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Introduccion

Alrededor de un 90 % de todas las muertes por cancer estan influenciadas por la
aparicion, en algin momento de la evolucion de esta enfermedad, de resistencia tumoral
a los tratamientos citostaticos', por lo que la magnitud de este problema es considerable,
teniendo en cuenta que el cancer sera, en unos afios, una de las primeras causas de
mortalidad®.

Existen tumores con resistencia natural intrinseca a los citostaticos, y otros que a pesar
de mostrar sensibilidad inicial a un régimen de quimioterapia, progresivamente se
vuelven refractarios (resistencia adquirida).

Para estudiar las bases de la resistencia tumoral en el laboratorio se han seleccionado
diversas lineas de células tumorales mediante la exposicion a concentraciones crecientes
de agentes citotéxicos®. Ante unas condiciones apropiadas de seleccion, las células
pueden adquirir simultaneamente resistencia frente a un grupo diverso de farmacos de
origen natural. Cuando se usa, por ejemplo, vincristina para seleccionar células
resistentes, las celulas aisladas son no sélo resistentes a vincristina y a otros alcaloides
de la vinca sino que también pueden tener resistencia cruzada con todos los farmacos de
este grupo de productos naturales (tabla 1). Este fendmeno de resistencia simultanea a
maultiples agentes diferentes no relacionados estructural o funcionalmente se ha
denominado resistencia pleotropica 0 MDR (del inglés multidrug resistance, resistencia
a multiples agentes). La MDR incluye la resistencia a muchos productos naturales
aislados de microorganismos o de plantas, aungue no la resistencia a agentes de sintesis,
como el cisplatino o los agentes alquilantes. Por tanto, si se puede inducir la expresion
del fenotipo MDR en las células tumorales en cultivo en el laboratorio, la existencia en
la clinica de este mecanismo podria explicar al menos en parte la resistencia tumoral
observada a pautas de quimioterapia con multiples agentes.
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El descubrimiento de la glucoproteina P

El fendmeno MDR fue identificado in vitro por primera vez por Biedler y Riehm en
1970*, que comprobaron coémo células tumorales en cultivo seleccionadas con
actinomicina D para adquirir resistencia frente a este agente, desarrollaban resistencia
frente a un amplio grupo de agentes citotoxicos no relacionados estructural o
funcionalmente, sin haber tenido exposicion previa a los mismos. El primer indicio
sobre la base bioquimica de este tipo de resistencia se debi6 a estudios que demostraron
una menor acumulacién de los farmacos en células con el fenotipo MDR?. Parecia que
los agentes citotoxicos entraban en la célula por difusion pasiva a traves de la membrana
plasmatica, pero estas células habian adquirido la capacidad de expulsarlos al exterior
celular. La disminucion en la acumulacién de los agentes citotdxicos dependia de la
produccién de ATP en las células resistentes. Fueron Ling et al® quienes comunicaron
que las células resistentes a multiples agentes seleccionadas con colquicina expresaban
concentraciones altas de una glucoproteina de membrana de 170 kD, denominada
glucoproteina P (g-P), que no estaba presente en las lineas celulares sensibles de las que
derivaban”?®.

Existen otras evidencias que sefialan al aumento en la expresién de la g-P como
causante del fendmeno MDR. El hallazgo en un gran nimero de lineas celulares
resistentes de amplificacion del gen que codifica la g-P, la correlacion del nivel de
expresion de g-P con el grado de resistencia, la posibilidad de conferir el fendmeno
MDR a lineas celulares sensibles mediante transferencia genética del ADN gendémico y
del ADNc de g-P procedente de lineas celulares resistentes, son algunas de ellas'®. Una
mutacion que produzca un cambio de un Unico aminoacido en la estructura de la g-P
puede conferir un fenotipo distinto de resistencia a farmacos™.

Estructura y funcion de la g-P

El gen que codifica la g-P, denominado mdrl, fue aislado en 1986 de una linea celular
muy resistente a citostéticos procedente de un carcinoma de cérvix'**2.

El gen mdrl humano se ha localizado en la porcién proximal del brazo largo del
cromosoma 7, especificamente en la banda 7g21-21.1 y, con frecuencia, se han descrito
distintas alteraciones cromosdmicas que acompafian a la adquisicion del fenotipo MDR
en lineas celulares tumorales humanas®.

El producto del gen mdrl es una proteina de 1.280 amino&cidos. Se deduce del anélisis
de la secuencia del ADNc que la g-P consiste en dos mitades casi idénticas. Cada mitad
contiene un dominio hidrofébico aminoterminal y un dominio hidrofilico
carboxiterminal. Cada dominio hidrofébico puede formar 6 regiones transmembrana, y
cada dominio hidrofilico contiene 2 regiones que, juntas, forman un lugar para union de
nucleotidos trifosfato (ATP). La porcién carboxiterminal de la g-P se encuentra en el
lado citoplasmatico de la membrana plasmatica, al igual que los lugares de unién del
ATP. Los 12 dominios transmembrana constituyen 6 pares, cada uno unido por un
dominio extracelular de pequefia longitud. Ademas, existen lugares que pueden ser
glucosilados en la primera region extracelular de la porcién N-terminal®.



Secuencias homologas con las regiones que se unen al ATP se han encontrado en
diversas proteinas bacterianas, que forman parte de sistemas de transporte de una
variedad de compuestos: oligopéptidos, ribosa, fosfato, histidina, maltosa, glutamina y
otros™®*™> La similitud entre la proteina HIyB de Escherichia coli y la g-P es
sorprendente, y afecta también a secuencias que no forman parte de las regiones que
unen ATP™. HIyB transporta hacia el exterior una hemolisina. También se ha
encontrado homologia de otras proteinas de transporte no bacterianas con la g-P, que
incluyen: una proteina de membrana relacionada con el transporte de pigmento ocular a
través de la membrana plasmatica en la mosca Drosophila melanogaster*’, el producto
del gen STES6 de la levadura Saccaromyces cerevisae™, el producto del gen responsable
de la fibrosis quistica™®, y otros.

Esta homologia con proteinas transportadoras, asi como la observacién constante in
vitro de una reduccion en la acumulacion intracelular de farmacos caracteristica de las
células MDR, sugieren que la g-P tiene una funcién de transporte.

Existe también evidencia directa de que farmacos del fenotipo MDR se unen
competitivamente a la g-P?>#, Vesiculas formadas por membranas aisladas procedentes
de células MDR pueden transportar productos naturales como vinblastina. Ademas, la
g-P purificada posee actividad de adenosintrifosfatasa, como era de esperar por la
presencia de secuencias que unen nucleétidos en la estructura de la g-P?* Estos datos
sugieren que la g-P funciona como una bomba transportadora hacia el exterior celular
de una amplia gama de farmacos mediante un proceso que requiere energia. El
transporte de farmacos puede ser una actividad mas, entre otras, de la g-P,
independiente de la posible existencia de una funcién fisiologica de transporte. Algunas
observaciones apoyan esta hipotesis, como la capacidad de algunos inhibidores de la g-
P, como los bloqueadores del calcio® o ciertos anticuerpos monoclonales®, de dafiar
células que expresan g-P en ausencia de citostaticos. Este hecho puede significar que la
g-P desempefia una importante funcion celular, aunque todavia no se conocen con
certeza los sustratos fisioldgicos de la g-P en las células humanas que la expresan.

En las células humanas hay un segundo gen mdr, denominado mdr2 o mdr3. Aunque
existe una gran homologia en la secuencia de este segundo gen con el mdrl,
experimentos en los que se inoculé mediante transfeccion el gen mdr2 en células
sensibles a farmacos del fenotipo MDR, no se consiguid inducir la aparicion de
resistencia en estas células®.

Expresion de la g-P en tejidos humanos normales

Un indicio sobre la existencia de una funcién fisiologica de la g-P ha sido su presencia
en diversos 6rganos Y tejidos. Para su deteccidn se han empleado métodos cuantitativos,
como Northern y slot blots?®?’, Western blot?*?°, y métodos semicuantitativos, como la
inmunohistoquimica mediante el empleo de anticuerpos monoclonales especificos que
reconocen diferentes epitopos de la g-P. Se han usado los anticuerpos C-219, JSB-1,
MRK-16, HYB-241, HYB-612 y otros>*>®,

Se ha detectado la presencia de g-P en la cara biliar de los hepatocitos, en la superficie
luminal de las células de los tubulos contorneados proximales del rifidn, en las células
epiteliales de la mucosa de la traquea y de los bronquios principales, en la superficie



apical mucosa del intestino delgado y grueso, en los conductos pancreaticos y en menor
medida en las células acinares del pancreas exocrino, glandulas sudoriparas y sus
conductos (cara luminal), células de la corteza suprarrenal (que muestra una de las
expresiones mas altas del organismo humano), células epiteliales de las glandulas
mamaria y prostatica de los adultos, algunas glandulas endometriales, la placenta
(trofoblasto), los capilares del sistema nervioso central, capilares del endoneuro de
nervios periféricos, capilares testiculares, y capilares de la dermis papilar (no en la
dermis reticular).

Es interesante destacar la presencia de g-P en los capilares de lugares que son
considerados santuarios farmacoldgicos, como cerebro y testiculo. Cordon-Cardo et a1*°
han sugerido la presencia de g-P en estos lugares como causa de la dificultad de los
farmacos del fenotipo MDR para penetrar en estos santuarios farmacologicos y, por
tanto, como base para explicar la tendencia de la leucemia linfobléstica aguda para
recidivar en el SNC vy testiculos. Asi mismo, la distribucion de la g-P en la dermis
podria explicar la alopecia producida por los agentes citotoxicos naturales, por su efecto
sobre las células de los foliculos pilosos que son vascularizados por el plexo capilar de
la dermis reticular, que no expresa g-P, preservando los queratinocitos epidérmicos que
son vascularizados por capilares de la dermis papilar, que expresan g-P.

La presencia de g-P en el trofoblasto placentario puede indicar que ésta puede
desempefiar un papel importante en la barrera maternofetal.

Recientemente se ha comprobado que la g-P puede transportar corticosterona®’, por lo
que su abundante presencia en la corteza suprarrenal sugiere su papel transportador de
esteroides en este tejido.

Resultados de un estudio clinico de fase | de la Universidad de Stanford sugieren la
hipétesis de que la bilirrubina puede ser transportada por la g-P en la cara canalicular de

los hepatocitos™2.

Expresion de g-P en tumores humanos

La expresion de la g-P se ha determinado en muestras tumorales de pacientes con gran
variedad de enfermedades neoplasicas.

Los siguientes tumores no tratados previamente expresan habitualmente una cantidad
alta de g-P*: céancer renal, cancer de colon, hepatocarcinoma, carcinoma suprarrenal y
cancer de pancreas. Estos tumores derivan de células y tejidos que normalmente
expresan altas concentraciones de g-P. Existe una correlacion entre el grado de
diferenciacion de los tumores renales y el nivel de expresion de la g-P. Los tumores
pobremente diferenciados expresan menor cantidad de g-P*. Ademés, recientemente se
ha demostrado una correlacion entre el grado de expresion del gen mdrl y subtipos
histopatoldgicos de cancer renal, encontrandose expresion alta en el carcinoma tubular,
y practicamente ausente en el carcinoma anaplasico™.

La expresion del gen mdrl es ocasionalmente alta en los siguientes tumores no tratados
previamente: leucemias agudas, linfomas, crisis blastica de leucemia mieloide crénica,
carcinoma no microcitico de pulmén con caracteres neuroendocrinos, tumor carcinoide,



neuroblastoma, astrocitoma y feocromocitoma. En casi todos estos tumores
normalmente el tejido de origen no expresa g-P.

Diversos tipos de tumores no tratados con anterioridad que tienen habitualmente bajos
niveles de expresion de g-P suelen ser sensibles a la quimioterapia como el carcinoma
de mama, ovario, el tumor de Wilms, carcinoma microcitico pulmonar, sarcoma de
Ewing y sarcomas de partes blandas pediatricos. Sin embargo, algunos tumores
resistentes a quimioterapia como los carcinomas no microciticos de pulmon,
melanomas, carcinoma de prostata, carcinoma de vejiga urinaria y sarcomas del adulto,
no tienen una expresion elevada del gen mdrl, a pesar de ser resistentes en grado
variable a los citostaticos. Esto significa que existen otros mecanismos de resistencia a
citostaticos en tumores con baja expresion del gen mdrl. Es posible que estos
mecanismos alternativos de resistencia actlen también en tumores que expresan un alto
contenido de g-P, como se ha podido demostrar experimentalmente en hepatomas™.

Por otra parte, existen estudios en los que la determinacion de la expresion del gen mdrl
ha permitido demostrar la existencia de resistencia adquirida. Se ha observado un
aumento en la expresion del gen después de tratamientos citostaticos en leucemias®,
mielomas**, linfomas*®, carcinomas de mama* y ovario®, sarcomas® vy

neuroblastomas?’“® resistentes a los citostaticos.

Hasta el momento s6lo 2 estudios en tumores pediatricos han aportado datos
convincentes acerca del valor predictivo y pronéstico de la expresion de g-P en el éxito
del tratamiento con quimioterapia en neuroblastomas®’ y sarcomas de partes blandas®.
En los 2 estudios se usan los anticuerpos monoclonales C219 y C494 como método de
deteccion de la g-P, apreciandose que la supervivencia libre de recidiva y la
supervivencia global eran significativamente superiores en pacientes con biopsias
previas al tratamiento en las que no se detecta g-P, en comparacion con aquellos con g-P
detectable, de modo independiente a otros factores prondsticos conocidos. La g-P
parecia ser el marcador prondstico de tratamiento mas significativo en estas
enfermedades. A partir de estos estudios se puede especular si la g-P puede formar parte
del proceso de progresion tumoral ya que pacientes cuyos tumores expresan g-P suelen
tener un nivel mas alto de expresion en las biopsias procedentes de las metastasis que en
las del tumor primario. EI mecanismo molecular causante de la expresion de la g-P es
desconocido. En pacientes con neuroblastoma la amplificacion del oncogén N-myc se
asocia con los neuroblastomas avanzados*, y se podria postular que una expresion
aumentada de este oncogen podria modular directa o indirectamente la expresion de
g-P°. Esta posibilidad se esta investigando actualmente.

A pesar de la correlacion entre la expresion de g-P y la respuesta al tratamiento en estos
tumores pediatricos, esto no es una evidencia definitiva de que cualquier tumor en el
que se detecte la presencia de g-P, ésta constituya el factor mas importante de la
duracion de la respuesta. Aparentemente en neuroblastomas y en sarcomas de partes
blandas pediatricos que no desarrollan g-P, y que tienen una mayor supervivencia libre
de enfermedad tal como lo demuestran los estudios comentados*”*, no desarrollan
otros mecanismos de resistencia no relacionados con la g-P.

Otros estudios recientes valoran la relacion entre la expresion del gen mdrl y la
respuesta a la quimioterapia, indicando que la expresion del gen mdrl en mielomas,



leucemias, linfomas, carcinoma renal, esofagico y de mama se asocia preferentemente
con tumores que muestran resistencia clinica a citostaticos™>*,

Se ha estudiado la expresion del ARNm del gen mdrl en mas de 300 tumores
diferentes, mediante una de las técnicas méas sensibles: la reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP)®. Este estudio demostré nivel bajo de ARNm del gen mdrl en
correlacion con mejor respuesta inicial a la quimioterapia. Por ejemplo, en ninguna de
las 6 muestras de sarcoma de Ewing analizadas se encontr6 un nivel detectable de
ARNmM del gen mdrl, mientras que casi todos los carcinomas no microciticos de
pulmon lo presentaban. Para determinar si los niveles bajos de expresion de ARNm
mdrl, detectados mediante RCP eran predictivos de resistencia a la quimioterapia, se ha
analizado la correlacion entre la respuesta a la quimioterapia y los niveles de ARNm
mdr1 en mas de 100 pacientes con carcinoma de ovario o pulmén®®.

Los resultados de este estudio demostraron una correlacion muy significativa entre
ausencia de expresion del ARNm mdrl y respuesta parcial a la quimioterapia. Esta
correlacion fue méas evidente para carcinomas pulmonares de células pequefias y
carcinomas de ovario aunque no hubo correlacion con la respuesta cuando los valores
mas bajos detectables de ARNm mdrl se consideraron como negativos. Este hecho
parece indicar que los valores muy bajos de expresién del gen mdrl representan la
expresion del gen en una subpoblacion pequefia de células tumorales resistentes.
También es interesante notar que la expresion del gen mdrl en este estudio y en
otros*®*®3  ha demostrado correlacion con la resistencia a regimenes de
poliquimioterapia que no incluyen farmacos del fenotipo MDR. Todos estos datos
sugieren que la presencia de g-P en algunos tipos de tumor caracteriza unas poblaciones
celulares que han experimentado cambios que las hacen resistentes a diversos agentes
antineoplasicos, desconociéndose la contribucion de la g-P a esta resistencia
multifactorial.

Estudios clinicos recientes han intentado también definir el significado clinico del
aumento de expresion del gen mdrl en pacientes con leucemia en el momento del
diagnostico, y sugieren que podria ser apropiado incluir la expresion aumentada de
mdr1 entre los factores pronésticos adversos en la leucemia mieloide aguda®"®.

No existen, por el momento, estudios prospectivos que demuestren que la expresion
aumentada del gen mdrl en leucemias que recaen tras un tratamiento eficaz inicial y se
hacen resistentes a nuevos tratamientos con citostaticos, sea la causa de esta resistencia
a multiples agentes antineoplasicos.

Aunque estudios iniciales no demostraron la presencia de g-P en células normales de la
médula 6sea”®®?, publicaciones més recientes han mostrado la existencia de valores
bajos de esta proteina en un subgrupo de células normales de la médula Osea,
CD34+%%% 'y en otras subpoblaciones linfocitarias®*’. Asi mismo, se ha demostrado
una correlacion significativa entre la expresion de g-P y las células madre CD34+ en los
sindromes mielodisplasicos®® y las leucemias mieloides agudas®. Estos hallazgos
indican que el fendbmeno MDR en los sindromes mielodisplasicos se encuentra unido
estrechamente a un fenotipo de células madre que puede contribuir a la resistencia a la
quimioterapia en estas enfermedades. Por otra parte, en el estudio citado en pacientes
con LMA en el momento del diagnéstico®®, la presencia de la asociacién entre expresion



de g-P y el fenotipo CD34 puede sugerir que la expresion de g-P sea mas comun en
leucemias que derivan de células pobremente diferenciadas.

Agentes que pueden revertir la resistencia mediada por g-P

Numerosos farmacos y sustancias que no tienen actividad antineoplasica son sustratos
de la g-P y, por lo tanto, pueden inhibir el transporte al exterior de agentes
antineoplasicos (tabla 2). Desde que Tsuruo et al en 1981% describieron que el
verapamilo podia restaurar la sensibilidad a los alcaloides de la vinca in vitro e in vivo
en la leucemia P388 resistente a vincristina, muchas publicaciones han demostrado in
vitro esta misma capacidad de restaurar parcial o totalmente la resistencia mediada por
g-P para otros farmacos o agentes a diferentes concentraciones. Estos agentes que
pueden revertir la resistencia a mdltiples citostaticos tienen diferentes estructura y
funcién, y pertenecen a distintos grupos farmacoldgicos, como puede verse en la tabla 2.
El mecanismo de accibn més frecuente de estos moduladores es aumentar la
acumulacién y la retencién intracelular de los agentes antineoplasicos mediante union
competitiva con la g-P®® que desplaza a los agentes antineoplasicos, sustratos también
de la g-P®*®®. Algunos de estos moduladores también se ha comprobado in vitro que
pueden inducir cambios en la distribucién subcelular de los agentes antineoplasicos®’ y
provocar cambios en el pH citoplasmico de células tumorales resistentes®®, entre otros
posibles mecanismos®’.

Las concentraciones Optimas capaces de revertir la resistencia mediada por la g-P in
vitro de los diferentes moduladores, en algunos casos son tdxicas clinicamente. Asi, por
ejemplo, la concentracién éptima de verapamilo in vitro es de 3 a 6 uM*, y en la clinica
el maximo nivel alcanzado, con toxicidad cardiovascular importante (hipotension y
trastornos severos aunque reversibles de la conduccion), es de 1 a 2 pM®+%, Este es un
factor importante al disefiar estudios clinicos con moduladores de la resistencia.

También deben considerarse otros factores. La expresion de la g-P en los tejidos
normales puede ser afectada por el modulador y por tanto resultar en toxicidad
especifica sobre estos tejidos y 6rganos. La duracién de la exposicion del modulador
debe ser adecuada para alcanzar concentraciones optimas en estado de equilibrio antes
de la quimioterapia. Deben realizarse estudios para conocer si la concentracion
plasmatica de los moduladores se correlaciona con la alcanzada en los tejidos tumorales.
Consideraciones farmacocinéticas también deben tenerse en cuenta; por ejemplo, se ha
comprobado que la eliminacion y vida media de algunos citostaticos pueden variar en
presencia de un modulador®*®*. Estos y otros factores como el grado de unién a las
proteinas y la eficacia de los metabolitos®, constituyen el entramado del complejo
fendomeno farmacocinético que supone el uso clinico de los moduladores, y la dificultad
de usar un modelo Unico en el planteamiento de un estudio clinico.

Por otra parte, no se puede olvidar que algunos tumores que expresan g-P pueden tener
otros mecanismos de resistencia, que dificulten la interpretacion de los resultados. Es
recomendable determinar en muestras tumorales la presencia de la g-P mediante los
métodos disponibles méas adecuados al tipo de tumor.

Para evitar algunas de las toxicidades de los moduladores se han desarrollado
anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos de superficie de la g-P (MRK-16,



HYB-241, UIC-2). Estos han demostrado eficacia en sistemas experimentales®*°.

Ademas de revertir la resistencia mediada por g-P, los anticuerpos monoclonales pueden
ejercer efectos citotéxicos directos. Hamada y Tsuruo®™ demostraron que el anticuerpo
MRK-16 inhibia el crecimiento de una linea celular tumoral trasplantada en ratones
atimicos, en ausencia de agentes antitumorales, mediante citotoxicidad mediada por
complemento y citotoxicidad celular mediada por anticuerpos. Otra posibilidad
interesante es el uso de agentes citotoxicos conjugados con anticuerpos monoclonales
para eliminar tumores que expresen la g-P. Fitzgerald et al emplearon una toxina de
Pseudomonas conjugada con el anticuerpo monoclonal MRK-16, demostrando que esta
inmunotoxina era eficaz para destruir selectivamente células tumorales que expresaban
g-P*®. Todavia tienen que resolverse algunos problemas para el uso clinico seguro de
anticuerpos monoclonales anti g-P como su répida eliminacion del organismo tras su
administracion, la estimulacién de la respuesta inmune sobre todo si se trata de
anticuerpos murinos 'y las reacciones toxicas que pueden acompafiar su
administracion'®. Hasta la fecha no se ha publicado ningln estudio clinico con
anticuerpos monoclonales anti g-P.

Resultados clinicos del empleo de moduladores de la resistencia mediada por g-P

Se han llevado a cabo estudios clinicos de fase | y Il con diversos moduladores de la
resistencia, aunque al tratarse en su mayoria de estudios no controlados es dificil extraer
conclusiones definitivas de los mismos.

Los agentes mas empleados son los antagonistas del calcio, especialmente verapamilo.
En 1985 Benson et al'®? llevaron a cabo un estudio de fase 1 combinando verapamilo y
vinblastina en infusién continua en 17 pacientes. No se observd ninguna respuesta
objetiva, y se alcanzaron concentraciones de verapamilo muy por debajo de las
necesarias para revertir la resistencia in vitro (3 pg/ml). La combinacion de verapamilo
y adriamicina en 8 pacientes con carcinoma de ovario resistente tampoco produjo
ninguna respuesta objetiva, produciéndose, en cambio, toxicidad cardiovascular severa
(hipotensién, bloqueo de conduccién cardiaca)'®. En nifios con leucemia linfobléstica
aguda refractaria a vincristina, se intentd restaurar la sensibilidad a vincristina con
diltiazem. Se consiguié un efecto citolitico, aunque no se objetivé ninguna respuesta™®”.
Presant et al en un estudio piloto de fase I-1l en 13 pacientes con tumores sélidos
resistentes a adriamicina, consiguieron algunas respuestas transitorias (3 de 8 pacientes)
al combinar adriamicina y verapamilo oral, observando también cardiotoxicidad®.
Mejores resultados se han obtenido con verapamilo en tumores hematoldgicos. Cairo et
al'®, en pacientes con leucemia pediatrica refractaria, observaron algunas remisiones
parciales, con disminucion del tanto por ciento de blastos leucémicos, con verapamilo
en infusion continua y vinblastina en bolos, seguida de una infusion continua de
etopdsido durante 5 dias. En 6 de 11 ciclos administrados, se produjo cardiotoxicidad.
Durie y Dalton en 1988 publican el caso de un paciente con mieloma multiple
resistente a vincristina, adriamicina y dexametasona que respondi6 tras incorporar
verapamilo oral a la misma quimioterapia. Posteriormente se publicaron 3 estudios
piloto en pacientes con mieloma mudltiple refractario usando verapamilo. Gore et al
observaron algunas respuestas de corta duracion que parecian correlacionarse con la
presencia de g-P'%. Dalton et al® de la Universidad de Arizona trataron 7 pacientes con
mieloma multiple y uno con linfoma no hodgkiniano con el esquema VAD (vincristina
y adriamicina en infusion i.v. continua y dexametasona) méas verapamilo i.v. en infusién



continua. Siete de los 8 pacientes habian progresado previamente a VAD. Seis
expresaban g-P, y tres (dos con mieloma multiple y uno con linfoma no hodgkiniano) de
éstos obtuvieron respuesta de corta duracién aunque tenian concentraciones sericas
relativamente bajas de verapamilo. El tercer estudio es el de Trumper et al'® que
también administra a 10 pacientes refractarios a VAD la misma pauta mas verapamilo
i.v. y Unicamente encuentra una remision objetiva. En este estudio la duracion de la
infusion de verapamilo fue mas corta y la dosis total menor que en el estudio de Dalton
et al. No se determiné la presencia de g-P. Actualmente, el South West Oncology Group
(SWOGQG) esta realizando un estudio aleatorizado comparando VAD y VAD mas
verapamilo en pacientes con mieloma multiple refractario a primera linea de
quimioterapia.

En linfomas también se han realizado varios estudios con dosis altas de verapamilo i.v.
En la Universidad de Arizona 18 pacientes con linfoma previamente tratado y resistente
a quimioterapia se trataron con el esquema CVAD (ciclofosfamida, vincristina,
adriamicina, dexametasona) més verapamilo en infusion i.v. continua de 5 dias™. Trece
de 18 respondieron al tratamiento. No se demostro correlacion entre la presencia de g-P
y la respuesta, aunque uno de ellos, en progresion al CVAD en el momento de entrar en
el estudio, obtuvo una remisién completa al afiadir verapamilo a dosis altas a la misma
quimioterapia. Se estan realizando otros estudios con linfomas, aunque han sido pocos

los pacientes incluidos para ser evaluables™®.

Verapamilo se ha estudiado también en tumores sélidos. Lower y Preisler™! trataron
pacientes con carcinoma de mama metastasico con vinblastina mas la adicion de
verapamilo y clorocina orales. Estos autores, entre 13 enfermas previamente tratadas,
encontraron 4 remisiones objetivas. Ademas, trataron a 3 enfermas que se encontraban
en progresion a tratamiento con vinblastina sola en infusion continua, encontrando una
remision completa tras la adicion de clorocina y verapamilo al mismo esquema.

En pacientes con carcinoma de pulmoén también se han realizado estudios usando
verapamilo como modulador. Figueredo et al'*? trataron a 58 enfermos con carcinoma
microcitico de pulmon, enfermedad extensa, con una combinacion de 3 citostaticos y
verapamilo méas tamoxifeno, ambos orales durante 3 dias. Obtuvieron un 58 % de
remisiones objetivas con una supervivencia media de 46 semanas. Se han llevado a cabo
3 estudios aleatorizados en pacientes con carcinoma de pulmén®. Dos de ellos todavia
no han publicado sus resultados definitivos, y el tercero, realizado en Glasgow, ha
finalizado. Se han incluido en este ultimo 220 enfermos con carcinoma microcitico de
pulmon.

El grupo control recibié quimioterapia sola (con 4 agentes), y el grupo experimental,
la misma quimioterapia méas verapamilo, 480 mg diarios orales durante 3 dias, antes de
iniciar la quimioterapia. Las concentraciones de verapamilo estuvieron alrededor de 1
HMM. No se demostraron diferencias significativas en la tasa de respuestas entre ambos
grupos (un 83 % en el grupo con verapamilo y un 80 % en el grupo control). Tampoco
se observaron diferencias significativas en la supervivencia media entre los 2 grupos,
aungue habia una tendencia a una mejor mediana de supervivencia para los pacientes
con enfermedad extensa tratados con verapamilo y quimioterapia (32 frente a 22
semanas).



De los estudios con verapamilo comentados hasta ahora, esta claro que este farmaco no
puede administrarse a las concentraciones adecuadas para revertir la resistencia
pleiotropica in vitro, debido a su potente efecto sobre el sistema cardiovascular. Una
alternativa atractiva al uso actual de verapamilo (que es una mezcla racémica de
isdmeros RS) es el empleo del isomero R del verapamilo, que posee la misma capacidad
de revertir la resistencia que la mezcla racémica, pero es por lo menos tres veces menos
toxico sobre el sistema cardiovascular’®®. Se han iniciado estudios clinicos con el
verapamilo R con resultados preliminares alentadores.

Ademés de verapamilo, se han probado en la clinica otros antagonistas del calcio.
Nifedipino en combinacién con VP-16 no produjo ninguna respuesta objetiva en 15
pacientes (ocho de los cuales habian recibido quimioterapia previa) con tumores sélidos
resistentes'’®. En este estudio la toxicidad cardiovascular fue la limitante de dosis del
modulador, e impidié alcanzar la concentracion adecuada que in vitro revierte la
resistencia pleiotropica. También se empled nifedipino mas vinblastina y epirrubicina
para tratar de revertir la resistencia de pacientes con tumores renales metastasicos con
malos resultados: una remisién parcial de 11 pacientes evaluables'*®. Se ha demostrado
experimentalmente que nifedipino actlia sineérgicamente con cisplatino para aumentar
significativamente su efecto antitumoral, aunque este efecto es independiente de su
accion sobre los canales del calcio o sobre la g-P**'.

El bepridil, un antagonista del calcio que in vitro es igual de efectivo que verapamilo
para revertir la resistencia mediada por g-P, a concentraciones que pueden conseguirse
en la clinica sin toxicidad, ha entrado en estudios clinicos. En un estudio piloto con 14
pacientes con tumores resistentes a combinaciones de quimioterapia que contienen
adriamicina, no se observo toxicidad cardiaca ni actividad moduladora de la
resistencia''®.

Los antagonistas de la calmodulina también pueden revertir la resistencia mediada por
g-P. Miller et al trataron a 36 pacientes con adriamicina en infusion continua (dosis de
60 mg/m?) mas trifluoperazina'’®. Todos los pacientes tratados eran resistentes a
adriamicina y de los 36 tratados respondieron siete. Las dosis de trifluoperazina se
escalaron desde 20 hasta 100 mg diarios por via oral. La dosis maxima tolerada fue de
60 mg/dia, siendo la toxicidad limitante de dosis los efectos extrapiramidales. Las
concentraciones plasmaticas alcanzadas de trifluoperazina se encontraban de 10 a 100
veces por debajo de los adecuados in vitro para revertir la resistencia.

Otro modulador que se ha ensayado en clinica es el tamoxifeno. Un estudio de fase | ha
demostrado que se pueden alcanzar concentraciones plasmaticas eficaces para revertir in
vitro la resistencia pleiotrépica. Trump et al*® trataron a 48 pacientes con tumores
solidos avanzados con vinblastina en infusion i.v. continua de 5 dias y tamoxifeno dos
veces al dia por via oral por 13 dias, escalando dosis desde 150 mg/m? a 260 mg/m? bid,
y comenzando 8 dias antes que la vinblastina. La toxicidad limitante de dosis del
tamoxifeno fue neuroldgica por aparicion de temblor, alteraciones de la marcha, etc.,
aunque fue rapidamente reversible al suspender el tratamiento. Los autores observaron
actividad antitumoral con este régimen. Resultados preliminares del grupo de Newcastle
(Inglaterra) con la combinacién de tamoxifeno a dosis altas y VP-16 oral fueron
alentadores'?!, aunque publicaciones mas recientes han demostrado poca actividad para
este régimen’?,



El antiarritmico cardiaco amiodarona puede revertir la resistencia mediada por g-P in
vitro, con concentraciones (2 uM) que pueden alcanzarse en la clinica. Ademas, a
concentraciones equimolares, es mas efectiva que verapamilo para revertir la resistencia
in vitro'®. La amiodarona tiene un gran volumen de distribucién y se une con una gran
afinidad a algunos tejidos del organismo, incluyendo entre ellos el corazon, el higado, el
pancreas, la grasa, etc. El Instituto Nacional del Céncer americano ha iniciado estudios
con amiodarona y adriamicina o vinblastina en pacientes con carcinoma de mama
previamente tratadas con quimioterapia'®*. Con dosis de mantenimiento de 600 a 800
mg diarios, todas las pacientes alcanzaron concentraciones plasmaticas Optimas. Se
obtuvieron biopsias previas al tratamiento; en las que presentaban g-P positiva mediante
inmunohistoquimica, ésta no predecia la respuesta al tratamiento, pero se correlaciono
con una duracion media en el estudio mas breve. Todas las pacientes que expresaban g-
P habian recibido tratamientos previos con agentes naturales. La amiodarona no
aumentd la toxicidad de adriamicina ni de vinblastina. De 16 pacientes evaluables se
obtuvieron remisiones parciales en seis.

Otro agente antiarritmico, la quinidina, se esta empleando en la clinica. También con
este farmaco se pueden alcanzar concentraciones 6ptimas sin excesiva toxicidad'?. Por
este motivo se esta realizando un estudio aleatorizado en cancer de mama avanzado con
epirrubicina y quinidina 250 mg bid por via oral cada 3 semanas. La quinidina se inicia
4 dias antes que cada bolo de epirrubicina. Se compara este trata-miento con
epirrubicina méas placebo. En los 2 grupos la toxicidad es similar, y en el grupo con
quinidina se pueden lograr concentraciones adecuadas en el tumor (valorado en algunos
pacientes mediante biopsia), a pesar del alto grado de unién a proteinas plasmaticas de
la quinidina'®®. Sin embargo, aunque no se incrementd la toxicidad en el estudio
comentado, en otro estudio de fase | con quinidina y vinblastina en 23 pacientes con
carcinoma renal avanzado, se aprecia una tendencia a presentar un mayor grado de
leucopenia con dosis més altas de quinidina, para una dosis constante de vinblastinal*?’.

Agentes inmunosupresores como ciclosporina A (CsA) se han usado como moduladores
de la resistencia. Se han publicado numerosos estudios de fase | con CsA y diversos
agentes antineoplasicos (adriamicina VP-16, vinblastina, mitoxantrona y otros), que
demuestran que la combinacién es factible con una toxicidad moderada aunque
aceptable'®®*® En estos estudios se han podido alcanzar concentraciones séricas de
CsA similares a las necesarias in vitro para revertir la resistencia (1 a 5 uM). El uso de
CsA de modo cronico en pacientes que han recibido un trasplante de 6rganos se asocia a
toxicidades especificas de la CsA como nefrotoxicidad, hipertension arterial,
neurotoxicidad, etc. Ademas, se consigue la inmunosupresion de los pacientes
sometidos a estos tratamientos cronicos, con el riesgo consiguiente de infecciones
oportunistas. Sin embargo, la administracién de CsA a las dosis altas intermitentes
necesarias para revertir la resistencia no se asocia a inmunosupresion significativa®..
Asi mismo, el perfil de toxicidades en esta forma de administracién es algo diferente al
que se obtiene con su uso cronico. La toxicidad principal que se aprecia en relacion con
la dosis de CsA es hiperbilirrubinemia transitoria, que puede suceder hasta en el 80 %
de los ciclos con concentraciones de 2 M o superiores de CsA™2. La mielotoxicidad de
la combinacién de CsA y quimioterapia puede estar aumentada, lo que parece deberse a
interacciones farmacocinéticas entre CsA y algunos agentes antineoplasicos, por lo que
la combinacién puede requerir una reduccion de la dosis planeada del
citostatico®**1321% No se puede descartar la contribucién que puede tener la presencia
de g-P en las células madre hematopoyéticas, que por efecto modulador de CsA pueden



ser mas sensibles a la quimioterapia, tal como se ha podido demostrar
experimentalmente*. Otras toxicidades comunicadas en estos estudios de fase | han
incluido alteraciones leves y reversibles en el aclaramiento de creatinina en un pequefio
tanto por ciento de pacientes'®'¥, si bien algunos investigadores no han encontrado
nefrotoxicidad™*, hipomagnesemia reversible ni cefalea****, La neurotoxicidad de
farmacos como la vincristina puede incrementarse cuando se usa en combinacion con
altas dosis de CsA'¥’,

El uso de CsA como modulador de la resistencia ha demostrado actividad en el
tratamiento de tumores hematolégicos resistentes. Yahanda et al*** en un estudio de fase
I con CsA y etopdsido apreciaron dos remisiones objetivas, una en un paciente con
enfermedad de Hodgkin y otra en un paciente con un linfoma de bajo grado, ambos
resistentes a etoposido. Un estudio europeo del grupo de leucemias de la EORTC vy del
HOVON (Dutch Haematology-Oncology Group) en que se incluyeron 21 pacientes con
mielomas multiples, seis refractarios a quimioterapia de primera linea y 15 resistentes a
VAD, el uso del mismo esquema VAD junto con una infusion continua i.v. de CsA de
108 horas (a 3 concentraciones de dosis: 5, 7,5 y 10 mg/kg/dia), proporciond un 48 %
de remisiones objetivas™®. Todos los pacientes que recibieron dosis de ciclosporina A
de 7,5 0 10 mg/kg/dia alcanzaron concentraciones adecuadas para modular la resistencia
a multiples agentes. La tasa de respuestas fue mayor en aquellos pacientes que
expresaban el gen mdrl, determinado mediante inmunohistoquimica con los anticuerpos
monoclonales C219 y JSB1. La toxicidad del tratamiento fue leve y reversible, y no
incluyd efectos secundarios cardiovasculares o nefrotoxicos severos. De 8 pacientes con
mdrl+ antes del tratamiento en los que se disponia de determinaciones de la g-P
después del tratamiento, seis no tenian expresion del gen mdrl en las células
mielomatosas 4 semanas después del tercer ciclo de quimioterapia. Los autores
concluyen que en pacientes con mieloma mdltiple la resistencia a VAD puede vencerse
con CsA, que permite a los agentes citotdéxicos eliminar las células malignas
mielomatosas resistentes.

Se han obtenido también resultados preliminares alentadores en leucemias agudas
resistentes’®***°. Marie et al*® comunican 6 remisiones objetivas (dos completas y
cuatro parciales) entre 17 pacientes con leucemias agudas resistentes o recidivadas, con
la combinacion de CsA en infusion continua simultanea con infusion continua de
mitoxantrona y etopésido. Hubo 2 muertes por sepsis. List et al** obtienen una tasa de
respuestas del 73 % en 21 pacientes evaluables con leucemias agudas de alto riesgo
(mieloides refractarias y recidivadas, mieloides evolucionadas de sindromes
mielodisplasicos, mieloides relativas a tratamientos oncolégicos previos, fases blasticas
de LMC vy otras). El tratamiento consistio en uno secuencial con dosis altas de ara-C y
daunomicina, administrando una infusion continua i.v. de CsA de 3 dias simultanea con
la daunomicina. Se demuestra la posibilidad de erradicar las células leucémicas mdrl+
con este tratamiento. Debido a la actividad demostrada por este régimen en LMA de
alto riesgo, se ha planeado la realizacion de un estudio de fase 111 por el SWOG.

También se han publicado resultados preliminares interesantes en el tratamiento con
CsA y quimioterapia de algunos pacientes con tumores pediatricos******. Aunque la casi
totalidad de los estudios comentados han utilizado CsA i.v. algunos autores han
preferido la via oral*®*. Esta via de administracion puede ser poco apropiada por la
reciente descripcion de un importante metabolismo de primera pasada en el intestino
delgado, que podria explicar la pobre biodisponibilidad de la CsA por via oral**.



Otros moduladores que se han descubierto de modo empirico pueden tener utilidad
clinica, y algunos han entrado en estudios clinicos como la cefoperazona y la
quinina143’144

Conclusiones y perspectiva futura

Los estudios clinicos de MDR y su relacién a la expresién aumentada de g-P han hecho
en muy poco tiempo aportaciones basicas y clinicas fundamentales en el tratamiento de
leucemias, linfomas y mieloma multiple que, sin duda, se reflejardn en nuevas
estrategias terapéuticas en los proximos afios Yy posiblemente, cuando las
investigaciones clinicas progresen, en la tasa de remisiones completas y en la
supervivencia. Los datos de estudios clinicos preliminares sefialan con elocuencia el
interes de esa direccion.

Aunque inicialmente el descubrimiento de moduladores de la resistencia fue empirico,
ya se conocen algunas bases moleculares de las interacciones entre farmacos modulado-
res y la g-P, que son validas para el disefio de nuevos farmacos mas especificos, mas
activos y menos toxicos'®. En este sentido se ha observado, por ejemplo, que las
propiedades inmunosupresoras de la CsA se ejercen por mecanismos distintos al efecto
modulador de la resistencia. Por este motivo se han creado analogos de ciclosporina que
carecen de la parte de su molécula que condiciona el efecto inmunosupresor, y que
aden;?ssl?gan demostrado ser in vitro e in vivo moduladores mas potentes que la propia
CsSA™ ™,

Uno de estos analogos no inmunosupresores, el PSC-833, ha entrado en el afio 1992 en
estudios clinicos en Europa. Otros nuevos compuestos también han demostrado
experimentalmente una potente actividad moduladora de la resistencia y son candidatos
a entrar en estudios clinicos**®. Otra posibilidad es la combinacién de més de un
modulador, habiéndose encontrado sinergismo a concentraciones mas bajas de cada uno
de los moduladores que las necesarias cuando se usan por separado para revertir la
resistencia’*®*°".

El conocimiento del mecanismo de accidn de la resistencia a farmacos mediada por g-P
también permite investigar nuevos citostaticos que no son afectados por su
hiperexpresion. De esta manera, la observacion de que g-P expulsa preferentemente
productos naturales hidrofobicos de carga positiva puede permitir el desarrollo de
analogos mas insensibles al fendmeno MDR. Por otra parte, algunos farmacos
citotoxicos en estudio no son afectados por la presencia de g-P, tal como ocurre con los
alcaloides de camptothecina y sus analogos'®2. Parece evidente que una caracteristica de
gran interés en el estudio de nuevos agentes antitumorales es la circunvencion de la
MDR.

Debido a que la toxicidad limitante de dosis de la mayoria de tratamientos de
quimioterapia es la mielosupresora, se ha pensado en la posibilidad de conferir el
fenotipo MDR a células mielopoyéticas progenitoras mediante transferencia del gen
mdrl a través de vectores retrovirales. Esta transferencia se realizaria extrayendo la
médula 6sea normal de pacientes en tratamiento, e introduciendo en estas células el gen
mdrl, y reinfundiéndolas posteriormente, lo que ha podido realizarse en estudios
experimentales en animales. Como ya se coment6 anteriormente las células eritroides y



mieloides de la médula 6sea no expresan cantidades importantes de g-P. Mickisch et al
han generado ratones transgénicos cuyas células de la médula 6sea expresan de modo
constitutivo el ADNc mdrl humano. Estos ratones expresan ARN del gen mdrl en su
médula 6sea a concentraciones comparables con los hallados en los tejidos humanos
normales y en los tumores*>**** 'y son resistentes a la leucopenia inducida por agentes
naturales antineoplasicos del fenotipo MDR. De hecho, con estos experimentos se ha
generado un modelo véalido para investigar in vivo en estos ratones, antes de entrar en
estudios clinicos humanos, la utilidad y efectividad de nuevos moduladores de
resistencia mediada por g-P>***°. Debido a la expresién de g-P en las células de la
médula 6sea, los ratones estan protegidos frente a la leucopenia inducida por dosis
habituales de agentes naturales. En presencia de un modulador se provocara un
descenso del nimero de leucocitos, lo que indica que dicho modulador es efectivo. Se
ha comprobado que estas células de la médula 6sea de ratones transgénicos que
expresan g-P pueden trasplantarse a ratones normales, confiriéndoles proteccion contra
la quimioterapia™®. Este hecho puede ser aplicado para proteger la médula dsea en
protocolos de altas dosis de quimioterapia con trasplante de médula 6sea en clinica
humana.
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Tabla 1. Agentes antienoplasicos que pertenecen al fenotipo de resistencia pleotrépica

Adriamicina Vinblastina Etoposido Actinomicina D
Daunorrubicina Vincristina Tenipdsido Mitramicina
Mitoxantrona Taxol Mitomicina C
Epirrubicina

Tabla 2. Moduladores de la resistencia pleotropica mediada por
glucoproteina P

Tipo de agente Ejemplo Referencia

Antagonistas del calcio Verapamilo (66)
Dihidropiridinas (67, 68)

Inhibidores de la calmodulina Fenotiazinas (69)
Antiagregantes Dipiridamol (70)
Antiarritmicos Amiodarona (71)
Quinidina (72)
Antipaltdicos Quinina (73)
Clorocina (74)
Inmunosupresores Ciclosporina A, C, G (75)
FK-506 (76)
Esteroides . Progesterona (77)
Analogos de triparanol Tamoxifeno (78)
Cefalosporinas Cefoperazona (79)
Antifungico Itraconazol (80)
Amfotericina B (81)




