[0212-7199(2002) 19: 9; pp 477-485]
ANALES DE MEDICINA |NTERNA
Copyright © 2002 ARAN EDICIONES, SL.

AN. MED. INTERNA (Madrid)
Vol. 19, N.°9, pp. 477-485, 2002

Universidad de Malaga

RESUMEN

La resistencia oncoldgica a mlltiples agentes antineoplésicos o
MDR se considera una de las mayores causas de fallo clinico en € trata-
miento quimioterdpico de pacientes con cancer. El mecanismo de resis-
tencia consiste en unadisminucién en laacumulacion intracelular de dro-
ga por sobreexpresion de la glicoproteina-P (Gp-P). Esta proteina actlia
como una bomba extrusora de drogas, dependiente de energia. El eflujo
se redliza a través de un canal que forma en la membrana plasmatica,
constituido por doce segmentos transmembranales. La actividad de esta
bomba extrusora esta regulada por la proteina quinasa C y presenta
homologia con otros sistemas de transporte. El andlisis de la presenciade
Gp-P y la caracterizacion del fenotipo MDR en biopsias tumorales
podria tener gran importancia en €l abordamiento del problema clinico
gue representala resistencia tumoral ala quimioterapia.

PALABRAS CLAVE: Glicoproteina-P. Multirresistencia. MDR. Onco-
logia. Quimioterapia.
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ABSTRACT

Multidrug resistance (MDR) in oncology is considered to be the
main cause of chemotherapy failure in the treatment of patients with can -
cer. The resistance mechanism consists in decrease intracellular drug
accumulation by P-glycoprotein (Gp-P) overexpression. This protein
acts as a drug-extracting pump that needs energy in the process. The
efflux takes place by mean of a pore in the cell membrane that consist in
twelve segments. The activity of this pump is regulated by protein kinase
C and shows homology with other transport systems. The analysis of the
presence of Gp-P and the characterization of MDR phenotype in biopsy
material could be important in the overcome of the resistance to cancer
chemotherapy.
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INTRODUCCION

Laresistencia oncol dgica a agentes antineopl asicos se con-
siderauna de las mayores causas de fallo clinico (1) en € trata
miento quimioterapico de pacientes afectos de cancer (2-4).
Los tumores desarrollan o adquieren resistencia durante e cur-
so del tratamiento a pesar de haber presentado respuestainicial
a mismo (5,6). Se estimaque laresistenciaalas drogas utiliza-
das contribuye a mas del 90% de las muertes por cancer (7,8);
por lo que es éste un problema importante que requiere ser
abordado con lamayor eficaciaposible (9).

¢Cbdmo se produce esta resistencia? ¢Como puede evi-
tarse? Estas son las preguntas de interés que se plantean ala
hora de abordar este problema. La tasa de mutacion normal
en una poblacion celular se calculaen 1 por cada 105 — 108

Trabajo aceptado: 29 de noviembre de 2001

células. Un tumor de 1 cm de diametro posee cientos de
millones de células y en caso de existir o aparecer una célu-
laresistente, el tratamiento la seleccionaria, ocasionando
posteriormente una recidiva resistente (10).
Experimentalmente se han obtenido tumores resistentes
adrogas por seleccion in vitro de lineas celulares capaces
de crecer en concentraciones crecientes de varios agentes
citotdxicos (11,12). La caracterizacion de model os tumora-
les seleccionados para resistencia a colchicina, vincristina,
vinblastina, taxol, actinomicina D, daunorubicinay adria-
micia han revelado fenotipo de resistencia a multiples dro-
gas, en la cual laresistencia al agente de seleccion esta
acompafiada por resistencia cruzada a drogas citotéxicas de
estructuray funcion no relacionada (2,13,14). Este fenéme-
no se denomina resistencia a multiples drogas (MDR) (15).
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Existe, por tanto, la posibilidad de que si las células tumora-
les expresan este fenotipo, puedan desarrollar resistencia
aln con una guimioterapia de combinacion (16).

AGENTES ANTINEOPLASICOS. MECANISMOS DE ACCION Y TIPOS

L os agentes quimioterapicos actlan interfiriendo en los pro-
cesos fisioldgicos de la proliferacion celular. Sus principales
objetivos son la sintesis de nucledtidos, de ADN, ARN y prote-
inas; inhibiendo las enzimas involucradas en estas rutas meta-
bdlicas. Sin embargo, otros agentes interfieren con los mecanis-
mos de reparacién del ADN, provocan roturas en lacadena o
simplemente impiden el ensamblaje de |os microtibul os; oca-
sionando, en todo caso, la muerte celular. Los principales citos-
téticos se encuentran resumidos en latabla | (17-21). Estos
agentes se pueden agrupar de acuerdo con su efecto predomi-
nante sobre el ciclo celular. Asi, se distinguen los fases especifi-
cosy no fase especificos; y éstos Ultimos a su vez se subdividen
en ciclo especificos y no cicloespecificos (Tablall) (17).

AGENTES FASE-ESPECIFICOS

Sélo son eficaces sobre las células que se encuentran en
una determinada fase del ciclo celular. El aumento de dosis
no se correlaciona con un incremento en la destruccion
celular. Si el agente quimioterapico se expone durante un
periodo de tiempo, mas células tumoral es podran entrar en

TABLA I

CLASIFICACION DE LOS AGENTES
QUIMIOTERAPEUTICOS SEGUN SU RELACION CON
EL CICLO CELULAR

Agentes quimioterapéuticos

Fase especificos: Especificos de las fases G,, G,, S,

G, M

No fase especificos: Especificos del ciclo celular
No ciclo especificos

lafase del ciclo celular en la que el agente es activo, y por
tanto podra aumentar la destruccion celular. Ej.: L-asparra-
ginasa (fase G,), antimetabolitos (fase S) y los alcaloides de
lavinca (fase M).

AGENTESNO FASE ESPECIFICOS

Son activos en cualquier fase del ciclo celular, y por tan-
to, suelen poseer una curva dosis-respuesta lineal; es decir,
amayor dosis administrada mayor fraccién de células des-
truidas. Se distinguen a su vez dos tipos:

—Agentes ciclo especificos: Actlan sobre las células
con capacidad de division; es decir sobre células localizadas
en cualquier fase del ciclo celular: G,, G,, So M. Ej.: agen-
tes alquilantes.

TABLA |

CITOSTATICOS USADOS EN QUIMIOTERAPIA DEL CANCER

Antimetabolitos Analogos del acido félico:

Analogos de la pirimidina:

Anélogos de las purinas:

Metotrexato

Arabinésido de citosina (Ara-C),
5-fluorouracilo (5-FU)

6-mercaptopurina (6MP), 6-tioguanina (6TG),
Deoxicoformicina, 2-clorodeoxiadenosina, Fludarabina

Antibiéticos antitumorales
Puromicina, Paclitaxel

Mitoxantrone, Bleomicina, Actinomicina D, Mitomicina C, Gramicidina D,

Antraciclinas: Doxorrubicina, Daunorrubicina, Adriamicina, Idarrubicina, Epirrubicina

Agentes alquilates

Mostaza Nitrogenada, Mecloretamina, Ciclofosfamida, Cisplatino, Ifosfamida, Cloram-

bucil, Melfalan, Busulfano, Dacarbazina (DTIC)
Nitrosoureas: Bis-cloronitrosourea (BCNU), Cis-cloroetilnitrosourea (CCNU)

Alcoides vegetales Colchicina

Alcaloides de la vinca: Vincristina, Vinblastina, Vindesina

Epipodofilotoxinas:

Etopdsido/VP-16, Tenopdsido/VM-26

Taxanes Taxol, Taxotere

Inhibidores de la
topoisomerasa |

Topotecén, Irinotecan

Miscelanea
asparaginasa

L-asparaginasa, Hexametilmelamina, Hidroxiurea, Procarbazina, M-Amsa, Hidrea, L-

Modificado de Gonzélez y cols. (1992); Ozols, (1992); Mitsuhashi et al., (1992); Mehta et al., (1992); Rankin y Kaye, (1990).
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—Agentes no ciclo especificos: Pueden destruir células
sin capacidad de division, o sea, células en fase G,. Ej.:
antibi6ticos antitumoral es.

EL FENOTIPO DE RESISTENCIA A MULTIPLES DROGAS (MDR)

Las dos principales manifestaciones de la resistencia a
drogas son: resistencia intrinseca, la cual esté relacionada
con el fallo de laquimioterapiainicial y resistencia adquiri-
daenlaqueinicialmente el tumor responde ala quimiotera-
pia pero mas tarde se vuelve resistente al tratamiento inicial
y ademas alaterapia con otras drogas diferentes (22-24).

Los mecanismos de resistencia observados en células
MDR son (3,4,8,25):

—Disminucion en la acumulacion intracelular de droga.

—Sobreexpresion de la glicoproteina-P (Gp-P).

—Inactivacién metabdlica de drogas, mediada por gluta-
tion (GSH).

—Resistencia mediada por topoisomerasas.

—Reparacion y/o tolerancia a dafio celular inducido por
drogas.

En latablalll se exponen los mecanismos de resistencia
alaquimioterapia (3); los cuales corresponden a factores

TABLA Il

MECANISMOS DE RESISTENCIA
A LA QUIMIOTERAPIA
1. Factores del hospedador:
Alteraciones cinéticas
— Disminucion en absorcion-activaciéon de droga
— Aumento en excrecion-degradacion de droga
— Alteracidén en proteinas de transporte

2. Factores del tumor:
Metastasis

3. Factores celulares:

Alteraciones en la permeabilidad de la membrana
plasmética

Disminucion en acumulacion de droga
— Disminucion del influjo
— Aumento del eflujo (Gp-P)

Alteraciones en metabolismo celular
— Disminucion de la activacion
— Aumento de la degradacién

Aumento niveles de moléculas detoxificantes
— Glutatién
- GST
— Catalasa
— Metalotioneinas
Aumento de enzimas neutralizadoras
de radicales libres

— Catalasa

— Superoxidodismutasa
Reparacién de DNA
Tolerancia al DNA dafiado
Alteracion en los objetivos celulares

Obtenido de Pérez y cols. (1993), modificado.
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del hospedador, del tumor o celulares. Una vez que ladroga
ha alcanzado el citoplasma, se expone a diferentes mecanis-
mos de detoxificacion. Algunos de ellos siempre estan pre-
sentes, mientras que otros son inducidos por la presencia de
ladroga. Incluso cuando el citostatico ha alcanzado su Ulti-
mo objetivo y ha provocado dafio en el ADN, algunas célu-
las son resistentes a causa de la gran capacidad de repara-
cion de ese dafio (26).

También se han encontrado niveles elevados de enzimas
metabolizadoras de radicales libres tales como superoxido
dismutasay catalasa, asociadas alaresistencia a drogas (4).
La Gp-P asociada a multirresistencia es corrientemente el
mejor aspecto farmacol dgico, bioquimico y genético carac-
terizado y representa una de las mayores barreras para el
éxito de la quimioterapia del cancer (27). Se han encontrado
niveles relativamente elevados en muestras diversas de
biopsias de una gran variedad de tipos tumorales (12). Las
células tumoral es son mas eficientes que las normales en
cambiar su respuesta ala quimioterapiay convertirse en
resistentes. Asi mismo, son méas mutagénicas que las nor-
males y sus poblaciones mas heterogéneas (26).

L os progresos de la biologia molecular permiten ahora
un mejor conocimiento de los fendmenos de resistencia, o
gue permitira un nuevo abordamiento terapéutico en €l tra-
tamiento del cancer (28). Por tanto, los pardmetros que nos
permitan predecir el curso de la enfermedad pueden ayudar-
nos a encontrar estrategias terapéuticas adecuadas (29).

Actualmente, s6lo el desarrollo de nuevas drogasy el
uso de terapia de combinacién produce las mejores respues-
tas al tratamiento. Un incremento en laintensidad del trata-
miento, dando mayores dosis en periodos de tiempo mas
cortos, parece ser una forma de prevenir el desarrollo de
resistencia a drogas (30).

DISMINUCION DEL ACUMULO INTRACELULAR DE DROGASEN
CELULASMDR

La resistencia a multiples drogas esta asociada con una
reduccion en laacumulacion intracelular de drogas (13,15), a
comparar las lineas celulares MDR con sus respectivas lineas
parentales sensibles. La causa puede ser una menor permeabi-
lidad celular a la droga o que ésta sea expulsada al exterior.
Ademés, se havisto que laacumulacién de drogaestainversa
mente relacionada con €l incremento de resistencia que se
produce en una sel eccién secuencia (18,25,26).

Para explicar este fendmeno se propusieron dos mecanis-
mos diferentes:

—L as drogas entran en la célula de forma normal, pero
son eliminadas por la accion de una bomba extrusora, depen-
diente de energia, que opera con gran capacidad en células
multirresistentes.

—Una barrera de permeabilidad dependiente de energia
controla la droga que entra en las células, la cua actGa con
gran eficaciaen células resistentes.

Actualmente se piensa que la disminucion intracelular de
drogas es € resultado del aumento de actividad de una bomba
extrusora dependiente de energia (23,31,32), ya que utilizan-
do inhibidores de lafosforilacion oxidativaen medio deficien-
te en glucosa, se produce un incremento en los niveles de dro-
gaintracelulares, similar alos observados en células sensibles
(26). Por otro lado, parece ser que € influjo de drogas, atribui-
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do a mecanismos de difusién pasivay transporte mediado, no
se ve alterado en células MDR; s bien, en lineas celulares
sensibles y resistentes de hamster chino el eflujo inhibe al
influjo, observandose un efecto mayor en células resistentes a
multiples drogas. Este hecho sugiere que las vias de influjo y
eflujo interaccionan y no son completamente independientes.
Parece ser que ambos mecanismos propuestos (bomba extru-
sora y barrera de permeabilidad) no son mutuamente exclu-
yentes (33).

No todas las drogas se ven involucradas en el fenotipo
MDR. Todos |os regimenes quimioterapicos de primera gene-
racién usados contenian al menos dos drogas no extruidas por
la Gp-P; por lo que ha habido una tendencia hacia el disefio de
regimenes de quimioterapia combinada de segunda y tercera
generacion, que incluyen agentes que no son eliminados por
esta glicoproteina (34).

SOBREEXPRES ON DE LA GLICOPROTEINA-P

El estudio de las alteraciones en la respuesta a diversos
compuestos y la comparacion de las membranas celulares
de células sensibles y multirresistentes (MDR), han puesto
de manifiesto cambios en la estructuray funcién de la mem-
brana plasmética (26). El hallazgo mas importante, descu-
bierto en células de hamster chino resistentes a colchicina
(15), ha sido |a sobreexpresién de una glicoproteina de alto
peso molecular (170 kDa) (2), denominada glicoproteina-P
o glicoproteina P-170 (3,23,26,32,35). Se han observado un
gran nimero de similitudes entre moléculas de Gp-P de
diferentes lineas celulares, tales como glicosilacion, fosfori-
lacién,...etc. La sobreexpresion de esta proteina (31,36),
codificada por el gen MDR1, es |laresponsable de la dismi-
nucion en el acimulo intracelular de drogas antineoplasicas
observado en células multirresistentes (13,37). El grado de
resistencia usual mente, pero no siempre, se encuentra corre-
lacionado con los niveles de expresion de Gp-P cuando una
linea celular se hace progresivamente més resistente in vitro
(15,35,38).

La Gp-P se conserva en tamafio y reactividad inmunol 6gi -
caentre especies y en todas €ellas se encuentra asociada con la
resistencia a multiples drogas. Se ha observado una pequefia
pero consistente diferenciaen el peso molecular aparente dela
Gp-P en sublineas celulares diferentes seleccionadas frente a
colchicina 'y daunorubicina. De esta forma, los andlisis reali-
zados a Gp-P (150-180 kDa) de varias sublineas MDR de
hamster, seleccionadas con distintas drogas, dan como resul-
tado una heterogeneidad en el tamafio y carga; sugiriendo la
existencia de una familia de moléculas relacionadas (39).
Estas glicoproteinas de membrana son completamente analo-
gas ala Gp-P. La conservacion de la estructura molecular de
esta glicoproteina entre especies de mamiferos y su deteccién
a bgjos niveles en lineas celulares sensibles a drogas indican
gue debe ser un importante componente de la membrana plas-
mética de estas células (33).

Se ha encontrado expresion de Gp-P aaltos nivelesen teji-
dos normales de higado, pancreas, rifion (tUbulos renales),
colon, yeyuno y cortex adrena (8,33,40). Esto sugiere que
podriatener un papel fisioldgico en procesos de secrecion. En
tejidos tumorales se ha visto que la correlacion entre €l incre-
mento de expresion de Gp-P y la resistencia a multiples dro-
gas debe ser la causa del fenotipo MDR (41).

Ademas de la Gp-P, se ha encontrado en células multirre-
sistentes |a sobre-expresion de otra proteina de membrana con
actividad ATPasa de 190 kDa, denominada “multidrug resis-
tance-associated protein” (MRP) (42,43) que igual que la Gp-
P mantiene bajos niveles intracelulares de quimioterapicos.
Laexpresion de la proteina MRP esté asociada con altos nive
les de glutation S-transferasa (44) y en algunos tipos celulares
Se expresa conjuntamente con la Gp-P (45).

ESTRUCTURA DE LA GLICOPROTEINA-P

La Gp-P ha sido caracterizada bioguimicamente como una
glicoproteina de membrana plasmética que se extiende en la
bicapa lipidica, la cua actiia como una bomba de membrana
que activamente exporta drogas al exterior celular (46). La
porcion de Gp-P expuesta en la superficie celular es reactiva
con la técnica de union de carbohidratos de superficie y es
ademas susceptible ala digestion proteolitica. EIl mapeo delos
epitopos con anticuerpos monoclonales ha permitido localizar
el extremo C-terminal de la molécula en la parte citoplasméti-
cade lamembrana (33).

ANALISISDE LA SECUENCIA DE LA GLICOPROTEINA-P

El andlisis de la secuencia de ADNc procedente de lineas
celulares de ratén, hamster y humanos, que codifican para €
gen de la Gp-P ha permitido conocer la secuencia completade
amino&cidos de la molécula. La secuencia de raton presenta
1.276 aminoacidos mientras que la humana contiene 1.280
(2,8,13,15,39). Se les calcula una masa molecular de 140 y
141 kDa, respectivamente. Estos valores coinciden con €
tamafio estimado de 140 kDa para la porcién polipeptidica de
laGp-P (37).

Se ha detectado en lineas celulares de macrofagos de raton
la presencia de dos moléculas precursoras de Gp-P diferentes;
unade 120 kDay otrade 125 kDa. El precursor de 120 kDa se
convierte en una proteina madura de 130 kDa, mientras que el
precursor de 125 kDa madura en proteina entre 135-140 kDa,
observandose variaciones en tamafio de una linea celular a
otra. Estudios posteriores han identificado la existencia de dos
mol éculas de Gp-P diferentes, que se producen en lineas cel u-
lares MDR diferentes. Las diferencias funcionales de estas
dos isoproteinas de Gp-P estriban en la mayor eficiencia que
presenta la proteina producida a partir de la molécula precur-
sora de 120 kDa; ya que células que expresan este precursor
Son casi cuatro veces més resistentes. Se ha podido comprobar
gue las dos isoproteinas de Gp-P encontradas en células MDR
corresponden a los productos génicos de los genes mdrlay
mdr1b, los cuales son funcionalmente diferentes (39). En el
hombre, la proteina precursora de 140 kDa se convierte gra
dualmente en 170 kDaen un periodo entre 2 y 4 horas (2).

En cada caso, lamolécula de Gp-P consiste en dos mitades
homologas (dimero) (8,47-49), unidas entre si. Cada mitad de
la molécula presenta seis dominios hidrofdbicos transmem-
branales unidos (2,13,50), dispuestos en tres pares y asociados
con un dominio hidrofilico C-terminal que contiene la secuen-
cia consenso de union e hidrélisis del ATP (2,15,37). La
secuencia de aminoéacidos contiene un extenso segmento
hidrofébico en € extremo N-terminal (Fig. 1) (49). Los seg-
mentos transmembranales en la membrana plasmética estén
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orientados de forma que € extremo C-terminal se sitGe en €
lado citoplasmico de la membrana. Los tres pares de segmen-
tos transmembranales estan separados por largas cadenas de
aminoécidos en |la cara citopldsmica de la membranay cortas
cadenas en la superficie celular (33). Ademés, la molécula
presenta una cadena externa de carbohidratos, situada sobre la
cadena exterior de aminoacidos que une los dos primeros seg-
mentos transmembranal es, cerca del extremo N-terminal de la
molécula (Fig. 1) (51). Al menos 20 kDa de los 170-180 kDa
de la proteina son debidos a los carbohidratos. Existen fuertes
evidencias para asegurar que la porcién exterior de carbohi-
dratos no interviene en € transporte de drogas o reconoci-
miento.

El estudio de las secuencias de Gp-P muestra una estructu-
ra altamente conservada en la porcién transmembranal N-ter-
minal, la cua contiene las caracteristicas de un dominio en
forma de canal. Los dominios intracitopldsmicos de unién e
hidrélisis del ATP forman un poro y act(lan conjuntamente en
e transporte activo de drogas a exterior celular (Fig. 1)
(15,26). Esta proteina actia como una bomba extrusora
dependiente de energia. El eflujo se redliza a través del poro
directa o indirectamente, tras la union a moléculas transporta-
doras que pueden ser un péptido o una proteina (4).

MUTACIONES DE LA GLICOPROTEINA-P EN LA ESPECIFICIDAD POR
EL SUSTRATO

En estudios realizados sobre células de carcinoma humano
KB, resistentes a colchicina, se havisto que laresistenciaala
droga de seleccion estda acompariada por una disminucion de
laresistencia a vinblasting, y que simultaneamente se produ-

Fig. 1. Estructura tridimensional de la glicoproteina-P. Esta molécu-
la presenta una region formada por doce subunidades ancladas en
la membrana. En el centro de esta porcion se sitGa un canal por
donde se extruyen las drogas. Ademas, presenta una porcion intra-
celular donde radica la actividad ATPasa y una cadena extracelular
de carbohidratos.
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cen mutaciones puntuales en e gen MDR1,; las cuales condu-

cen alasustitucion de la Gly-185 por Val-185 en la secuencia
de aminoécidos de la Gp-P (2,52). Esta mutacién se ve ampli-

ficada al producirse laamplificacion del gen MDR1, siendo la
responsabl e de alteraciones en |os patrones de resistencia cru-

zada. Los transfectantes que expresan esta Gp-P mutante pre-

sentan un fuerte incremento en su resistencia a colchicina y
etopdsido asi como una disminucion en su resistencia a los
alcaloides de lavincay actinomicina D (13,53). El aminoaci-

do 185 se encuentralocalizado en la primera regién hidrof6bi-

ca, del lado citoplasmico, de la Gp-P, y esta estrechamente
relacionado con las interacciones entre las drogas y la Gp-P
(2). La sustitucion del aminoécido en esta posicién podria
cambiar laespecificidad delaglicoproteinaen el transporte de
agentes antineoplasicos, provocando una ateracion en la
unién con ladroga o en la eliminacion de la droga al exterior

celular. Esta mutacion atera més la eficiencia en la diso-

ciacion de ladroga con la Gp-Py su éliminacion de la célula,

guelauniéninicia al citostético (13).

Sin embargo, en un estudio reciente sobre lineas KB trans-
fectadas con ADNc se ha observado que la Gp-P mutante con-
duce alas células a un incremento en laresistenciaa etopdsi-
do (VP16) asi como a vincristing, actinomicina D y taxol.
Investigaciones posteriores, realizadas con andlogos de dro-
gas fotoactivos, han mostrado que lalinea celular mutante une
menos col chicinay més vinblastina que la cepa silvestre. Esto
sugiere que la alteracion de laresistencia podria no ser debida
aunaasociacion inicial de ladroga con la Gp-P, pero si auna
disociacion de ambas (2).

HOMOLOGIA DE LA GLICOPROTEINA-P CON OTROS SISTEMAS DE
TRANSPORTE

Existe un marcado grado de conservacion en la secuencia
de aminoécidos del extremo C-terminal no solo entre molécu-
las de Gp-P de diferentes especies de mamiferos sino también
entrela Gp-Py otras proteinas bacterianas (54), como lahlyB.
L os estudios realizados sobre laimportancia funcional de esta
seccion, altamente conservada, han mostrado la existencia de
una gran homologia con proteinas de transporte bacterianas
gue unen a ATP, tales como: his-P, malK, oppD, pstB, rbsA
(37). Todas estas proteinas constituyen sistemas de transporte
de sustrato de alta afinidad compuestos de una proteina peri-
plasmica de unién al sustrato, dos proteinas de membrana
hidrofébicasy la proteinade union al ATP (33).

La comparacion de la secuencia de aminoécidos de la Gp-
Py las proteinas de transporte bacterianas muestra claramente
que la porcion C-terminal de cada mitad de la molécula de
Gp-P contiene una unidad funcional de unién al ATP. El gra-
do de homologia entre la Gp-P de mamifero y las proteinas de
transporte bacterianas es comparable al grado de homologia
entre las proteinas de transporte bacterianas entre si (54). La
glicoproteina-P comparte una gran homologia con varios
transportadores bacterianos, principalmente en la conserva
cion del dominio de union e hidrolisisdel ATP (11), los cua
les estén involucrados en laincorporacion de pequefias molé-
culas, tales como iones, aminoécidos, péptidos y azucares
(TablalV) (15,37).

Lagran homologia entre cada mitad de la molécula de Gp-
Py la proteina de membrana bacteriana HlyB (8), transporta
dora de alfa-hemolisina (2), sugiere que € gen de la Gp-P



482 M. J. RUIZ GOMEZ ET AL.

AN. MED. INTERNA (Madrid)

TABLA IV

PROTEINAS HOMOLOGAS U ANALOGAS
A LA GLICOPROTEINA-P

Transportador Organismo Sustrato

MDR1 Humano Drogas MDR; ?
MalK E. coli Maltosa
OppD,F S. typhimurium alfa-hemolisina
HlyB E. coli Arsenato
ArsA,B,C Bacteria Pigmentos
White, Brown  D. melanogaster Factor-a

STE6 S. cerevisiae ?

pfMDR P. falciparum ?

CFTR Humano

Adenil-ciclasa ~ Bovino AMPc (?)

Obenido de Biedler (1992).

pueda haberse originado por la duplicacién en tandem de un
gen ancestral como el HlyB (13). El extremo C-terminal de
esta proteina contiene el dominio de unién a ATP, €l cual es
idéntico al delaGp-P en & 50 % de sus aminoécidos (2). Una
de las proteinas de transporte bacterianas, RbsA, la cua com-
parte homologia con HlyB y Gp-P en este dominio, también
consiste en una molécula duplicada en tandem. El gen ances-
tral de Gp-P puede haber evolucionado en unafamilia multigé-
nica através de duplicaciones adicionales del gen. El andlisis
de la secuencia de la mitad 3' de genes de Gp-P de hamster
(papl, 2y 3) revela que la organizacion intron-exon se conser-
vaentre los miembros de la familia génica, indicando que ya
estaba establ ecida antes de su desarrollo. La estructura de estos
genes parece estar conservada entre especies, aungue €l patrén
de expresion varia entre diferentes células y tejidos (33).

Aunque se han descubierto més de 30 proteinas de unién
a ATP con estructura y/o funcién similar a la Gp-P, sdlo
algunas de dllas estan presentes en células eucariotas. Asi, €
producto del gen STE6 de Saccharomyces cerevisiae es €
exportador de la feromona factor-a (MAT) (55); y € gen
pfmdrl se encuentra implicado en la resistencia a cloroguina
de Plasmodium flaciparum (2,56). El producto génico, CFTR,
de la fibrosis cistica es un miembro de la superfamilia de
transportadores de proteinas procariotas y eucariotas. La ade-
nil-ciclasa es un buen gemplo de proteina andloga, con una
pequefia secuencia idéntica ala Gp-P pero de topologia consi-
derablemente similar. Parece ser que esta proteina puede
actuar exportando de lac8ulael AMPc sintetizado (57).

La homologia encontrada entre todos estos sistemas de
transporte y la Gp-P estriba en laidentidad de |a secuencia de
aminoacidos y la similitud funcional; particularmente larela-
cionada con €l papd de la hidrélisis del ATP para la produc-
cion de energia en los procesos de transporte de membrana
(15).

MODELO DE FUNCIONAMIENTO DE LA GLICOPROTEINA-P

La informacién obtenida del andlisis de la secuencia de
aminoacidos de la Gp-P de células de raton, humanas y hams-
ter ha dado como resultado un modelo estructural de esta pro-
teina de membrana (Fig. 1). La Gp-P forma un cana en la

membrana plasmética y transporta drogas fuera de la célula
usando la energia derivada de la hidrdlisis del ATP (Fig. 2)
(11,12). Cada mitad de la molécula no acta independiente-
mente en € transporte de drogas, ya que la inactivacion de
uno o dos puntos de unién e hidrélisis del ATP conllevaala
pérdida de la actividad de esta proteina (15).

En una version de este modelo las drogas se unen ala Gp-
P directamente y después son eliminadas de la célula. En este
punto hay que hacer dos consideraciones:

—La unién de la droga a la Gp-P debe ser reversible ya
gue las moléculas de droga tienen que ser eliminadas de la
superficie celular.

—L atransfeccion de ADNc de Gp-P acélulas sensibles da
como resultado resistencia cruzada a drogas no relacionadas
estructuralmente; por lo que la molécula de Gp-P debe tener
sitios de unién para un diverso grupo de drogas, probablemen-
te en su dominio hidrofébico.

Existe evidencia experimental para sostener esta version,
yaque se han observado en lineas celulares MDR vesiculas de
membrana que sobreexpresan una proteina de 150-180 kDa,
la cual presenta puntos especificos de unién para vinblastina.
Esta union es inhibida por dos de las drogas con las que pre-
sentan resistencia cruzada (vincristinay daunorubicing). Este
hecho sugiere que estos citostéticos pueden competir por €l
mismo punto de unién o unirse a sitios extremadamente adya
centes (33). La Gp-P también une a otras drogas involucradas
en € fenotipo MDR, tales como colchicinay actinomicina D,
las cuales no compiten por e punto de unién para vinblastina
en las vesiculas de membrana (15).

La reversion de la resistencia a multiples drogas puede
ocurrir por lainhibicion de launidn de las drogas con la Gp-P.
Existen dos evidencias que sugieren que puede haber multi-
ples dominios de unién adrogas en la Gp-P:

—Lainhibicién de la union de andlogos de lavinblastinaa
la Gp-P no esta relacionada con la habilidad para revertir la
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Fig. 2. Resistencia mediada por glicoproteina-P. La proteina sinteti-
zada se coloca en la membrana plasmatica. Las drogas que entran
en la célula son expulsadas al exterior a través del poro que forma
esta molécula. El proceso se realiza mediante la energia liberada de
la hidrolisis del ATP. Las moléculas como el verapamil son capaces
de inhibir este eflujo, provocando una acumulacién intracelular de
droga.
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resistencia a varios compuestos tales como trifluoperazina y
cloroquina (33).

—Drogas como colchicina y actinomicina D, que estan
involucradas en el fenotipo MDR no compiten por €l sitio de
union a vinblastina en las vesiculas de membrana de células
multirresistentes (15).

En la segunda version del modelo de funcionamiento, una
proteina de unién ala droga es transportada fuera de las célu-
las por la Gp-P, que actia como una bomba (8,35), de forma
similar a la exportacion de alfa-hemolisina por HIyB de E.
coli (9,13,15). Las drogas se unen irreversiblemente a esta
proteinay e complejo droga-proteina es eliminado de la célu-
la. Esta proteina de union puede ser un componente celular
expresado normalmente, pero debe ser producido en cantida
des suficientes ya que se exporta continuamente.

La Gp-P ha sido purificada a partir de extractos de mem-
branay se ha observado que presenta actividad ATPasa. Esto
permite determinar si la hidrélisis del ATP por la Gp-P esta
emparejada a eflujo de droga, tal como predice este modelo.
La exagerada presencia de una molécula complgja como la
Gp-P en la membrana plasmética de células MDR produce
muiltiples efectos sobre la estructura y funcion de la misma,
incluyendo permeabilidad y respuesta a agentes activos de
membrana tales como ionéforos, anestésicos locales y deter-
gentes no-ionicos. Laresistenciaa colchicinaen células MDR
muestra caracteristicas que indican la existencia de una barre-
ra de permeabilidad dependiente de energia. La colchicina se
une con gran afinidad a su objetivo intracelular, latubuling, y
parece ser que un mecanismo de eflujo de drogas puede com-
petir con latubulina por la colchicinaintracelular (33).

REGULACION DE LA GLICOPROTEINA-P POR LA PROTEINA
QUINASA C

La proteina quinasa C (PKC) juega un papel importante en
la resistencia a multiples drogas (58,59). Varias modificacio-
nes post-translacionales de la molécula de Gp-P tales como
glucosilacion y fosforilacion podrian ser consideradas como
posibles mecanismos de modulacién de su funcion; ya que
contiene un gran componente de carbohidratos que supone
aproximadamente e 20 % de su masa molecular relativa y
ademés la Gp-P puede ser fosforilada in vivo e invitro (60).
Las células mutantes MDR deficientes en glucosilacion no
presentan cambios en los patrones de resistencia cuando se
comparan con las células parentales (2).

Parece ser razonable que las diferencias de fosforilacion
puedan jugar un papel importante en la alteracion del fenotipo
MDR. En consecuencia, se ha visto en células resistentes una
alteracion en las actividades enziméticas de varias quinasas
ylo fosfatasas (61). La Gp-P esfosforilada en la porcién basal
por laPKC, lo que afecta a transporte de drogas. Esta fosfori-
lacion se incrementa dos veces mediante € tratamiento con
ésteres de forbol, en algunas lineas celulares de carcinoma.
Sin embargo, la estaurosporinay el H7, inhibidoresdelaPKC
y delaactividad de la proteina quinasa dependiente de AM P,
no afectan a la tasa de fosforilacion de la Gp-P. En estudios
realizados sobre células HL60 resistentes a vincristina se ha
demostrado que existe otra proteina quinasa (PK 1) asociada a
la membrana, la cual también fosforila a la Gp-P en residuos
de serina y treonina, pudiéndose regular asi los niveles de
resistencia a multiples drogas (62,63).
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Laactividad de la Gp-P puede ser regulada por los agentes
quimioterapéuticos. Este modelo (Fig. 3) predice que la expo-
sicion de las células a las sustancias anfipaticas, tales como
antraciclinas, activa lafosfolipasa C (PLC), lacual catalizala
conversion de fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP2) en inosi-
tol 1,45-trifosfato (IP3) y 1,2-diacil-glicerol (DAG). El
aumento de los niveles de DAG en la membrana da como
resultado latraslocacion de la PKC alamembrana plasmaética,
donde fosforilaala Gp-P. Lafosforilacion de la Gp-P aumen-
talaactividad extrusoray conduce ala eliminacion de la dro-
gade lamembrana, con lo cua vuelve la actividad delaPLC
a su estado basal. Tras el metabolismo de DAG, la Gp-P es
desfosforilada gracias a la accion de fosfatasas especificas de
serinaltreoning, las cuales hacen que vuelva a su estado basal.
La actividad de las fosfatasas podria ser incrementada
mediante laliberacion de calcio intracelular del reticulo endo-
plasmico por el IP3 (31). En consonancia con esta alteracion,
los grupos fosfato de la Gp-P son metabdlicamente activos y
la proteina sufre ciclos rapidos de fosforilacién y desfosforila
cién; lo que sugiere que este hecho juega un papel importante
en la actividad bioldgica de esta molécula de transporte (64).
Las alteraciones del estado de fosforilacion de la Gp-P pare-
cen estar involucradas en |os mecanismos de accién de varios
compuestos que aumentan la acumulacién de droga en células
MDR, resultando en una reversién de la resistencia a drogas.
Asi, e verapamil y la trifluoperazina, entre otras, revierten
parcialmente la multirresistencia. Cambios en la fosforilacién
de proteinas parecen estar también involucrados en la rever-
sion de lamultirresistencia por estos compuestos (33).

Fig. 3. Regulacion de la actividad de la glicoproteina-P por la pro-
tefna quinasa C (PKC). La fosfolipasa C (PLC) es activada por las
drogas antitumorales para catalizar la conversion de fosfatidil-ino-
sitol 4,5-bifosfato (PIP2) en inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 1,2-dia-
cil-glicerol (DAG). La produccion de DAG conduce a la transloca-
cién de la PKC a la membrana celular donde fosforila a la Gp-P
aumentando su actividad. La extrusiéon de droga de la célula inacti-
va la PLC y el DAG es metabolizado. Posteriormente, la Gp-P es
defosforilada por la accion de fosfatasas serina/treonina, las cuales
fueron activadas por el calcio liberado del reticulo endoplasmico
por el IP3.
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PLANTEAMIENTOS PARA EL FUTURO

Las células cancerigenas fallan en su respuesta ala quimiote-
rapia por muchas razones. Algunos investigadores dudan en la
relevancia de los mecanismos bioquimicos de laresistenciaa
drogas porque factores relativos a hospedador, tales como
absorcion de droga, distribucién, metabolismo, excreciony el
falo en el desarrollo de una dosis adecuada, no son los Unicos
que pueden influir en la respuesta de los tumores. Otros factores
importantes a tener en cuenta son el tamafio tumoral, cinética
celular, suministro vascular, inmunocompetencia, grado de oxi-
genacion y pH. Las células cancerigenas pueden mostrar resis-
tenciaintrinseca o adquirida a alguna droga por muchos meca-
nismos diferentes (26).

El desarrollo de nuevos agentes, que puedan tener diferen-
tes mecanismos y puntos de accion sera de especia interés;
asi como la investigacion de nuevos objetivos celulares. En
este sentido sera importante e estudio de la especificidad de
agentes contra las células malignas (21,27).
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