Rev. Bras. Cancerol. 37(1/4): janeiro/dezembro 1991 51

Resisténcia a multiplas drogas: um problema da
clinica oncolégica com solugao
na pesquisa basica

LUDMILA S. MEDINA DA CUNHA', FERNANDO MEDINA DA CUNHA', MARY DA
SILVA THEREZA', REGINA A. MARTINHO', ANDRE AUGUSTO Jr. G. MORAES',
RICARDO LIMA ZOLINER?

Trabalho realizado pelas disciplinas de Oncologia Clinica e Imunologia Clinica do
Departamento de Clinica Médica da UNICAMP/SP

Resumo

A resisténcia que as células neopldsicas apresentam aos agentes quimioterdpicos sempre é
um grande problema para o oncologista clinico. A descoberta da glicoprotelna (170 Pgp)
responsavel pela resisténcia a multiplas drogas (MDR) abriu novas perspectivas de se superar
este dificil tipo de resisténcia. Neste trabalho, apresentamos uma retrospectiva do trabalho de
pesquisa realizado até a definigao do modelo que hoje rege os trabalhos clinicos no emprego de
agentes reversores da MDR.

Unitermos: quimioterapia - resisténcia a multiplas drogas

Introducéo

A capacidade das células neoplasicas desenvol-
verem resisténcia aos quimioterdpicos é a razdo do
insucesso da maioria dos tratamentos antineoplasi-
cos desde o inicio de seu emprego no combate ao
cancer.

A pesquisa continua de novas drogas cada vez
mais potentes ndo tem melhorado os indices de cura
para a grande maioria dos tumores, ficando as me-
lhores estatisticas restritas a tumores de testiculo,
leucemias linfoblasticas agudas da infancia e linfo-
mas difusos. Nas neoplasias mais freqlientes da pra-
tica clinica consegue-se uma resposta na indugdo do
tratamento, a qual mais cedo ou mais tarde € seguida
de recidiva e progressdo do tumor a despeito da in-
trodugao de outras drogas.

O advento da utilizagdo combinada de drogas,
esquematizando a dose e a freqliéncia da adminis-
tragdo, foi a solugdo clinica encontrada para tentar
reduzir a possibilidade do surgimento de populagdes
celulares resistentes. Contudo, ainda ndo se dispde
de uma abordagem terapéutica dirigida especifica-
mente para os mecanismos de resisténcia celular. O

estudo de cada um destes mecanismos torna-se prio-
ridade no direcionamento para a obtengdo de melho-
res indices de cura.

Podemos dividir o fendmeno de resisténcia basi-
camente em dois tipos: primeiro, a resisténcia de
novo, aquela que ja se observa nas células tumorais
quando passam pelo processo de malignizagdo. Em
outras palavras, € a resisténcia intrinseca encontra-
da, por exemplo, em tumores de célon, adenocarci-
noma de pulmao e hipernefromas. O segundo tipo é a
resisténcia adquirida, aquela que ocorre apds a ex-
posicdo das células e agentes citotdxicos. Varios
mecanismos celulares sdo responséaveis pela forma-
gao de clones residuais de células resistentes, que
sdo usualmente refratarias a uma nova combinagao
de drogas antineopldsicas.

A solucdo estd na pesquisa oncoldgica basica. O
estudo das linhagens celulares tumorais e seus me-
canismos de resisténcia propiciardo o encontro da
abordagem terapéutica que permita supera-los. Foi
no estudo da resisténcia adquirida que Biedler e Ri-
ehm [1], em 1970, verificaram que linhagens celulares
de hamster, selecionadas por altos niveis de resis-
téncia a actinomicina D, apresentavam resisténcia

'Disciplina de Oncologia Clinica; 2Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia. Departamento de Clinicas Médicas - UNICAMP. Enderego do autor para
correspondéncia: Depto. de Clinica Médica - Faculdade de Ciéncias Médicas (UNICAMP). Cx Postal 1170. Campinas, SP - CEP 13100.

Copyright© 1991 by Instituto Nacional de Cancer/Ministério da Saude



52

cruzada a algumas drogas estruturalmente néo rela-
cionadas, como a vimblastina, vincristina e mitomici-
na C. Surgia com esta observagdo um dos mais intri-
gantes problemas de resisténcia. Como células ex-
postas a uma sé droga poderiam desenvolver resis-
téncia a outras com diferentes estruturas quimicas e
mecanismos de agdo? Em vdrios centros de pesqui-
sas, linhagens celulares de tumores, inclusive huma-
nos, foram induzidas & resisténcia por exposigdo
continua a crescentes concentragdes de quimiotera-
picos, como a doxorrubicina, confirmando-se os re-
sultados anteriores. Este padrdo de resisténcia ficou
conhecido como resisténcia a multiplas drogas (MDR)
ou resisténcia pleotrépica, que no padrdo classico
inclui diversas drogas cujo fator comum é o de se trata-
rem de produtos naturais (Tabela 1).

Tabela 1. Drogas envolvidas na MDR.

Mitramicina
Actinomicina-D
Puromicina
Mitomicina-C

Antibiéticos:

Doxorrubicina
Daunorrubicina
Mitoxantrona

Antraciclinas:

Vincristina
Vinblastina
Colchicina

Antimitéticos:

Epipodofilotoxinas: Etoposide

Teneposide

Emetina
Gramicidina D
Taxol

QOutros:

Observou-se que a resisténcia entre as drogas
envolvidas no fenémeno poderia apresentar um pa-
drdo quantitativo diverso, ou seja, uma linhagem ce-
lular seria mais resistente a uma droga que a outra,
mas a propriedade de resisténcia permanecia quali-
tativamente inalterada, sempre envolvendo as mes-
mas drogas, independentemente de qual delas tives-
se sido usada como agente indutor da resisténcia (col-
chicina, alcaléides da vinca, antraciclinas ou epipofi-
lotoxinas).

Ling e cols. [2, 3] foram os primeiros a observar que
a MDR estava associada a um decréscimo no acumulo
intracelular da droga. Seus estudos também permiti-
ram identificar a presenga de uma glicoproteina as-
sociada a membrana plasmatica, de aproximada-
mente 170.000 daltons (170 Pgp, 170 P-glicoprotei-
na) nas células resistentes e que estava ausente nas
linhagens celulares originais e sensiveis.
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Formaram-se, entdo, duas linhas de pesquisas
concomitantes: a do préprio Ling [4, 5], demonstrando
que o conteudo da 170 P-glicoproteina nas ceélulas
poderia estar diretamente relacionado, tanto com o
grau de redugdo de acumulo intracelular da droga,
como também com o grau de resisténcia a esta mes-
ma droga pelas células. Ao conhecimento de que a
entrada na célula, dos quimioterapicos em questao,
se faz por difusdo, somou-se a demonstragdo de que
os inibidores metabdlicos ou a supressdo da glicose
do meio de cultura aumenta o acimulo intracelular da
droga [6]. Estas informagdes, associadas ao fato de
que as células resistentes mantém uma menor con-
centragdo de droga devido a uma maior excregao,
fazem supor a existéncia de um mecanismo de efluxo
de toxinas dependente de energia. A presenca de 170
Pgp na membrana das células resistentes, sua asso-
ciagdo com a bomba de efluxo e com a resisténcia a
multiplas drogas tém sido confirmadas na segunda
linha de pesquisa, direcionada para a biologia mole-
cular. Nesta area, verificou-se a presenga freqiente
de cromossomos double minute, indicativos de ampli-
ficagbes génicas nas células resistentes [7, 8]. Inu-
meras técnicas genéticas foram empregadas [9] para
isolar seqiiéncias que fossem amplificadas nas célu-
las resistentes e estivessem ausentes nas células
sensiveis. Identificaram-se segmentos que codificam
a 170 P-glicoproteina em células tumorais de hams-
ter, camundongos e humanos. Tais segmentos séo
chamados genes mdr ou pgp [10, 11]. Em linhagens
de tumor humano isolaram-se duas isoformas da P-
glicoproteina, mdr1 e mdr3, porém apenas a primeira
mostrou associagdo com a MDR, sendo a fungdo da
isoforma mdr3 ainda desconhecida. Tentativas de
transfecgdo destes genes para células sensiveis re-
sultaram em linhagens com fendtipo MDR classico
[12, 13], apresentando redugédo do acumulo intracelu-
lar de droga, resisténcia cruzada com outras drogas
envolvidas no fenébmeno e detecgdo da 170 Pgp na
membrana celular.

A 170 Pgp é composta de duas metades similares
com 12 regides hidrofébicas ao longo da molécula e
que correspondem aos pontos onde ela cruza a
membrana plasmatica. Nas extremidades da molécu-
la existem segmentos que se ligam a molécula de
ATP, de onde provém a energia para o efluxo das
drogas, e por fim uma area de glicolisagao que se
localiza em regido externa a célula [14]. O mecanismo
exato de transporte da 170 P-glicoproteina e a fungao
que desempenha nas células na auséncia de citotdxi-
cos ainda s&@o desconhecidos. Niveis elevados do
gene mdr1 tém sido detectados em tecidos humanos
normais como os da glandula supra-renal, rim, pul-
mao, figado, jejuno, colon e reto, onde se localiza no
polo excretor das células. Este achado tem sido a base
da hipétese formulada pelos pesquisadores de que a
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170 Pgp esteja associada ao processo de desintoxi-
cagdo do organismo, explicando-se sua atuagdo ape-
nas sobre drogas que se originam de produtos natu-
rais. E interessante notar que a P-glicoproteina se faz
presente em tecidos cujos tumores apresentam re-
sisténcia intrinseca a quimioterapia [15, 16].

Comegam a surgir na literatura os primeiros dados
correlacionando a presenga do gene mdr1 com a re-
sisténcia de tumores e 0 aumento de expressdo de
mdr1 nas recidivas [17]. Este se encontra em niveis
elevados em tumores ndo tratados, como carcinoma
de cdlon, hipernefroma, hepatoma, cancer adreno-
cortical, feocromocitoma, tumores de pancreas, leu-
cemias mieldides cronicas em crise blastica, neuro-
blastoma; e em recidivas pds-quimioterapia de linfo-
mas ndo-Hodgkin, neuroblastomas, neoplasia de
mama e leucemias.

O primeiro estudo retrospectivo da possivel im-
portancia clinica da MDR foi em rabdomiossarcomas,
mostrando uma grande diferenga estatistica na evo-
lugdo e sobrevida entre os grupos de pacientes posi-
tivos e negativos para a 170 Pgp [18]. Como os dados
analisados até a presente data ndo incluem grandes
séries, estudos prospectivos com avaliagdo da ex-
pressdo MDR antes do tratamento e na recidiva estdo
em andamento, quando entdo se tera uma avaliagao
mais precisa da importancia prognéstica do gene
mdr1. Anticorpos monoclonais dirigidos contra a 170
P-glicoproteina foram produzidos, existindo mais trés
utilizados em pesquisa: MRK16 [19], JSB1 [20] e o
C219 [21]. Com estes anticorpos consegue-se
detectar in vitro a presenga de células com expressao
da 170 Pgp. Contudo, o uso desta abordagem in vivo
ou como tratamento ainda ndo esta disponivel, mas
esta é uma possibilidade ja em fase de estudos pré-
clinicos.

As investigagées correm ainda em outra diregdo: E
possivel reverter o fendmeno de resisténcia a multi-
plas drogas tornando sensivel ao tratamento um tu-
mor resistente? Inimeras substancias tém mostrado
moduladores da MDR. O grupo mais bem estudado é
o dos blogueadores de canais de calcio, como vera-
pamil e nifedipina. A lista (Tabela 2) dos reversores de
MDR incluem também drogas n&o relacionadas com
mecanismo de regulag@o de célcio [22, 23, 24, 25].
Apesar do mecanismo de agdo ndo estar definido,
alguns trabalhos [26, 27] mostram uma agao direta
destas substancias sobre a 170 P-glicoproteina. Pre-
sume-se que haja uma competicdo pelo mesmo sitio
de ligagdo entre a droga citotéxica e os moduladores
na molécula da 170 Pgp. Por outro lado, estudos cli-
nicos usando doxorrubicina e verapamil no tratamento
de tumores de ovario refratarios ndo mostraram me-
lhora da resposta [23, 28]. O maior problema apre-
senta-se nas altas doses de verapamil necessarias
para potencializar os efeitos da doxorrubicina, resul-

tando em inaceitavel toxicidade cardiaca devido ao
bloqueador de caélcio. Apesar destes primeiros resul-
tados desencorajadores, as pesquisas continuam
buscando o agente reversor ideal para o uso clinico
[29, 30, 31].

Tabela 2. Agentes reversores.

Bloqueadores de célcio:

Verapamil Nifedipina’
Desmetoxiverapamil Nicardipina’
Diltiazen’ Niludipina’
Nitrendipina Bepridil’
Caroverina Nimodipina’

Inibidores de calmodulina:
Trifluoperazina
Clomipramina
Premylamina
NO233

Andlogos n&ao-citotoxicos:
N-acetildaunorrubicina’
Vindolina

Blogueador de microfilamentos:
Citochalasina

Detergentes:
Deoxicholate
Tween 80
Antibi6ticos:
Anfotericina B
Filipina
Imunossupressores:

Ciclosporina A’

Antiarritmicos:
Procainamida
Quinidina
Cloroquina
Lidocaina
Propranolol
Difenil hidantoina

Substancias lisossomotrépicas:
Triton WR 1339
Monodansicadaverina
Metilamina

‘testados in vivo

Outros mecanismos além da 170 P-glicoproteina
parecem estar envolvidos na MDR. Em algumas li-
nhagens celulares [32, 33] encontram-se o padrdo de
resisténcia cruzada e a redugdo do acumulo intrace-
lular da droga, mas sem ser possivel a detecgao de
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um aumento na expressdo da 170 Pgp. Outros pa-
drdes de resisténcia multipla tém sido descritos [34,
35], chamados de resisténcia atipica a mdltiplas dro-
gas. Nesta situagio ha resisténcia cruzada a etoposi-
de e antraciclinas, mas estas células se mantém sen-
siveis aos alcaléides da vinca. Ndo ha expressdo da
170 Pgp e nao ha alteragdo no acimulo intracelular da
droga. Todos estes dados sugerem outro mecanismo
intracelular que n4o o de transporte como responsa-
vel pela resisténcia na MDR atipica. Ha, também,
dados sobre alteragdes no sistema enzimatico de
desintoxicagdo celular com decréscimo de Aril hidro-
carbono hidroxilase (AHH) e aumento da atividade de
glutationa S Transferase (GSH), ambos os fenéme-
nos resultando em maior inativagdo das drogas [36].
Atualmente ainda nio se estabeleceu a importancia
destas alteragbes enzimaticas detectadas sobre a
expressdo do fenotipo MDR. Provavelmente o fend-
meno de resisténcia multipla e o resultado da intera-
cao de diferentes mecanismos de defesa celular, in-
cluindo tanto a amplificagdo de genes como a altera-

¢do do sistema enziméatico € mesmo Novos processos

ainda nao identificados.

Apesar das duvidas existentes, o modelo da 170
Pgp é o mais consistente que o laboratério forneceu a
clinica até o momento sobre o fenétipo MDR. Portan-
to, torna-se urgente o melhor conhecimento deste
fendmeno, de forma que seja possivel a melhor forma
de detecgdo, prevengdo e reversdo do problema,
permitindo contorna-lo com seguranga na pratica cli-
nica diaria. Como resultado imediato do sucesso em
ultrapassar a MDR teriamos uma grande percenta-
gem dos pacientes ja resistentes ao tratamento, com
chances de resposta a uma nova abordagem tera-
péutica. '

Summary

One of the major problems in clinical oncology is
the drug resistance phenomenon. Frequently, tumor
cells are able to overpass the damage caused by cyto-
static agents. The discovery of 170 P-glicoprotein (170
Pgp) as responsable for multidrug resistance (MDR)
was an important research step on this field. Here, we
present a retrospective on the definition of the 170 Pgp
model.
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