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> RESUMEN

La resistencia que puede generar cualquier organismo patd-
geno a determinados firmacos o compuestos quimicos que
usualmente son letales para su especie, se le conoce como
quimiorresistencia. La mayor parte de los pacientes
con tumores que responden inicialmente a la quimio-
terapia, presentan recaidas en su evolucion, insensibles al
tratamiento por la adquisiciéon de la llamada resistencia
adquirida a multiples firmacos antineoplasicos (MDR:
multidrug resistance). La investigacidn sobre genética bac-
teriana, sobre los mecanismos de resistencia bacteriana y
las técnicas con DNA recombinante, han desempefiado
un papel importante en el conocimiento de los mecanis-
mos de resistencia implicados en las células tumorales. La
capacidad de mutacién genética de las células que desa-
rrollan resistencia, determinaron los conceptos: resistencia
intrinseca y adquirida. Las células con fenotipo MDR, pre-
sentan invariablemente alteraciones cromosémicas. La
expresion del gen MDR1 en tumores intrinsecamente
resistentes, asi como su aparicidén en tumores que ad-
quieren esta resistencia, sugieren su participacién en los
mecanismos de quimiorresistencia. El fenotipo celular
MDR se atribuye a una alteracidén genética causante del
incremento de determinadas proteinas, que por su fun-
c16n, inhiben la accidon de determinados firmacos. Por
este motivo, las células de crecimiento lento pueden te-
ner resistencia al grupo de quimioterdpicos que actdan
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> ABSTRACT

Chemoresistance is a specific resistance acquired by any cell to
the action of certain chemicals. Most of the cancer patients, who
initially respond to chemotherapy, will have a progression or recu-
rrence sometimes after treatment. Multi-drug resistance (MDR)
is the principal mechanism by which many cancers develop re-
sistance to chemotherapy drugs. Genetic and resistance bacteria
research plus DNA recombinant techniques had help to unders-
tand the resistance mechanism of cancer cells. The study of cells
genetic mutation that develops resistance, have define two types
of resistance: an intrinsic and acquire. The expression of MDR 1
gene in tumors with intrinsic and acquire resistance, suggests his
participation into the mechanism of chemoresistance. The cellular
phenotype of MDR is a consequence of a genetic abnormality
that increased proteins production, consistently inhibits the action
of some drugs. For example slow growing cells could be resistant to
chemotherapy that specifically works into that enzyme. The epo-
thilones A and B can inhibit P-glycoprotein- who is responsible of
drug resistance. Azaepothilone B (ixabepilone) belongs to a novel
class of drugs that stops cell division because they are nontaxane
microtubule-stabilizing agent.
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especificamente sobre esta enzima. Las concentraciones
de glutamil-S-transferasa (GST) son mas altas en tejido
tumoral que en tejido sano, lo que favorece la resistencia
de las células tumorales al tratamiento. Lamentablemente,
en muchos casos, la quimioterapia fracasa porque el tumor
presenta mecanismos de resistencia a las drogas adminis-
tradas (resistencia innata), o los desarrolla una vez iniciado
el tratamiento (resistencia adquirida). Las epotilonas A y B
mostraron ser capaces de inhibir la glucoproteina P, res-
ponsable del desarrollo de la resistencia a los firmacos. La
ixabepilona pertenece a una clase de agentes antineopla-
sicos, que detiene el crecimiento de células tumorales al
impedir la multiplicacién celular. Estos compuestos, llama-
dos agentes estabilizantes de microtabulos, los estabilizan
y bloquean su dindmica, de esta forma detienen la division
celular.

Palabras clave: quimiorresistencia, tumores soli-
dos, resistencia intrinseca, resistencia adquirida, México

> LA QUIMIORRESISTENCIA

Es la resistencia que puede generar cualquier organismo
patdgeno a determinados firmacos o compuestos quimi-
cos a los que usualmente son letales para su especie. Es un
proceso bioldgico de caricter genético y heredable entre
los miembros de la misma especie. Cuando una poblacién
de seres vivos tienen individuos con algin gen que le per-
mite una mayor resistencia a una determinado compuesto
toxico que al resto de la poblacidn, ésta resistencia natural
puede ejercer una fuerte presion selectiva si se recibe en
dosis tales que sea mds letal para los que no son resisten-
tes. Los individuos resistentes tendrdn mds probabilidad
de sobrevivir, reproducirse y transmitir el caricter de la
resistencia a su descendencia, de modo que el porcentaje
de la poblacion resistente a esta dosis particular, se incre-
mentard selectivamente. Las mutaciones sucesivas de los
genes responsables de la quimiorresistencia, o la variabi-
lidad genética que permita que solo algunos individuos
hereden estos genes que otorgan resistencia al toxico de
forma sinérgica, permitird la adaptacién progresiva de un
organismo al toxico mientras exista esa presion selectiva,
lo cual muchas veces logra alcanzar la resistencia total a
dosis elevadas del compuesto toxico.

> IMPORTANCIA DE LA QUIMIORRESISTENCIA EN LA
CLINICA ONCOLOGICA

La tasa de morbilidad y mortalidad atribuida a tu-
mores malignos por habitante y afio son cifras en
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continuo crecimiento a nivel mundial. La prevencién
sanitaria contra determinadas sustancias cancerigenas,
asi como la deteccidén y tratamiento precoz de tumores
potencialmente curables han conseguido hasta el mo-
mento resultados muy limitados. La falta de respuesta al
tratamiento y la recidiva de tumores inicialmente quimio-
sensibles son responsables de un nimero importante de
muertes en pacientes neoplasicos. Las opciones terapéuti-
cas utilizadas como rescate, tales como la quimioterapia
alternante, la intensificacién de la dosis o la quimiote-
rapia regional, no han aportado hasta ahora los resultados
esperados.! La necesidad de nuevas alternativas terapéuti-
cas ha estimulado la investigacién sobre los mecanismos
que provocan la quimiorresistencia en las células tumora-
les y sobre las sustancias capaces de inhibirla.

> RESISTENCIA INTRINSECA Y ADQUIRIDA EN EL
TRATAMIENTO DEL CANCER

La resistencia intrinseca, natural o de novo se ha descrito
en tumores que presentan conocida falta de respuesta a
la quimioterapia, como ocurre con el hipernefroma, el
cancer de colon, el cincer de pancreas o el melanoma. La
mayor parte de los pacientes con tumores que responden
inicialmente a la quimioterapia presentan recaidas en su
evolucidn, insensibles al tratamiento por la adquisicion
de la llamada resistencia adquirida a maltiples firmacos
antineoplisicos (MDR: multidrug resistance).> La investi-
gacion sobre genética bacteriana y sobre los mecanismos
de resistencia bacteriana, asi como el desarrollo de técni-



cas con DNA recombinante han desempenado un papel
importante en el conocimiento de los mecanismos de
resistencia implicados en las células tumorales. Los feno-
menos de mutacion y amplificacion genética responsables
de la resistencia a bacteriéfagos en E. coli fueron el punto
de partida de la investigacidon sobre quimiorresistencia
en las células tumorales. Goldie y Coldman relaciona-
ron la capacidad de mutacién genética propia de estas
células con la apariciéon de resistencia, y definieron los
conceptos de resistencia intrinseca y adquirida.®* En las
primeras experiencias con cultivos de células tumorales,
se observd la apariciéon de quimiorresistencia a medi-
da que se incrementaba la concentracién de la sustancia
empleada: la actinomicina D. Esta resistencia también
afectaba a otro grupo de firmacos como la colquicina,
vinblastina o adriamicina, no relacionadas estructural ni
funcionalmente con la actinomicina D. En el estudio far-
macocinético de estos fairmacos se observoé un bombeo
activo al exterior de la célula cuando se unian a una pro-
teina de membrana plasmatica, presente s6lo en las células
resistentes.'>¢ Varios trabajos que intentaron aclarar los
mecanismos implicados en estos fendmenos de resis-
tencia, obtuvieron resultados similares.”” Juliano y Ling
demostraron una correlacidn entre el grado de resistencia
a la colchicina en las células tumorales, la presencia de
una glucoproteina de 170 kD en la membrana plasmatica
y la amplificaciéon del gen codificador de dicha proteina,
el gen MDR1.51-12 La gran similitud de esta glucopro-
teina con las proteinas transportadoras bacterianas, sobre
todo con la hemolisina B y el sistema malk de E. coli y
sistema hisP del Staphilococcus typhimurium, sugiridé su me-
canismo de accién como transportador de membrana.!>!?

> LA GLucoproTEiNA P (G-P)

Es una proteina de membrana plasmidtica de 170 kD,
formada por 1200 aminodcidos que se disponen en dos
cadenas iguales, cada una con un segmento N-terminal
hidrofilico y un segmento C-terminal hidrofobico. Cada
cadena dispone de seis regiones transmembrana a las que se
pueden unir sustancias naturales del tipo de las vincas, po-
dofilotoxinas, colchicina, actinomicina D y/o antraciclinas.
En su cara intracelular hay una region hidrofilica a la que se
liga una molécula de ATP, por lo que se piensa que el me-
canismo de acciéon es dependiente de la energfa.'*®

> FUNCIONAMIENTO DE LA GLUCOPROTEINA P
La estructura de la G-P es caracteristica de un poro de

membrana a través de la que los diferentes firmacos son
bombeados al espacio extracelular, disminuyendo la
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Figura 1.

La glucoproteina P es una molécula de la membrana celular que se caracteriza por
fromar un poro a través del cual los diferentes farmacos son bombeados al espacio
extracelular, disminuyendo asf la concentracion en el interior de la célula a niveles
que resultan inactivos.

Vincristina

concentracion en el interior de la célula a niveles que re-
sultan inactivos.'>'*181° La unién del firmaco a la G-P es
esencial para su inactivacion (Figura 1).

La G-P posce varios epitopes o puntos de unién para
diferentes sustancias, por lo que puede provocar su re-
sistencia de forma simultanea."'* El numero de epitopes
es limitado y los diferentes fairmacos deben competir por
su uniéon con esta proteina. Este hecho ha estimulado la
investigacion de sustancias que se unan a la G-P con gran
afinidad, la bloqueen y de esta forma, mediante un me-
canismo de inhibicién competitiva, impidan la expulsion
de los firmacos al espacio extracelular.?’

> CARACTERISTICAS GENETICAS DE LA GLUCOPROTEINA P

La G-P esta codificada por el gen MDRU1. En la especie
humana la familia multigénica MDR estd constituida por
dos genes: MDR1 y MDR2 presentasen el brazo largo
(banda g21.1) del cromosoma siete.'®?'* Ambos genes
se transcriben en un RINA de 4,1-4,5 kb, con un alto
grado de homologia entre ellos. Las proteinas codifica-
das por ambos genes tienen una orientacion similar en
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las membranas celulares, actuando como transportado-
ras activas.'® En la actualidad, s6lo se ha demostrado la
participacion del MDR1 y de su producto, la G-P, en
los mecanismos de quimiorresistencia.”® Las células con
fenotipo MDR  presentan invariablemente alteracio-
nes cromosomicas. La amplificacién del gen MDRI,
demostrada en algunos casos por la presencia de do-
bles minutos, o la desregulacién en la transcripcion del
MDR1 a RNA-MDR1 son las mas frecuentes.”'* Esta
ultima es la tnica alteracidén observada en los tumores
humanos quimiorresistentes.'* La transferencia del ma-
terial genético DNA-MDRU1 a células sensibles es capaz
de inducir en ellas una quimiorresistencia, como se ha
observado por técnicas de hibridaciéon en virus." El aisla-
miento de vector retrovirico portador de DNA-MDR1
ha permitido la transterencia de quimiorresistencia a cul-
tivos celulares. Este hecho abre un interesante campo de
investigacion terapéutica con la posibilidad de proteger
contra la aplasia medular posquimioterapia, mediante la
transferencia de un vector retrovirico DNA-MDR1 a las
células madre de la medula 6sea. ¢ La expresion del gen
MDRI1 en tumores intrinsecamente resistentes, asi
como su aparicién en tumores que adquieren esta resis-
tencia, sugieren su participaciéon en los mecanismos de
quimiorresistencia.?

>> PAPEL FISIOLOGICO DE LA GLUCOPROTEINA P

La G-P es tejido-especifica y se detecta, casi de for-
ma exclusiva, en los epitelios de érganos maduros con
capacidad excretora-secretora, endotelios y tejido trofo-
blastico. La corteza adrenal, el tabulo renal proximal y
el epitelio colénico expresan G-P de forma difusa y con
mayor intensidad que en el resto de tejidos, lo que
facilita la eliminacién de metabolitos y de diferentes
sustancias a la bilis, orina o luz intestinal, y confirma
el papel detoxificante y protector celular de la G-P.%*'?7
La deteccion de G-P en el endotelio capilar del testicu-
lo y del sistema nervioso central sugiere su participacion
en la creacion de santuarios para enfermedades como las
leucemias, al impedir que los firmacos alcancen concen-
traciones activas en estas localizaciones.?

> LA EXPRESION DE LA GLUCOPROTEINA P EN LOS Tu-
MORES HUMANOS

Bell y colaboradores (1985), observaron una correlacién
entre la presencia de G-P en células de carcinoma ovi-
rico y su grado de quimiorresistencia. Estos resultados,
que fueron obtenidos por técnicas de inmunoblot, han
sido confirmados en los tGltimos afios mediante RINA
slot blot, RNA hibridacién in sifu, inmunohistoquimia, y
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PCR.»% El andlisis del RNA-MDR 1 en mas de 400 tu-
mores diferentes ha confirmado la alta expresion del gen
MDR1 en los que son intrinsecamente quimiorresisten-
tes, como el hipernefroma, el cincer adrenal, el cincer
de colon o el hepatocarcinoma.**3? La variabilidad en
el patrén de distribucidn, asi como en la intensidad de
expresion de la G-P en los diferentes tumores ha sido de-
mostrada por técnicas de inmunohistoquimia, utilizando
anticuerpos monoclonales dirigidos a diferentes epitopes
de la G-P (C219, MRKI6, JSB1, entre otras). De la te-
jidos que no expresan G-P en condiciones normales, lo
que apoya la teorfa de una resistencia adquirida.®!833-38
Uno de los puntos que mds interés ha despertado en
el conocimiento de la G-P es el papel que desempena
como factor prondstico y como predictor de respuesta
tumoral a la quimioterapia. En los recientes anos se han
publicado varios trabajos en los que se demuestran una
correlacidon entre la presencia de G-P en las células tumo-
rales con una mayor agresividad del tumor, es decir, con
mayor invasividad vascular, mayor afectacién ganglionar
y diseminaciéon a distancia, asi como un intervalo libre
de enfermedad mads corto y una menor respuesta tumoral
al tratamiento.'*?*** La ausencia de G-P en las células
tumorales no es predictiva de la eficacia terapéutica ya
que otros mecanismos de resistencia pueden estar pre-
sentes. Han sido implicados varios sistemas enzimaticos
en la falta de respuesta a determinados farmacos, prin-
cipalmente el sistema de la glutatién-S-transferasa en el
citoplasma y el de la topoisomerasa endonucleasa en el
nucleo. ¥+

> AGENTES MODIFICADORES DE LA QUIMIORRESISTENCIA

En un intento de mejorar los resultados terapéuticos se
han realizado un importante nimero de trabajos con
el objetivo de bloquear los mecanismos que provocan
quimiorresistencia. Gottesman consiguié inhibir la re-
sistencia a diferentes firmacos como la adriamicina, la
vinblastina, el etoposido o la actinomicina D mediante
el empleo de una sustancia moduladora, el verapamilo.*
El verapamilo tiene una gran afinidad por la G-P, com-
pite con las sustancias activas por los diferentes epitopes,
los bloquea y de esta forma inhibe su bombeo al espacio
extracelular, es decir, revierte la quimiorresistencia.'? Su
mecanismo de accidn no esta bien definido; se cree que
es independiente del calcio y que actda tanto en la mem-
brana plasmatica como en el niicleo, modulando el dano
celular provocado por los fairmacos, independientemen-
te de su concentracién intracelular. En algunos tumores
como el carcinoma microcitico de pulmén se ha descrito
una accidn citotdxica directa. Pese a que el mecanismo de
accidn no esta bien establecido, se han desarrollado un gran



numero de experiencias con el verapamilo, con la finali-
dad de mejorar la eficacia del tratamiento antineopldsico.
Dalton y colaboradores,” combinaron el verapamilo con
la quimioterapia en un grupo de mielomas y LNH re-
sistentes al tratamiento. La concentracién intracelular de
los antineoplasicos aument6 en 40%. En otro estudio se
obtuvo 72% de respuestas (28% R C) al combinar verapa-
milo a la quimioterapia (CHOP) en 18 LNH refractarios
inicialmente al tratamiento con CHO." En estudios in
vitro se ha observado una relaciéon dosis-respuesta para
el verapamilo, con maximo efecto a concentraciones que
provocan una cardiotoxicidad importante, con hipoten-
sidn bloqueo cardiaco, que requiere monitorizacién en
UCL*4 La presencia de G-P en epitelios normales con
capacidad secretora-excretora (renal, colon, hepatico, sis-
tema nervioso central) es responsable del aumento de la
toxicidad posquimioterapia en estos tejidos cuando se
emplea el verapamilo.*® Actualmente esta en estudio el
papel modulador de diferentes sustancias potencialmente
activas y menos toxicas.

> MULTIPLE RESISTENCIA A DROGAS (MDR) NO
GLUCOPROTEINA P

El fenotipo celular MDR se atribuye a una alteracion ge-
nética causante del incremento de determinadas proteinas,
que por su funcién, inhiben la accién de determinados
farmacos. Las proteinas implicadas mds conocidas son la
G-P en la membrana plasmatica, la glutamil-S-transferasa
en el citoplasma y la topoisomerasa en el nicleo celular.!
Las alteraciones cualitativas o cuantitativas de enzimas
como la topoisomerasa-II se asocian a quimiorresistencia.
Esta enzima interviene en la replicacién, recombinacién
y transcripcién del DNA celular. La adriamicina, la dau-
norrubicina, ellipticina, VP16, AMSAM, actinomicina,
mitoxantrona entre otras, actiian sobre esta enzima for-
mando un complejo DNA-topoisomerasa II-firmaco
altamente estable que bloquea la replicacién y la transcrip-
ci6n del DNA 'y, por lo tanto, provoca la muerte celular.
La ausencia de esta enzima en las células tumorales, o la
pérdida de la afinidad por los diferentes antineopldsicos
provocan quimiorresistencia.?'?* La topoisomerasa-1I
es ciclo-especifica y presenta las concentraciones mads al-
tas en las células de ripido crecimiento. Por este motivo,
las células de crecimiento lento pueden tener resistencia
al grupo de quimioterapicos que actian especificamen-
te sobre esta enzima.® La actividad en el nicleo de la
alquiltransferasa, endonucleasa, glucosilasa o de la poli-
ADP-ribosa-polimerasa, enzimas reparadoras del DNA, se
ha correlacionado con la resistencia a antineopldsicos como
las nitrosureas. En el citoplasma existen varios sistemas
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enzimatico detoxificantes celulares, como la glutamil-
S-transferasa (GST), superdxido-dismutasa y catalasa
que estan involucrados en la resistencia a multiples far-
macos.?* La GST promueve el secuestro de la sustancia
activa en el interior de endosomas citoplasmaticos
protegiendo a la célula de su efecto oxidativo. Las con-
centraciones de GST son mas altas en tejido tumoral que
en tejido sano, lo que favorece la resistencia de las células
tumorales al tratamiento. El incremento del glutatién in-
tracelular por la accion de la gamma-glutamil-sintetasa y
la glutatidon-sintetasa, asi como el aumento de la actividad
oxido-reductora intracelular por la glutation-peroxida-
sa y la glutation-reductasa, se correlaciona con la falta de
respuesta a firmacos como el melfaldn, el cisplatino o la
adriamicina, entre otros. En la actualidad, se investiga
la modulacién de la MDR no GP a través del empleo de
sustancias, como la butioninsulfoximina (BSO), inhibi-
doras de estos sistemas enzimaticos.>">!

> MANEJO DE PACIENTES CON CANCER DE MAMA RE-
SISTENTES A TAXANOS

En la actualidad se ha avanzado en el diseno de
nuevas drogas y en los esquemas de tratamiento (com-
binacién de drogas, dosis, intervalos de administracion,
etcétera). Lamentablemente la quimioterapia en muchos
casos fracasa porque el tumor presenta mecanismos de re-
sistencia a las drogas administradas (resistencia innata), o los
desarrolla una vez iniciado el tratamiento (resistencia ad-
quirida). Los mecanismos de resistencia pueden ser extra
o intracelulares; dentro de los mecanismos extracelulares
podemos mencionar la irrigacién tumoral insuficiente
que impide que la droga acceda a la célula tumoral en una
concentracion adecuada para tener efecto. En cuanto a los
mecanismos intracelulares, que son multiples, los podemos
clasificar con fines didicticos en seis grupos. La molécula
mas estudiada hasta la fecha es la proteina p170 llamada asi
porque su peso molecular es de 170 kDa (Figura 2).

Esta proteina, que se ubica en la membrana celular,
actlia como una bomba que expulsa sustancias nocivas
desde el interior de las células hacia el exterior, partici-
pando de esta manera en procesos de detoxificacion.
Forma parte entonces del mecanismo uno (me-
nor acumulacién intracelular de las drogas). La p170 se
expresa en condiciones normales en la membrana plas-
matica de las células de numerosos 6rganos, siendo muy
abundante en el rindn, el higado y el intestino grueso;
en cambio su expresion es baja en la glindula mamaria
normal. La p170 puede expresarse en altos niveles en
tumores de mama y de esta manera conferir resisten-
cia a numerosas drogas antineopldsicas porque es capaz
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Figura 2.

La glucoproteina P es una molécula que anclada a la membrana que ademas de
estar en contacto con ella, tiene presencia dentro y fuera de la célula. La parte
central de la molécula es un canal que funciona con energia (ATP) para transportar
farmacos del interior de la célula al exterior, incluso puede movilizar farmacos desde
el interior de la membrana celular. La polaridad de los agentes farmacoldgicos es
parte de la clave para capturarlos y expulsarlos del interior de la célula.

Farmacos

Membrana celular Extracelular

Intracelular

A \
A 4 \
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de expulsarlas de las células tumorales impidiendo que
actien y eliminen a dichas células. Hay numerosos tra-
bajos publicados sobre la expresion de la p170 en cancer
de mama y sobre su efecto en la respuesta a la quimiote-
rapia, pero todavia hay controversias con respecto a su
utilidad clinica. Otra molécula que puede estar expresada
en las células tumorales mamarias y que se ha relaciona-
do con sensibilidad/resistencia a drogas antineopldsicas es
la proteina c-erbB-2, también conocida como HER-2/
neu. Esta proteina no se encuentra en glandula mamaria
normal y cuando aparece en un cancer de mama se rela-
ciona con un comportamiento tumoral mds agresivo que
se reflejard en mayor probabilidad de aparicién de metds-
tasis y en una sobrevida menor de la mujer. Esta proteina
se localiza en la membrana celular y forma parte de una
familia de receptores de factores de crecimiento cuyo
miembro mas conocido es el Receptor del Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGFR: Epidermal Growth Fac-
tor Receptor). Por su ubicacién en la membrana celular y
por expresarse exclusivamente en células tumorales es un
excelente blanco de nuevas terapias, aunque todavia no
se conoce exactamente cudl es su mecanismo de accidn.
Actualmente, uno de los mas novedosos tratamientos en
cancer de mama es la administracién por via sistémica de
un anticuerpo monoclonal contra la proteina c-erbB-2:
trastuzumab (Herceptin®). Este tratamiento s6lo se pue-
de proporcionar a mujeres, cuyo tumor sobre-expresa la
proteina c-erbB-2.
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> AGENTES ESTABILIZADORES DE MICROTUBULOS

Los microtubulos son estructuras tubulares de 25 nm de
didmetro exterior y unos 12 nm de didmetro interior,
con longitudes que varian entre unos pocos nanémetros
a microémetros, que se originan en los centros organiza-
dores de microtibulos y que se extienden a lo largo de
todo el citoplasma. Se hallan en las células eucariotas y
estin formadas por la polimerizacién de un dimero de
dos proteinas globulares, la alfa y la beta tubulina. Los mi-
crotubulos son heteropolimeros de o y p-tubulina, los
cuales forman dimeros, que son su unidad estructural.
Son de tipo vegetal. Los dimeros polimerizan en protofi-
lamentos, que luego se agregan lateralmente para formar
estructuras cilindricas huecas. Para polimerizar se requie-
re la presencia de dimeros a una concentracién minima
determinada denominada concentracién critica, aunque el
proceso se acelera por la adicién de nucleos, que son elon-
gados. Una importante caracteristica de los microtubulos
es su polaridad. La tubulina polimeriza por adicién de
dimeros en uno o ambos extremos del microtubulo. La
adicién es por union cabeza con cola, en la formacién de
los protofilamentos. Asi, se forman filas sesgadas de mo-
némeros de a y B-tubulina en la pared, lo que provoca
una polaridad global al microtibulo. Debido a que todos
los protofilamentos de un microtubulo tienen la misma
orientacién, un extremo estd compuesto por un anillo de
a~tubulina (denominado extremo negativo) y, el opues-
to, por un anillo de B-tubulina (denominado extremo
positivo). Existen una gran cantidad de drogas capaces
de unirse a la tubulina, modular su estado de activacion
y de este modo interferir con la dindmica microtubular
a concentraciones intracelulares, mucho mds bajas que
la de tubulina. De este modo detienen las células en el
estado de mitosis y causan apoptosis. Los compuestos
que modulan la actividad de tubulina pueden dividir-
se de forma general en dos grandes grupos. En primer
lugar estan los inhibidores de la tubulina como la colchi-
cina y la vincristina, que se unen a ésta impidiendo que
forme microtibulos. Por otro lado, estan los agentes es-
tabilizantes de microtabulos (MSAs), como el paclitaxel
y el docetaxel, los cuales se unen preferentemente a la
tubulina ensamblada, minimizando la disociacién de la
tubulina-GDP de los extremos de los microtibulos e in-
duciendo el ensamblaje de la tubulin-GDP normalmente
inactiva. Los firmacos moduladores de la polimerizacién
de microtibulos han sido muy usados en la terapia anti-
tumoral. Al ser indispensables para la mitosis y detenerla,
se logra actuar contra el tumor, pero también se ven afec-
tados aquellos tejidos en continua proliferacion (médula
Osca, pelo, etcétera). El éxito clinico del paclitaxel y



El papel de la quimiorresistencia en los tumores sélidos @
De la Vega-Horacio A, et al.

Figura 3.

El descubrimiento de las epotilonas fue partir de productos naturales y posteriormente se caracterizaron estas moléculas. Una vision general de las propiedades terapéuticas en
estudios preclinicos de los miembros mas prometedores de esta clase de drogas se demostro al menos en siete de las epotilonas caracterizadas a través del uso de diferentes
modelos de tumores humanos xenotrasplantados. Hasta la fecha, dos productos naturales y analogos semisintéticos han sido evaluados en pacientes con cancer.
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el docetaxel, ha conducido a la basqueda de nuevos
compuestos con el mismo mecanismo de accién y al des-
cubrimiento en los tltimos afios de una gran cantidad de
agentes estabilizantes de microtibulos con al menos dos
sitios de union distintos.

> DESARROLLO DE EPOTILONAS

Como sucedid con paclitaxel, la busqueda por nuevos
productos naturales recibié especial atencién por dife-
rentes grupos de investigadores. Las epotilonas A y B
fueron descubiertas en 1987, por Hofle, Reichenbach
y sus colaboradores del centro de investigacion Gesells-
chaft fur Biotechnologische Forschung (GBF), en Alemania.
Estos compuestos fueron aislados a partir de extractos
de cultivos de degradacién de La celulosa por la bacte-
ria Sorangium cellulosum. Por presentar actividad contra
del Mucor hiemalis, como las epotilonas A y B fueron
primeramente evaluadas como potenciales fungicidas
y agrotoxicos. No se utilizaron en tanto algunos expe-
rimentos probaban que eran compuestos muy toxicos.
En 1995, un importante descubrimiento se dio gracias a
investigadores de Merck en los Estados Unidos que, de
manera independiente, aislaron las epotilonas A y B, para
comprobar su potente actividad antitumoral con valo-
res IC, | proximos a los del paclitaxel. Otro importante
descubrimiento fue que el mecanismo de accion de las
epotilonas A y B, no combate al cancer, era similar al del
taxol, exhibiendo potentes propiedades en la estabiliza-
ci6n de la tubulina, impidiendo la replicacion celular. Las

EpotilonaA (R=H) y B (R = Me)
C,H,,NO,S (Epotilona A)

26 39

C,,H,,NO,S (Epotilona B)

2T M

Formula Quimica

493.66 g/mol (Epotilona A)
507.68 g/mol (Epotilona B)

Masa Molecular

epotilonas A y B mostraron ser capaces de inhibir la glu-
coproteina P, responsable del desarrollo de la resistencia a
los farmacos (Figura 3).

Por esta razdn, las epotilonas presentan actividad
superior al paclitaxel en células resistentes, siendo que
estos resultados fueron, posteriormente, confirmados
por cientificos del GBF. Debido a los buenos resul-
tados preliminares, la epotilona B pasé a los estudios
clinicos de fase I, estando actualmente en fase II. La
necesidad de obtener firmacos mds potentes, otros
analogos fueron sintetizados por varios investigado-
res, siendo la primera sintesis de epotilona en estado
solido descrita por Nicolau y colaboradores, lo que
permitié la obtencidén de una biblioteca combinada
con numerosos analogos. Gracias a los estudios reali-
zados por académicos ¢ industriales, el BMS-247550,
un prometedor anilogo de la epotilona B, fue pro-
ducido por la Bristol-Myers Squibb. Este compuesto
mostro actividad en varios estadios de estudios clinicos
de fase I, estando actualmente en el inicio de la fase II.
Estudios de las relaciones entre estructura y actividad
biolégica realizados por Danishefsky y colaborado-
res, fortalecieron la epotilona D, conocida también
como desoxiepotilona B o KOS-862. Los estudios cli-
nicos de fase I fueron iniciados en octubre de 2001,
por la compaiia Kosan Bioscience y, actualmente, se
encuentra en estudio clinico fase II. La ixabepilona
pertenece a una clase de agentes antineoplasicos, que
detiene el crecimiento de células tumorales al impedir
la multiplicacién celular (Figura 4).
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Figura 4.

La ixabepilona es un inhibidor de microtibulos que pertenece a una clase de
agentes antineoplasicos llamadas epotilonas. Las epotilonas fueron aisladas del Ce-
llulosum sorangium myxobacterium. La ixabepilona es un andlogo semisintético de
la epotilona B, un macrdlido policétido de 16-carbonos.

Puede utilizarse en forma directa o en combinacién
con capecitabina para el tratamiento de pacientes re-
sistentes a las antraciclinas y taxanos o cuyo cancer es
resistente a los taxanos y para quicnes esti contrain-
dicada otra terapia con antraciclinas. La ixabepilona fue
aprobada por la Food and Drugs Administration (FDA), en
Estados Unidos el 16 de octubre de 2007, y por la Ad-
ministracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica (ANMAT) en Argentina el 24 de
enero de 2008, en base a los resultados beneficiosos y al
perfil de seguridad que demostraron los resultados pre-
liminares de los ensayos clinicos desarrollados. La dosis
recomendada de ixabepilona es de 40 mg/m? en forma de
infusion intravenosa durante tres horas cada tres semanas.
Las dosis para pacientes con un area de superficie corpo-
ral (BSA) superior a 2.2 m? se debe calcular con base en
2.2 m?. La combinacién de ixabepilona con capecitabina
ha conseguido aumentar en 40% la supervivencia libre
de progresion de enfermedad en mujeres con cancer de
mama metastasico que habian progresado ripidamente
después de haber recibido quimioterapia. Es la con-
clusiéon de un ensayo clinico de fase III presentado en
la Conferencia Europea de Cancer, que se desarrollo
en Barcelona. Su uso en combinacidén con capecitabina,
segiin los resultados de la investigacion, prolonga de
cuatro a cinco meses el tiempo sin progresion la enferme-
dad, seguin senala la citada compania en un comunicado.
BMS espera presentar los primeros datos de superviven-
cia de este ensayo este 2008 y por el momento no se ha
solicitado en la EMEA la autorizacion para su comer-
cializacioén aunque, si bien la FDA estadounidense estd
evaluando el firmaco. El estudio, en el que participaron
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752 mujeres de diferentes paises con cancer de mama
metastdsico previamente tratadas y resistentes a la qui-
mioterapia convencional, es el primer ensayo clinico de
fase III que se presenta en Europa con un medicamento
perteneciente a la familia de las epotilonas.

> DIFERENCIAS ESTRUCTURALES ENTRE EPOTILONAS Yy
TAXANOS

Los microtubulos intervienen en diversos procesos ce-
lulares que involucran desplazamiento de vesiculas de
secrecién, movimiento de orginulos, transporte in-
tracelular de sustancias, asi como en la division celular
(mitosis y meiosis) y que, junto con los microfilamentos
y los filamentos intermedios, forman el citoesqueleto.
Ademis, constituyen la estructura interna de los cilios y
los flagelos. El sitio de unién de taxol (paclitaxel) en los
microtubulos es una diana farmacoldgica cuya funcion es
todavia desconocida. Diversas sustancias naturales qui-
micamente diferentes mimetizan los efectos citotoxicos
de taxol, aparentemente uniéndose al mismo sitio ubi-
cuo de unidén de taxol en los microtibulos. Entre estas
se encuentran las epotilonas (de mixobacterias), la dis-
codermolida (de esponjas marinas) y eleuterobina (de
un coral marino). Estos compuestos, llamados agentes
estabilizantes de microtibulos, los estabilizan y bloquean
su dinamica; de esta forma detienen la division celular.
Por ello taxol se utiliza en la quimioterapia de cincer de
ovario, cancer de mama metastasico, cancer de cabeza 'y
cuello y en cancer de pulmén. El sitio de unién de taxol
se ha mapeado en la subunidad de -tubulina en el lumen
de los microtubulos. Este sitio en la superficie interna de
los microtabulos dificultaria en principio el acceso de los
ligandos del sitio de taxol en microtibulos ensamblados.
Hemos estudiado la cinética de unién de un taxoide fluo-
rescente (Flutax-2) a microtabulos celulares. El sitio de
unién es perfectamente accesible a Flutax-2 en citoes-
queletos nativos de células PtK2. La cinética de unidén
y disociacion observada es similar a la obtenida con mi-
crotibulos in vitro, conteniendo proteinas asociadas
(MAPs). Los datos cinéticos indican que los taxoides se
unen directamente de la solucién a un sitio expuesto en
el microtubulo. También se ha observado la existencia de
un complejo ternario especifico de citoesqueletos nativos
de PtK2, Hexaflutax y un anticuerpo monoclonal fren-
te a fluoresceina dando lugar a evidencia directa de que
el sitio de unién de taxol esta expuesto. Por otra parte,
también se ha encontrado que cicloestreptina es el primer
estabilizador de microtibulos que se une covalentemente
a estos y sus efectos sobre los microtubulos celulares son
irreversibles. La utilizacion de este ligando ha permitido



elucidar el camino que el taxol sigue para alcanzar su sitio
en los microtibulos y ademads describir un nuevo sitio
de unién de agentes estabilizantes en la superficie exter-
na de estos. Esta unién covalente permite que se pueda
vencer la resistencia multiple a drogas de una linea ce-
lular que sobre-expresa glicoproteina-P. Los resultados
clinicos de la quimioterapia con taxol son a veces insa-
tisfactorios, ya que en muchos casos aparece la llamada
resistencia multiple a drogas (MDR), debido a la sobre-
expresion de bombas de membrana, en particular de la
glucoproteina P, que expulsa las drogas al exterior celular
reduciendo la concentracion intracelular de estas. Se trata
de ixabepilona la primera de una nueva clase de drogas,
conocidas como epotilonas. Esta alternativa terapéutica,
desarrollada integramente en los centros de investigacion
de laboratorio, constituye una herramienta fundamental
para los oncologos y las pacientes que generan resistencia
o son refractarias a los tratamientos de eleccion actuales,
basados en antraciclinas, taxanos y capecitabina.

> PAPEL DE LAS EPOTILONAS EN PACIENTES CON CAN-
CER DE MAMA RESISTENTES A TAXANOS

Los transportadores multidroga pertenecientes a la A TP-
binding cassette (ABC-transporters) son una superfamilia de
genes que codifican diferentes proteinas transportadoras
(ABCB1, ABCC1, ABCG2, entre otras), responsables
de la resistencia a muchos firmacos antineopldsicos. Di-
chos transportadores generalmente expulsan al medio
extracelular los firmacos, aunque pueden inmovilizar-
los en el interior de vesiculas endociticas. Algunos tipos
de cincer son muy resistentes a los agentes antineopld-
sicos, presentando fenotipos de resistencia a multiples
firmacos (MDR). El fendémeno de la resistencia a la
quimioterapia es entonces un impedimento para que el
tratamiento final del cancer sea un éxito; aunque se han
propuesto diferentes alternativas para vencerla. Uno de
los transportadores mas estudiados es la glucoproteina
P (Pgp), responsable de la resistencia a taxanos, epipo-
dofilotoxinas y antraciclinas, entre otros. En las células
neoplasicas, la sobre-expresion de Pgp puede contri-
buir a la quimiorresistencia en diversos tipos de cancer
y leucemias, explicando la aparicién del fenotipo MDR
después de una recidiva. La citometria de flujo funcio-
nal permite el estudio del fenotipo MDR mediante la
utilizacion de sondas fluorescentes especificas de los di-
ferentes transportadores ABC y en presencia y ausencia
de diferentes inhibidores especificos de cada uno de ellos
como el verapamilo, la ciclosporina A, valspodar, o la fu-
mitremorgina C. Entre las nuevas estrategias terapéuticas
frente a los fendmenos de quimiorresistencia, se estan
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desarrollando nuevos inhibidores de los transportadores
multidroga, anticuerpos para bloquear su actividad, e in-
hibidores de la diferenciaciéon celular. Otros mecanismos
de resistencia estn relacionados con las topoisomerasas de
DNA, con los niveles de la glutation-sulfonil (GSH), el
compuesto tidlico mds abundante en los mamiferos o
mutaciones de p53. Los fluorocromos como la rodamina,
Hoechst 33342, entre otros, permiten estudiar el feno-
tipo de resistencia, mediante captacion, retencién y la
eliminacién de sondas fluorescentes. Si la célula expresa
transportadores multidroga, la citometria de flujo per-
mite conocer la cinética del transportador, un dato muy
importante porque la incrementada velocidad de expul-
si6n implica mayor quimiorresistencia. Son importantes
los disenios experimentales con transtectantes estables de
transportadores multidroga (por ¢jemplo: ABCG2) y en
este grupo de investigacion del HUVH utilizan células
quimiorresistentes a diferentes agentes antineopldsicos
como la mitoxantrona o el topotecan. Pero otros aspec-
tos importantes de estos estudios tratan de comprender
como los propios agentes anticancerigenos contribuyen
a la acumulacién de p53 mutante, a la aneuploidizacion,
y a la amplificacién de genes implicados en una elevada
quimiorresistencia.
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