isoprencides sinté&ticos, propanolol
(Bradley, 1988), cloroquina (Zamora, 1986), y ciclosporina A (Sil~
berman, 1989).

Estos agentes fueron estudiados en diferentes lineas ce -
lulares, encontrindose que todos ellos logran disminuir la resis =
tencia a un gran nfmero de agentes citotbxicos (vinblastina, vin -
cristina, daunorubicina, adriamicina, colchicirna y actinomicina =
D}, usados en la quimioterapia contra el clncer.

Muchos de estos agentes que logran disminuir la resisten-
cia a mltiples firmacos son de naturaleza anfipitica.

En la inﬁestigacidn de moduladores mis seguros y efecti -
vos, se encontrS gue la eritromicina es otro agente gue logra dis-
minuir significAtivamente la resistencia a mfltiples f&rmacos.

Este antibi6tico 1lleva a cabo su acci6n al saturar los si
tios de unifn que se forman entre los ffrmacos (actinomicina D, do
xorubicina) y la glucoprotefna-P, con 1o que se reduce la capaci -
dad ce esta glucoprotefna para transportar estos f&rmacos hacia el
exterior celular. '

Se observa gue a una concentracifn de eritromicina 250 -
pg/ml se presenta un incremento en la acumulacifn intracelular de
actinomicina D y doxorubicina en células murinas resistentes ( Ho-
£81i, 1989 ).

Las cefalosporinas son otxro grupe de antibibticos efecti-
vos en la disminucién de la resistencia, muchos de los cuales pre~
sentan caracteristiéas similares a las de los compuestos transpor-
tados por la glﬁcoproteina-?.

Dentro de este grupo, la cefoperazona es la que presénta
una mayor efectividad en la modulacifn de la resistencia a mfilti -
ples fﬁrmacos, ademﬁs de presentar una menor toxicidad para el or-
ganismo al compararla con el Gerapamil y con la trifluoperacina -
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¥a que estos (iltimos presentan toxicidad severa a una concentra -~
cifn plasm&tica inferior a la necesaria para disminuir dicha resig
tencia, { Gosland, 1989 }.

También se ha observado un incremento en la acumulacibn
intracelular de daunorubicina al adicionar ciclosporina A en una -
concentracién de 3 y Mol en las células provenientes de pacientes
con leucemia mielocfitica aguda que presentan una expresifn aumenta
da de glucoprotefna-P.

De este modo, la ciclosporina A es un agente que puede re
sultar-adecuado para ser combinado con la doxorubicina y daunoru -
bicina gue son los medicamentos utilizados en el tratamiento de la
leucemia mielocitica aguda ( Nooter, 1990 ).

A partir del hallazgo de los agentes cue logran disminuir
la resistencia a un gran nimero de agentes citotfxicos, se ha es -
timulado la formacifn de protocolos de tratamiento en los que pua-
den ser combinados estos agentes junto con el f&rmaco citotBxico
adecuado para de este modo disminuir la resistencia frente a mGlti
ples f&rmacos.



CAPITULO v



45

ASPECTOS GENETICOS DE CELULAS TUMORALES ANTE LA RESISTENCIA
A MULTIPLES FARMACOS

4.1.1 HALLAZGO DE GENES ASOCIADOS COMN LA RESISTENCIA
A MULTIPLES FARIACOS

El estudio de los medios por los cuales las c&lulas tumo
rales desarrollan resistencia a los agentes quimioterapéuticos ha re
velado gran cantidad de informacifn acerca de los mecanismos de cap-
tacibn, metabolismo y excrecién de f&rmacos, ast como la comprensifn
de procesos celulares tales como la amplificacifn y regulacifn de 1la
expresifn de la expresifin gen&tica, (Mincione, 1993, Perry, 1992).

La complejidad de la resistencia a miltinles firmacos sugiere que pa
ra que se presente, se requieren de mGltiples eventos gen&ticos. Sin
embargo, los estudios realizados en c&lulas resistentes de hamster
han demostrado que la alteracifn en un s86lo gene o en un peqguefio ng-
mero de ellos, puede dar origeh a la resistencia frente a un f&rmal-
co, resistencia cruzada frente a f&rmacos estructuralmente diferen -
tes y expresifn aumentada de la glﬁcoproteina-P en la membrana, (Cu-
mmings, 1993, Mugele, 1993). Las observaciénes de que el aumento en
la expresifin de la glucoproteina-P es elcambio biogufimico que se pre
senta con mayor frecuencia en las c€lulas multirresistentes (Bradley,
1986) y de que la alteracién en un s8lo gene o un pequefio nimero de
ellos puede dar origen a 15 resistencia frente a miltiples f&rmacos,
sugiere que una alteracibn en el gene que codifica para la glucopro-
teina-P puede ser la causa de tal resistencia. Con base en las consi
deraciones anteriores, una aproximacifn directa al problema de la re
sistencia es el estudio del gene éua codifica para la glucoprotef---
na-p, ( Etferth, 1992 ). '

De este medo algunos investigadores han clonado genes gue
comgnmente son amplificados y sobreexpresados en diversas lineas celu
lares resistentes a mfltiples f&rmacos (Grbs, 1986), encontrfndose -~
que estos genes codifican mara la glucoproteina-P (Vander, 1986} ~w=-
(Shen, 1986).
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Al aislar el cDNA que codifica para la glucoproteina-p, =
se obtuvo un fragmento de 660 pares de bases (pCHP1l} (Kartner, -
1983), existiendo evidencias gue demuestran cue el fragmento de --
cDNA obtenido representa una fraccifn ée uno de los genes que codi
fican para la glucoprotefna-P, (Cummings, 1993).

1.

11,

111.

El fragmento pCHP1 aislado codifica para un polipépti-
do que es reconocido por tres anticuerpos monoclonales
de los cuales identifican a diferentes regiones de la
molécula de glucoproteina-P.

Esto denuestra que el polip&ptido codificado por el -
fragmentc pCHPl forma parte de la glucoprotefna-P, -
(Bradley, 1988).

En las células resistentes de hamster (CHO) se detectd
un Rn An de 4.7 kilobases, observéndose corresponden -
cia entre el contenido de este RNAm, el grado de resig
tencia y el contenido del fragmento pCEP1l (Bradley, =~
198e).

Se aisl8 cDMA de células resistentes (anflogo al frag-
mento péHPl) cuyro anflisis de secuenciacién revel$ una
estructura protefca similar a la fraccidn peptidica de
la gluccprotefna-P gue se encuentra intégrada a la memn
brana, (Gerlanc, 1986).

De este modo se sugiere que el fragmento pCHP1 codifica pa

ra una porcibn de la glucoprotefna-P.

Por otro lado se aisl6 cDNA de genes que presentan una ex
presifn aumentadas en células Eesistentes, bajo el supuesto de gue
estos genes deberfan ser algunos de 1os gue controlan la resisten-
cia a mgltiples f8rmacos (Vander, 1988); en un experimento poste ~

rior se encontraron seis fragmentos de cDNA de diferentes tanmafios
(Gerlanch, 1986G), observ&ndose que secuencias similares a las de -
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los seis fragmentos amplificadas en las cElulas resistentes a mfil
tiples férmacos {CH R CS) de hamster; por lo cue se sospecha que

al menos seis genes son amplificados y expresados enforma aumenta
Ga en las c¢€lulas resistentes a m@ltiples f&rmacos. De los fraq -
mentos de cDNA aislados, es denominado como clase 2, presenta hi-
bridacibn cruzada con el cDNA del fragmento pCHP1l de la glucopro-
tefna-P y el an8lisis posterior de la secuencia del fragmento de
clase 2 confirmd que &ste codifica para una porci6n de la gluco -
protefna-P (Bradley, 1988), v que es el Gnico expresado en forma

aumentada de manera constante {De Bruijin, 1986).

4.1.2 AMPLIFICACION GENETICA EM LAS CELULAS RESISTENTES A MUL -
TIPLES FARMACOS

En las c€lulas humanas KB resistentes a mfiltiples fdrma -
cos se han encontrado amplificadas dos secuencias de DNA denomina=-
das mdrl y mdr2, observéndose que la correspondiente a mérl fue am
plificada en algunas de ellas (Roninson, 1988).

Estos hallazgos sugieren gue los genes denominados mdrl -
y mdr2 {debido a que contienen las secuencias mdrl y mdr2) pudie -
ran ser dos miembros diferentes de una familia de genes,

Dos grupos de investigadores dirigidos Chen y Ueda (Chen,
1986, Ueda, 1986), encontraron que la secuencia mdrl es un trans -
crito completo del gene mdrl, presentindoce una gran homologfa en-
tre esta secuencia que codifica para la glugoproteina-P en el hams
ter (Bradley, 1986).

‘Las evidencias de cue estas secuencias codifican-para la
glucopro:eﬁna—? provienen de los siguientes hechos:

a,} La fuente inicial de DNA son c&lulas conocidas gue -
presentan clevada resistencia a mfiltiples f4rmacos
Yy que se sabe expresan en forma aumentada glucoprotef
na-P,
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Entre las células usadas se encuentran CHRCS. KB, -
DC-3F/VCR-d-5L, LZ.

b.) La transfecci8n de c&lulas sensibles de hamster con
DNA de rat8n (similar al del gene mdr), produjo una
expresibn aumentada de glucoproteina-pP en las c&lu-
las receptoras.

Diversos estudios se han demostrado que la transfeccibn
de las células sensibles con DNA proveniente de c€lulas resisten-
tes a mGltiples f&rmacos, da como resultado la expresifn de dicha
resistencia en las células receptoras (Debenham, 1982. Sugimoto,
1987).

Mediante el usc de on¢oprotefnas virales dirigidos contra
la glucoprotefna-P fue posible demostrar que ia transferencia de -
resistencia, mediada por DNA, estf asociada a la expresibn aumen -
tada de la glucoprotefna-P, ({Watanabe, 1993).

En 1987, Deuchars y col. (DEuchars, 1987), efectuaron un
estudio en el que las células Qe ratén (LTA) sensibles fueron ---
transfectadas con DNA proveniente de c€lulas resistentes de hams-
ter (CHRCS) , encontrindose que en todas las c&lulas transfectadas
se detectaron secuencias que codifican para la glucoproteina-pP de
hamster, mientras gue con anterioridad no presentaban ampiifica -
cién de secuencias para la glucoprotefna de la misma especie (ra-
ton) . ’

A partir de que todas las c&lulas transfectadas muestran
una expresién aumentada de glucoprotefna, se sugiere gue las se =
cuencias pa}.‘a esta protefna fueron transfectadas y expresadas en
la c&lula receptora., Esto apoya la hipbtesis de que para que se -
presente la resistencia a mdltiples f&rmacos es necesaria la ex =
presién de la ¢lucoprotefna-p (Shen, 1986).

Es evidente gue todos los estudios realizados para aislar
los genes estfn asociados con la resistencia a mfiltiples firmacos,
dirigen hacia el gene de la glucoprotefna-P, corroborfindose que se



49

trata de una mol&cula conservada a través de las especies y que -~
su expresifn aumentada es la alteraci6n biogqufmica mis frecuente -
mente encontrada en las cflulas resistentes a mfiltiples f&rmacos.

Mediante estudios citogen&ticos se ha encontrado que en
las c&lulas de hamster, la resistencia a mlltiples f&rmacos estf
asociada a la amplificacifn genética manifestada citolégicamente ~
mediante la presencia de regiones cromosfmicas tefiidas homog&nea -
mente (HSR) v de cromosomas dobles pequefios (d mins), estos Glti -
mos (cromosomas dobles) aparecen como pequefias estructuras esféri-
cas en pares.

Presumiblemente las condiciones de cultivo seleccionan -
a las células tumorales para presentar cromsomas dobles o regiones
cromos8iricas tefiidas homogéneamente ya que los trabajos realizados
en células resistentes han demostrado que en ausencia del f&rmaco,
los cromosomas dobles se pierden, mientras que las regicnes cromo-
sSmicas tefildas homg€neamente son retenidas en las c&lulas (Stark,
1984).

Debido a que durante el crecimiento del tejido tumoral en
ausencia del f8rmaco los cromosomas dobles pequefios frecuentemente
desaparecen, cbn la aparicifn de regiones tefiidas homog€neamente,
se gugiexe que las dos manifestaciones citol8gicas puedén ser for-
mas alternas de la expresidn de la amplificaci6n genética.

No obstante que 1os cromosomas dobles y las regiones teni
das homog8neamente son detectados predominantemente en c&lulas can
cerosas qﬁe presentan resistencia, en algunas ocasiones también se
presentan en cglulas cancerosas antes de iniciar la quimioterapia-
(Biedler, 1981}.

Sin embargo la presencia o ausencia de anormalidades cito
l6gicas debe tomarse con reserva ya gue muchas c&lulas resistentes
que se sabe ahora presentan secuencias amplificaéas para la gluco-
prote;na-P, no presentan regiones teriidas homogéneamente o cromo-
somas dobles identificables, probablemente debido a que la longi -
tud total de las secuencias amplificadas no es suficlente para pro
ducir una anormalidad citolSgica observable.
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EVIDENCIAS CITOLOGICAS DE LA AMPLIFICACION GENETICA EN LAS
CELULAS RESISTENTES A MULTIPLES FARMACOS

Linea celular/Firmaco

CE€lulas de ovario de hams-

ter:
Colchicina: cufp30

Colchicina: cufcs

Célulds de pulmbn de hams-

ter (DC-3F):
Vincristina: VCRD

Adriamicina

Linea celular MRZ de tu

mor murino:
Vincristina

Evidencia citol6
gica de la ampli-
ficacibn qgenética

d mins, HSR

HSR

HSR

4 mins

d mins

Comentario

Amplificacibn de
secuencias de la
glucoprotefna-p.

Amplificacién de .

‘genes de la glucg

protefna-p

Longitud de HSR
proporcional al
grado de resisten
cia,

N@mero de d mins,
proporcicnal al
grado de resis -
tencia.

Ntimero de d mins
proporcional al
grado de resisten
cia, amplificaci-
6n de genes de 1la
glucoprotefna-p
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ZVIDENCIAS CITOLOGICAS DE LA AMPLIFICACION GENETICA EN LAS
CELULAS RESISTENTES A MULTIPLES FARMACOS (Continuaci6n)

Linea celular/Fdrmaco Evidencia citolé
gica de la ampli
ficaci6n genética

Linea celular SEWA de tumor

murino:

Actinomicina D d mins, HSR
Colchicina d ming
Vincristina d mins
Actinomicina D d mins
carcinoma humano (KB) &

Colchicina 4 mins
Adriamicina 4 mins
Vinblastina . 4 mins
Neuxcblastoma humanc (SH-

§Y5Y)

Vincristina d mins
Céncer de mama humano IMCE‘_._T
Adriamicina Hs

H SR: Reqgiones cromosSmicas tefiidas homo
aéneamente & mins: Cromoscnas dobles necuefios.

Comentario

Pérdida de d mins
en cflulas rever-~
tantes

d mins ausentes en
células revertantes

Amplificacifn de ge
neg de la glucopro-
tefna-p

Amplificacifn de ge
nes de la glucsoro-
tefna-P
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4.1.3 DETERMINACION DE TRANSCRITOS CORRESPONDIENTES A LA
GLUCOPPRQTEINA~P

En todas las lfneas celulares examinadas a la fecha, el -
desarrollo de resistencia a mdltinles f&rmacos est& asociada a un
elevado contenido de RNAm de la fraccifn nentfdica de la glucopro-
tefna-P, cuyo tamafic estimado es de 4,5-5 kilobases, observindose
también aungue en forma minoritaria la presencia de otros transcri
tos de 2~2.3 y de 10.5 kilobases (Ueda, 1986¢).

E1 elevado nivel de RNAm de la fraccifn peptfdica de la -
glucoproteina-P se traduce en un incremento en la cantidac de esta
protefna en las c€lulas resistentes seleccionadas con concentracip
nes crecientes de diferentes f&rmacos con el nivel de RNAm de la
glucoproteina-P y con el contenido de esta glucoprotefna en membra
na plasm&tica.

En 1987, Fojo y col. (Fojo, 1987), realizaron un estudio
para determinar la transcripcién del RNAm de la fraccibn peptfdica
de la glucoprotefna-P en diferentes tejidos humanos tumcrales, en=-
contrando que existe una marcada diferencia en la transcripecibn de
la molécula entre ellos (hfgado, pulmsn, recto, colon y gqlandulas
adrenaies).

be este modo, los tejidos humanos tumorales con elevado -
contenido de RNAm de la fraccifn peptfdica de la glucoproteina fue~
ron: rifdn y gl&ndulas adrenales.

" se encéntrd un menor contenido en pulmén, higado, colon -~
y recto; y un estudio posterior (Bradley, 1988) de el contenido de
glucoprotefna~-p en tejidos humanos normales, reveld que se presenta
un menor céntenido de esta molécula en los tejidos'normales en com~-
paracibn con los tejidos tumoréles, observ&ndose adem&s una locali-
zaci[oh especifica de la glucoproteina (superficie celular).

En lés'células gensibles se ha detectado un nivel de RNAm
de la fraccién pebttdica de la glucoprotefna-? muy reducido (Vander,
1986) . Para detectarlo se ha aislado y estudiado el cDNA gue corres
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ponde a los transcritos de glucoproteina-P de c&lulas sensibles su-
giriendo un hallazgo importante: la glucoprotefna-P es codificada
por una familia de genes mdr.

En tres estudios independientes, en los cuales se usaron
diferentes c&lulas de hamster, rat6n humano, se encontrf que al me=-
nos dos miembros de la familia de genes (genes mdrl y mdr2) son ex-
presados en cada caso.

Posteriormente al analizar el DNA de c&lulas resistentes -
de hamster, rat8n y humano usando el fragmento pCHPl (fragmento de
cDNA que codifica para la fraccifn peptfdica de la glucoprotelna-F)
se encontraron mGltiples fragmentos de DNA, gue coinciden con la -
existencia de una familia de genes para dicha fraccidn peptidica,
la mayoria de los cuales contienen segmentos reconocidos por el frag
mento pCHP1.

Al hacer la seleccifn de c€lulas resistentes de hamster -
{CHO) mediante el uso de colchicina en los pasos de seleccibn, se
observa una amplificacién progresiva de segmentos hcmplogos al frag-
mento pCHPl; la amplifiéaciﬁn simultinea de estos segmentos en las
cBlulas resistentes de hamster indica que los mierbros de la familia
de genes de la fraccifn peptfdica de la glucoprotefina-P probablemen-
te se encuentran localizados de manera contigua.

Asf mismo se observa que en las c&lulas de hamster (CHRCS -
b'd CHRBBO) que presentan una elevada resistencia, se amplificaron en
diferente grado dos series de segmentos homblogos al fragmento - -
pCHP1, por lo qgue los miembros de la familia cde genes gue codifican
para la fraccifn peptfdica de la glucoprotefna-P podrfan ser amplifi
cados diferencialmente durante el desarrollo de la resistencia a mGl
tiples f&rmacos. v

"De un modo similar, el desarrollo de resistencia a milti =~
ples fdrmacos en las células humanas (CEM~VLB) y de ratbn (ECHR) -
estf asociado con la amplificacifn de una serie de segméntos de DNA
reconocidos por el fragmento pCHPl (Biedler, 1981),

En los estudios realizados por De Bruijn y col, en 1986 =—~
(Deuchars, 1987), se presenta un mismo patrSn amplificacifn diferen-
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cial de segmentos de DNA entre células obtenidas en forma indepen

diente, por lo que es probable que los segmentos gue son amplifi-

cados en diferente grado, correspondan a diferentes miembros de la
familia de genes de la fraccibn peptfdica de la glucoprotefna-P,

Sin embargo, el patr6n de amplificacifén no puede predecir
se en base al firmaco usado, ya que al aislar en forma independien
te células DC-3F de hamster, usando vincristina como f&rmaco de =--
seleccifn, se observan diferentes patrones de amplificacifn de las
secuencias de la protefna; mientras que en otro grupo de células
DC=3F seleccionadas con tres firmacos dQiferentes, se observa el =~
mismo patrén de amplificacin en todas ellas (Biedler, 1981).

Una posible explicacifén a esta falta de correspondencia
serfa que el patr6n de amplificacifn de DNA detectado por un s8lo
f:aémento (pCle); ofrece una representaci8n incompleta de la am -
plificacisén de los genes que codifican para la fraccif6n peptfdica
de la glucoprotefna-P en las c&lulas resistentes a mltiples f&rma
cos .
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CONCLUSIONES

El desarrollo de resistencia a muchos de los agentes qui
mioterap&uticos utilizados en los tratamientos antineopl&sicos, es
uno de los principales problemas gue se encuentra asociado al trata
miento de enfermedades neoplésicas en el hombre.

Al observar este fenfmeno en el campo clfnico se encuen-
tra que al aplicar un fdrmaco por primera vez a un pacliente con ---
clncer, resulta adecuado; pero los subsecuentes tratamientos son =
progresivamente menos fructiferos debido a la aparicifn de c€lulas
resistentes.

Estas células presentan resistencia no s6lo al f&rmaco
utilizado en el tratamiento inicial, sino a unma gran variedad de
f&rmacos, los cuales presentan diferencias tanto en su estructura =
como en su mecanismo de accibn.

Se ha observado que las células resistentes 2 mtltiples
firmacos, presentan diversos cambios, entre los que se enchentran -
la alteracibn en al actividad de algunas enzimas y presencia de pro
tefnas de diferentes masas moleculares; sin embargo la alteracifn
que.se presenta con mayor frecuencia en dichas c&lulas, es 15 expre
5i6n aumentada de una glucoproteina de superficié elevada masa mole
cular denominada glucoproteina~P, Se sugiere que esta glucoproteina
estd asociada a la baja acumulaci8n intracelular de los f&rmacos ob
servada en las c&lulas resistentes a miltiples agentes anﬁineoplgsl
cos, por 1o que se ha hecho €nfasis en el estudio de esta mol&cula.

Con base en la informacifn analizada, se plantean dos po
sibles modelos para el funcionamiento de la glucoprotefna=P:

1. La qlucoproteina-? forma un canal en la membrana plas
mitica a través del cual los f&rmacos son transportados hacia el -~
exterior de la c&lula.

2. Una protefna { diferente a la glucoprotefna-P) que se
une al f&rmaco es transportada hacia el exterior celular por medio
de 1la glucoprotefna-P que funciona como bomba de excrecifn,
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Ambos modelos representan un concepto simplificado de --
una serie de’ fen6menos que ocurren tanto en el interior como en la
superficie celular, pudiendo no ser excluyentes uno del otro, por
el contrario, podrian tener aspectos complementarios, ya dque uno de
ellos por sI solo, no puede explicar todos los fen8menos asociados
a la resistencia a mltiples f&rmacos.

Con base a lo anterior, puede hacerse un nuevo plantea =
miento en el cual se retomen los aspectos mf&s relevantes de cada
modelo para de este modo lograr una mayor comprensifn de la resis -
tencia a mltiples f&rmacos.

Dentro de las preguntas gue permanecen atin sin ser resuel
tas y a las que en el futurc se tendrd que prestar mayor atencién,
estd el hecho de probar si la glucoprotefna-P es parte de un siste-
ma que utiliza la célula para la “desintoxicacién" celular, y si -~
asf fuera, investigar los factores metab&licos que lo llevan hacia
una forma alterada como es la que se presenta en las c€lulas tumo -
rales.

A partir de la observacibn de que una glucoprotefina de su
perficie estd involucrada en la resistencia a mfiltiples firmacos,
se abre la posibilidad de estudiar de gu& manera podrfa inhibirse -
la sintesis de tal proteina o bien bloguearse, y si ai lograrlo, se
congiguiera que la céiula tumoral resigstente se convirtiera en sen=
sible.

Otro aspecto de relevancia es el descubrimiento de los =
agentes gue logran disminuir la resistencia, tales como los bloqué-

dores 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 agn cuestio~~
nable debido a la toxicidad que algunos de ellos presentan para el -
organismo.

Es importante hacer énfa51ﬂ en la necesidad de nuevos pro-~
ductos que puedan ser mis efic1entes Ademﬁs, rara tener una mavor
informacién sobre el problema de la resistencia a mlltiples f8rmacos
en la célula tumoral, son necesarios estudios de regulacipn metabpli
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ca y de los mecanismos de accifn de los f&rmacos en la misma,
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