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Resisténcia a drogas

s células tumorais sdo capazes de desenvolver resis-

téncia a uma ampla variedade de agentes antineo-

pldsicos. Diferentes fatores podem interferir no re-
sultado de um regime quimioterdpico, tornando-o falho ao
induzir uma resposta. O primeiro dentre eles € a inabilidade
das drogas em alcancar o seu alvo celular critico. Neste senti-
do, fatores fisiolégicos, como absorgio, distribui¢do, meta-
bolismo e eliminagdo, sdo ingredientes chaves de uma qui-
mioterapia bem-sucedida.

Embora ndo se possa negar a grande importincia dos fa-
tores fisiolégicos, a maioria dos pesquisadores tem concen-
trado sua atengdo nos fatores celulares que levam a falha dos
regimes quimioterapicos, por serem estes os de mais dificil
identifica¢do e conseqiientemente de mais dificil solugéo.

Resisténcia clinica a quimioterapia pode ser definida como
falta de resposta inicial ao tratamento ou resposta inicial se-
guida de progressdo da doenga apds quimioterapia.

Neste contexto, a resisténcia a drogas tem sido classifica-
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da em duas categorias distintas, inerente ou adquirida. Nos
casos onde a resposta total a quimioterapia tem sido histori-
camente pobre, tais como o cincer de célon e o cincer de
células ndo-pequenas de pulmaio, esses tumores sio conside-
rados como possuidores de resisténcia inerente ou “de novo”
a quimioterapia. Isto contrasta com a situagio observada nas
leucemias ou linfomas, em que os pacientes inicialmente res-
pondem 2 quimioterapia, mas tornam-se progressivamente
refratdrios a um tratamento posterior com as mesmas drogas.
Nestes casos, eles sfo considerados como portadores de re-
sisténcia adquirida.

Tumores com uma lenta taxa de crescimento, tais como
os carcinomas de cdlon, tém um maior grau de hetero-
geneidade celular do que os tumores que sdo caracterizados
por uma rapida taxa de crescimento. Dentro de um tumor nem
todas as células tém o potencial para a auto-renovagdo. Aque-
las que apresentam este potencial sdo chamadas células tron-
co. Os tumores com maior fracio de crescimento contém
muitas vezes mais células tronco do que aqueles com cresci-
mento lento. E interessante notar que os tumores mais sensi-
veis 4 quimioterapia tendem a ser aqueles caracterizados por
uma taxa de crescimento rapido. Também tendem a ser rapi-
damente espalhados e, em auséncia de terapia sistémica, sao
rapidamente fatais.

De acordo com Goldie ¢ Coldman, 1983, quando a popu-
lagdo de células tronco dentro de um tumor € pequena, este
deve sofrer muito mais duplicagdes antes de alcangar um ta-
manho clinicamente detectdvel. Durante tal crescimento len-
to, muitas linhagens celulares irfio se diferenciar e morrer,
enquanto aquelas que sobreviverem seriio as que mais prova-
velmente sofrerdo mutagdes em diregiio a resisténcia.

Tais descobertas indicam que os tumores inerentemente
resistentes A quimioterapia e aqueles com resisténcia adquirida
podem na realidade estar operando através dos mesmos even-
tos mutacionais. No primeiro caso, os fendtipos resistentes re-
presentam a maioria dos tipos celulares no tumor, enquanto no
iiltimo eles podem representar somente uma pequena fragio
total da populagdo celular presente no inicio da terapia.

Os mecanismos de resisténcia celular a drogas sio multi-
plos, variando de acordo com a classe de agentes utilizados.
Dentre os principais mecanismos de resisténcia a drogas em
nivel celular podem ser destacados:

A - Alteragdes na membrana celular: mudangas de mem-
brana celular podem reduzir a concentracdo intracelular da
droga, levando a resisténcia. Isto pode ocorrer, tanto por uma
reducdo no influxo da droga, como por um aumento no efluxo.
Nestes casos, haveria altera¢des no nimero de moléculas
protéicas de transporte e¢/ou modificagdes nestas moléculas.
Estes processos cstio comumente relacionados com a
superexpressio de uma glicoproteina de membrana, depen-

dente de energia, denominada de glicoproteina P (ou PGP),
onde P se refere 4 permeabilidade. Outras proteinas trans-
portadoras de drogas ¢ pertencentes 4 mesma superfamilia da
glicoproteina P vém sendo estudadas com relagio ao fendtipo
de resisténcia a muiltiplas drogas, sendo chamadas de MRP as
proteinas associadas a resisténcia a multiplas drogas (Kuiper e
cols., 1994; Burger e cols., 1994; Abbaszadegan € cols., 1994).

B - Alteragdes no metabolismo da droga: aqui sdo inclui-
das a redugiio da conversdo de uma pré-droga em droga ativa
e a desintoxicac¢fo aumentada da droga. Com relagiio a esta
iiltima, o glutatido e suas enzimas associadas representam um
sistema metabélico que pode ter um grande impacto sobre a
eficiéncia de certas drogas anticancerigenas. Agentes
alquilantes conjugam com glutatido através da cnzima
glutatiio S transferase. Elevagdes na quantidade de glutatido
e glutatido S transferase tém sido registradas em linhagens
celulares tumorais que sio resistentes a agentes alquilantes
(Bellamy, Dalton e Dorr, 1990).

C - Alteracdes no alvo da droga: muitas vezes as drogas
tém como alvo enzimas relacionadas & duplicagio celular.
Alteracdes enzimdticas que diminuam a possibilidade de
interagdo com a droga podem tornar as c€lulas resistentes. A
concomitante diminuigio de afinidade com o substrato normal
da enzima pode ocorrer ou ndo. Outro fendmeno freqiiente-
mente observado é o aumento dos niveis da enzima-alvo, mui-
tas vezes associado a amplifica¢do do gene que a codifica.

D - Aumento nos niveis de reparo do dano induzido pela
droga: muitos dos agentes citotoxicos usados nos regimes
quimioterdpicos sdo sabidamente causadores de danos no
DNA. Desde que o DNA ¢ o principal alvo citotéxico para
agentes alquilantes e intercalantes, bem como para metais
pesados, ndo € surpreendente que células tumorais possam
adquirir resisténcia a drogas devido a uma atividade aumen-
tada do sistema de reparo. Diferentes linhagens cclulares de-
ficientes em reparo siio extremamente sensiveis a agentes
alquilantes e metais pesados. Por outro lado, em um nimero
de linhagens celulares resistentes a0s mesmos agentes e tam-
bém a radiagBes, tem-se encontrado evidéncias de maior ati-
vagio do sistema de reparo do DNA. Hé evidéncias de que a
sensibilidade aos quimioterdpicos pode ser restaurada atra-
vés de inibidores de enzimas que participam do reparo
(Fairchild e cols., 1990).

Cabe ressaltar que, cm muitos casos, mais de um meca-
nismo de resisténcia estd implicado na falha dc regimes
quimioterdpicos. Em cada caso, na maioria das vezes um Gnico
mecanismo de resisténcia néo € suficiente para explicar o ob-
servado. Em resposta ao estresse citotoxico algumas células
podem ser capazes de alterar a expressdo de uma bateria de
genes envolvidos no metabolismo ou no efluxo das drogas.

A maioria dos quimioterdpicos interage com as fases do
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ciclo mitético para inibir, interromper ou letalmente acabar
com a divisdo celular. Desde que a célula normal em cresci-
mento € mitoticamente similar a célula neoplasica, as dife-
rengas entre tecidos cancerosos ¢ normais, em resposta i qui-
mioterapia, sdo quantitativas ¢ nio qualitativas.

De acordo com Reed, 1991, a resisténcia clinica aos agen-
tes que danificam o DNA ndo ¢ simplesmente um fendmeno
da célula tumoral e pode refletir a habilidade dos individuos
em proteger o DNA.

Aresposta a quimioterapia é uma interagfio complexa entre
o tumor (que afeta o hospedeiro), a droga (que afeta o tumor
e 0 hospedeiro) e os fatores do hospedeiro que podem regular
o crescimento do tumor por mecanismos imunoldgicos ou
enddcrinos. A atividade precisa dos quimioterdpicos no ciclo
celular ndo € de simples determinagdo. Poucos agentes sio
especificos a uma tinica fase do ciclo celular. Mais comumente
cada agente serd ativo em muitas fases simultaneamente. Em
adigdo, a letalidade é geralmente dose-dependente ¢ as carac-
teristicas cinéticas das populag¢des de células podem mudar
em resposta ao tratamento quimioterdpico (Goldie, 1992).
Neste artigo serdo discutidos aspectos relacionados ao fend-
meno MDR.

A MDR e a glicoproteina P

Os mecanismos celulares de resisténcia, conforme jd alu-
dido, ndo sdo mutualmente exclusivos. Até mesmo uma dni-
ca célula pode apresentar vdrios mecanismos. Além disso,
alternativamente, um determinado mecanismo pode conferir
resisténcia a miltiplas drogas. Em um sentido amplo, resistén-
ciaa miltiplas drogas (MDR) se refere as células tumorais que,
quando selecionadas para resisténcia a umn tdnico agente, simul-
taneamente desenvolvem resisténcia cruzada a muitos outros
agentes diferentes estruturalmente (Fairchild e cols., 1990).

Embora muitos mecanismos difcrentes possam estar en-
volvidos na produgiio do fenétipo MDR, o mecanismo de re-
sisténcia que tem suscitado maior interesse é o associado com
a superexpressdo de uma glicoproteina de membrana conhe-
cida como glicoproteina P (Pgp). A expressio aumentada da
glicoproteina P na membrana plasmatica é a mudanca mais
consistente detectada em células resistentes a multiplas dro-
gas (Endicott e Ling, 1989).

A MDR foi observada na década de 60, quando Kessel
constatou que c€lulas leucémicas murinas (P388), selecio-
nadas para resisténcia & vimblastina, apresentavam resistén-
cia cruzada & actinomicina D, alcaléides de vinca, daunor-
rubicina e derivados de tereftalanilideos (Kessel e cols., 1965
e 1968). Nestas c€lulas o decréscimo no acimulo de drogas
era paralelo ao seu grau de resisténcia. Fendmenos similarcs
foram observados em 1970 por Biedler € Riehm e por Bech-

Hansen e cols,em 1976, em estudos com hamster chinés. Em
1976, Juliano e Ling, estudando uma linhagem celular
plciotropicamente resistente € com decréscimo no acimulo
de drogas, resolveram investigar as membranas destas célu-
las e identificaram uma glicoproteina altamente amplificada
de aproximadamente 170kDa. Difcrentes linhagens celulares
resistentes a drogas apresentam glicoproteina P cujo tama-
nho pode variar de 130 a 190kDa. A variagiio na glicosilagio
nestas proteinas pode explicar em grande parte a variabilida-
de encontrada no tamanho das mesmas. O tamanho mais
comumente observado (140kDa) corresponde a uma seqiién-
cia de aproximadamente 1.280 aminodcidos. Estas proteinas
consistem de duas metades homélogas de igual comprimen-
to. Cada metade contém um conjunto de seis regides
hidrofébicas que sdo dominios potenciais, formando um ca-
nal transmembrana. Estas duas mctades no entanto diferem
substancialmente uma da outra em humanos, devido a gran-
des variagdes na localizag@o dos introns. Isto sugere possivel
evolugio independente das duas metades ou alternativamen-
te um grande rearranjo das estruturas ap6s um evento de du-
plicacdo. Os residuos glicosilados se ligam 2 parte externa da
membrana, perto da regido N terminal. A glicoprotefna P é
modificada pés-transcricionalmente por glicosilagio e
fosforilagiio. A glicosilagio aparentemente ndo afeta a sua
fungdio, enquanto existem indicagdes de que a fosforilagdo
tem importincia na regula¢do dos niveis de resisténcia
(Gottesman ¢ Pastan, 1993). Além disso, a andlise de seqiién-
cia indica um sitio de ligagio com 0 ATP em cada metade da
proteina, na por¢ido C terminal do lado citoplasmatico. A
hidrélise do ATP estd envolvida no fornecimento de energia
para o efluxo da droga.

A glicoprotefna P parece ser capaz de adotar duas ou mais
conformagdes. Sendo assim, a hidrélise do ATP seria respon-
sdvel pelo controle da transi¢do entre as diferentes formas
possiveis. A conformagéo final deve ter afinidade razoavel-
mente reduzida com o composto para que a glicoproteina P
possa atuar como uma bomba de efluxo (Ferguson e Baguley,
1993). Com rela¢io ao mecanismo de agio do transportador
de miltiplas drogas, recentemente tem sido sugerido que este
tanto pode atuar no aumento do efluxo quanto na redugio do
influxo das drogas. O modelo corrente do mecanismo de agio
da Pgp tem duas caracteristicas principais. A mais marcante é
de que as drogas podem ser detectadas e expelidas 2 medida
que entram na membrana plasmadtica, efeito que explica o
menor acimulo das drogas no citosol. A segunda caracterfs-
tica importante € que o transporte ocorre através de um tnico
canal, composto de uma ou mais subunidades de 170kDa.
Mesmo assim, diferentes drogas podem entrar no transporta-
dor dc diferentes maneiras, jd que as regites de contato ini-
cial podem variar (Gottesman ¢ Pastan, 1993).
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Vidrios grupos tém identificado seqiiéncias-de DNA
amplificadas em linhagens celulares resistentes a maltiplas
drogas (Riordan ¢ cols., 1985; Gros ¢ cols., 1986; Meyers e
cols., 1985; Van der Blick e cols., 1986). Estas amplificagdes
estavam presentes tanto como regides de coloragdo homogé-
nea ou como cromossomos duplo-minuto. Roninson ¢ cols.
em 1984, verificaram que as regides amplificadas em uma
linhagem celular de hamster chinés apresentavam uma forte
correlaciio com a resisténcia a multiplas drogas nesta linha-
gem. Fojo e cols., em 1985, demonstraram que quatro linha-
gens celulares diferentes de carcinoma humano resistentes a
droga compartilhavam regides amplificadas entre si, que por
sua vez ndo eram encontradas nas linhagens correspondentes
sensiveis a droga. Estas seqii€ncias amplificadas continham
uma familia de vdrios genes relacionados, entre eles o que
codifica para Pgp. Estudos recentes t€m demonstrado que li-
nhagens celulares MDR podem ser selecionadas sem a am-
plificagdo do DNA ou RNA para a glicoproteina P, mas so-
mente com baixos niveis de resisténcia. Sele¢io subseqiiente
para altos niveis de resisténcia resulta na amplificagdo do DNA
e na superexpressio do RNA mensageiro. Embora a observa-
¢do mais freqiiente seja niveis de proteina e RNA mensageiro
aumentados como resultado da amplificacdo do DNA, au-
mento na expressio da proteina e do RNAm pode ocorrer
sem a amplificagdo do gene para Pgp. Isto sugerc que a
glicoproteina P pode ser regulada transcricionalmente e¢/ou
em nivel de tradugéo (Endicott e Ling, 1989).

Genética da Pgp

Os genes da Pgp pertencem a uma familia génica alta-
mente conservada em humanos e roedores. Dois membros,
MDR1 e MDR3, tém sido identificados em humanos, enquan-
to em camundongos e hamster, trés genes. No hamster estes
genes tém sido chamados Pgpl, Pgp2 e Pgp3 e no camun-
dongo, mdrl, mdr2 e mdr3. O gene MDR | humano apresen-
ta maior homologia com o Pgpl do hamster, enquanto o
MDR3 € homdlogo a Pgp3. Até o momento, o homdélogo hu-
mano do Pgp2 do hamster ndo foi encontrado e pode ter sido
perdido durante a evolugio (Lincke e cols., 1991). Os genes
mdrl e mdr2 de camundongo sdo altamente homdlogos aos
genes Pgp2 e Pgp3 do hamster. Estes genes provavelmente
sdo o resultado de eventos de duplicagido génica. Andlises de
seqiiéncia sugerem que os genes Pgpl e Pgp2 ¢ os dois genes
para Pgp humanos estejam sofrendo evolugdo em concerto.

A despeito do alto grau de similaridade estrutural, as
isoformas de glicoproteina P sdo funcionalmente diferentes e
tém padrdes de expressiio distintos. Assim, transfecgio de
¢DNAs derivados de genes de camundongos e humanos para
células sensiveis a drogas tem mostrado que o MDR 1 huma-

no e o mdr3 e mdrl de camundongo conferem fenétipos re-
sistentes a maltiplas drogas qualitativamente similares, incluin-
do resisténcia a drogas estruturalmente diferentes, que nao
compartilham um alvo comum, como alcaldides de vinca,
antraciclinas e actinomicina D (Lincke e cols., 1991). O mdr2
murino e 0 MDR3 humano (expressiio mais restrita que o
MDR) estiio envolvidos no transporte de lecitinas para a bile
(Smit e cols., 1994).

O MDRI1 e 0 MDR3 humanos codificam seqiiéncias 76%
idénticas a despeito de suas habilidades difercntes em trans-
portar drogas. O mdr3 de camundongo e o MDR1 humano,
com fungdo similar, s@o 88% idénticos a despeito dos 50 mi-
1hdes de anos ou mais de evolucgfio. As regides mais conser-
vadas evolutivamente sdo aquelas de ligagdo com ATP
(Gottesman € Pastan, 1993). Ambos consistem dec 28 exons,
27 dos quais contém seqiiéncias codificadoras que se
correlacionam com dominios funcionais. Os introns sdo
posicionados em sitios homélogos entre as regides codifi-
cadoras (Lincke e cols., 1991).

No hamster a situagdo é diferente; Pgpl e Pgp2 podem
mediar MDR, embora ambas as seqliéncias possam ser si-
multancamente requeridas para MDR. Cada seqiiéncia pode
ser amplificada ao acaso e subseqiientemente expressa. O gene
Pgp3 aparentemente ndo tem relagéo com o fendtipo MDR
(Endicott € cols., 1987).

E interessante especular até que ponto a complexidade no
fenétipo MDR pode ter origem na expressio diferencial de
uma familia multigénica que provavelmente se diversificou
por mutagdo e por processamento diferencial das moléculas
de RNA mensageiro da glicoproteina P.

Os genes da Pgp estdo localizados na regido cromossdmica
1926 no hamster (Jongsma e cols., 1987; Teeter e cols., 1986)
no cromossomo 5 do camundongo (Martinsson ¢ Levan, 1987)
¢ na regido cromossémica 7q21-31 em humanos (Trent ¢
Witkowski, 1987; Fojo e cols., 1987).

A glicoproteina P apresenta similaridade estrutural com
componentes bacterianos envolvidos no transporte ativo atra-
vés da membrana de uma ampla variedade de moléculas, como
oligopeptideos, histidina, maltose, ribose, fosfato, vitamina
B 12 ¢ hemolisina. Homélogos destas proteinas de transporte
ATP-dependentes tém sido registrados para vdrias espécies,
incluindo bactérias, leveduras, protozodrios, insetos € mami-
feros. Elas constituem uma superfamilia de proteinas relacio-
nadas ¢ conservadas ao longo da evoluglo. Algumas destas
siio a protefna CTFR humana responsdvel pela fibrose cistica;
a protefna relacionada a resisténcia a cloroquina (CQR) codi-
ficada pelo gene pfmdr em Plasmodium falciparum; a protei-
na STE6 da levedura, essencial para a exportagio do
feroménio de cruzamento fator o e, com um nivel mais baixo
de homologia, os produtos dos genes de Drosophila white e
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brown envolvidos no transporte dos precursores do pigmento
do otho (Balzi ¢ Goffeau, 1991). Mais recentemente também
for descrita uma bomba de membrana peroxissomal, a qual
quando mutante resulta numa disfun¢do fatal cérebro-
hepatorrenal conhecida como sindrome de Zellweger. Além
disso, t€m sido estudados dois genes ligados associados ao
transporte de peptideos para o reticulo endoplasmatico rela-
cionados com a apresentagiio de antigenos pelas moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade de classe I;
estes genes foram nomeados Tap-1 ¢ Tap-2 onde Tap signifi-
ca transportador associado ao processamento de antigenos
(Gottesman e Pastan, 1993).

Ainda em Drosophila, Wu ¢ cols., 1991, descreveram o
isolamento e a caracterizagdo de dois homélogos do gene mdr
de mamiferos. Esses homélogos compartilham 40% de iden-
tidade em aminodcidos com o mdr humano ¢ murino. Um
dos homdlogos € o responsdvel pela resisténcia do organis-
mo a colchicina.

Expressao da Pgp em tecidos normais

Estudos sobre a distribui¢do tissular da expressio da Pgp
e dos genes MDR t€m envolvido varios métodos. Estes in-
cluem sondas de cDNA, anticorpos monoclonais, slot blot,
hibridizago in situ, imunoistoquimica e andlisc de protegio
de RNAses. Segundo Musseau, 1994, estes métodos sio com-
plementares e ndo hd um consenso sobre qual o melhor pro-
cesso. Conseqiientemente conclusdes baseadas em um tnico
método devem ser encaradas com precaugio.

APgp ¢ expressa em muitos tecidos normais. Geralmente
os niveis mais altos do gene MDR | tém sido encontrados nos
rins (limen de tdbulos proximais) e no cértex adrenal (zona
fasciculata e reticulata), estbmago, duodeno, placenta, jejuno
e cdlon (Fojo e cols., 1987). Outros 6rgios ¢ tecidos, tais como
o reto, figado, pulmio e duto pancredtico, também apresen-
tam expressdo substancial deste gene. Orgios ¢ tecidos, como
a pele, tecido subcutdneo, bago, coragio, medula éssea,
linfdcitos ¢ ovdrio também foram estudados, apresentando
niveis de MDRI baixos ou indetectiveis.

A varia¢do na expressiio do gene MDRI, encontrada em
tecidos normais mesmo ao longo do desenvolvimento fetal,
sugere que o produto deste gene desempenhe um papel pivotal
na fisiologia de vdrios érgdos e tecidos. Mais recentemente a
expressdo do MDR1 vem sendo estudada em nivel celular.
Expressio considerdvel foi encontrada nas células endoteliais
dos capilares de vasos sangiifneos, principalmente nos capi-
lares do sistema nervoso central e testiculos (Gottesman e
Pastan, 1993). A Pgp nestas células estd principalmente loca-
lizada na superficie luminal. A expressio de Pgp no cérebro
humano sugere um papel na barreira cérebro-sangue (Cordon-

Cardo e cols., 1990). No figado, a Pgp foi encontrada na su-
perficie biliar dos hepatécitos € nos pequenos ductos biliares.
No péncreas, sobre a superficie luminal das células epiteliais
dos pequenos ductos. O célon e o jejuno mostraram altos ni-
veis de Pgp nas superficies luminais da mucosa. Cordon-Cardo
e cols., 1990, e van der Vulk e cols., 1990, registraram a ex-
pressdo de Pgp em outras células epiteliais especializadas da
pele, traquéia, bronquios, préstata, mama, tiredide, pancreas
€ nos trofoblastos da placenta.

Como se pode notar, dentro dos 6rgdos que expressam
Pgp em niveis detectdveis, a expressio € bastante localizada.
A maioria dos sitios estio sobre as membranas apicais das
c€lulas, direcionadas para um compartimento excretério. So-
mente a glindula adrenal apresenta a proteina difusamente
distribuida, sugerindo que ela poderia bombear substincias
para o espago intersticial ao invés de para um sistema
secretdrio com ducto ou para o ldmen do intestino.

A distribuigdo tissular da Pgp também tem sido estudada
em roedores. Nos ratos sabe-se atualmente que a glicoproteina
P expressa predominantemente a Pgp3. Sua expressio é mais
consistente no figado ¢ no trato gastrointestinal e baixos ni-
veis foram encontrados nos rins, coragdo e cérebro. O RNAm
de Pgp3 foi indetectdvel na glandula adrenal e no misculo
esquelético. Aparentemente a expressio deste gene € regula-
da pela localizagdo anatdmica com a expressdo mais alta em
¢rgaos envolvidos na desintoxicago de drogas (Furuya e cols.,
1994). No hamster a mais alta expressio foi encontrada nos
testiculos, eséfago e ttero. Nas glindulas adrenais o nivel de
Pgp foi baixo no hamster ¢ no camundongo (Baas e Borst,
1988). Nos tltimos, em concordancia com o jd verificado em
humanos, o mdr3 j4 pode ser encontrado na barreira cérebro-
sangue ainda no periodo embriondrio (Qin e Sato, 1995; Jette
e cols., 1995). Embora estes estudos ndo sejam ainda conclu-
sivos, seus resultados sugerem substanciais diferengas entre
as espécies na especificidade tissular da Pgp. Variagdes em
tecidos normais de individuos da mesma espécie sdo também
encontradas. As causas destas variagdes ndo sdo ainda bem
conhecidas, mas uma das possibilidades € o fato dos tecidos
serem constituidos de diferentes tipos de células, sendo que a
fertilidade mostra que cada uma destas proteinas podem indi-
vidualmente nio ter papel indispensavel no inicio do desen-
volvimento ou metabolismo. Camundongos homozigotos para
a disrupgdio de mdr3 parecem ser hipersensiveis a algumas
drogas (Schinkel e cols., 1994).

Expressao da Pgp em tumores
Aexpressdo do MDRI tem sido detectada em virtualmente

todos os tipos de tumores: carcinomas, sarcomas, leucemias
e linfomas. Os dados da literatura sobre a detecgdo de expres-
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sdo de MDR1 em tumores sélidos permitiu a classificagio
dos mesmos em trés grupos: Grupo I - representa os tumores
que se desenvolvem a partir dos tecidos que normalmente
expressam MDR | em niveis de intermedidrios a altos (célon,
rim, figado, adrenal e pancreas). Clinicamente cstes tumorcs
sdo todos intrinsecamente resistentes a drogas, ou seja, res-
pondem muito pouco a quimioterapia. Nestes, altos niveis de
expressdo de MDR | sdo freqiientemente encontrados. Grupo
I - inclui os tumores que geralmente t€m niveis intermedia-
rios de expressdao de MDR |, mas ocasionalmente podem apre-
sentar altos niveis ou até mesmo ndo cxpressar MDR1. Este
grupo contém os neuroblastomas, alguns tipos de sarcomas,
carcinomas de mama e de acordo com Nooter ¢ Herweijer,
1991, as doengas hematoldgicas. Em geral os tumores do gru-
po II respondem melhor a quimioterapia do que os do grupo
I e até mesmo respostas completas podem ser obtidas. Grupo
111 - os tumores pertencentes a este grupo apresentam niveis
de expressdo de MDRI muito baixos a indetectdveis. Neste
grupo sao incluidos o cincer de ovdrio, de cabeca e pescoco,
bexiga, esdfago e pulmio. Dignos de nota sdo os resultados
obtidos com tumores de ovdrio. Embora cstudos prelimina-
res tenham indicado a existéncia de altos niveis de Pgp
(Kartner ¢ cols., 1985), estudos posteriores t€ém demonstrado
somente baixa expressio desta proteina em uma grande maio-
ria dos pacientes. Quase todos apresentaram niveis
indetectdveis de Pgp (Bourhis e cols., 1989). Nestes tumores
a quimioterapia pode ser efetiva, mas novamente a quimior-
resisténcia adquirida ndo € rara.

Em células hematopoiéticas normais, os niveis de expres-
sdo de MDR1 sdo muito baixos. Entretanto, em quase todos
os tipos de leucemias, mielomas miiltiplos e linfomas nio-
Hodgkin, tratados ou néo, niveis elevados de MDR1 sdo en-
contrados. E possivel que os tumores tenham se desenvolvi-
do por excesso de crescimento de células raras, expressando
MDR | presentes nos tecidos originais, ou que a elevada expres-
sio de MDR seja uma conseqiiéncia da transformagdo maligna
ocorrida nas células tumorais (instabilidade genética).

Interessantemente, O’Meara ¢ cols., 1992, demonstraram
que em tumores s6lidos infantis, de origem nao-epitelial, ndo
foi observada expressio de Pgp e que, portanto, os casos de
quimiorresisténcia ndo eram mediados por esta glicoproteina.
Por outro lado, nas leucemias agudas, a Pgp parece exercer
um papel importante no desenvolvimento da quimior-
resisténcia (Beck e cols., 1994).

Regulacao da Pgp e resisténcia a drogas

Do exposto no item anterior se conclui que em tumorcs
desenvolvidos de tecidos que normalmente t€m uma expres-
sfo substancial de MDRI1, tais como de c¢dlon e rim, esta &
uma caracteristica inerente das células tumorais. Existem

muitas observagdes que sugerem que o fenétipo MDR tam-
bém pode ser adquirido como uma conseqiiéncia da quimio-
terapia. Para alguns tipos de tumores, niveis altos de expres-
sdo de MDRI1 sdo mais freqliientemente observados em tu-
mores tratados do que em ndo tratados. Isto tem sido encon-
trado para leucemias mieléides agudas, neuroblastomas e
cincer de mama (Herweijer e cols., 1990; Goldstein e cols.,
1990; Schneider e cols., 1989). E muito provdvel que a aqui-
sigdo da expressio de MDR1 pelo tumor ocorra no paciente
pela selecdo de células preexistentes, expressando MDRI.
Entretanto, existem cada vez mais cvidéncias de que o pro-
motor de MDR| possa ser ativado por agentes indutores de
estresse quimico (Chin e cols., 1990; Kohno e cols., 1989) ou
por genes comumente associados com a progressio tumoral,
tais como ras e o mutante p33 (Liu e cols., 1994). Em huma-
nos tém sido identificados dois diferentes promotores para o
MDR | com base nos transcritos encontrados em células cul-
tivadas resistentes a maltiplas drogas e alguns tumores resis-
tentes. Um conjunto de transcritos é encontrado em tecidos
humanos normais, tais como figado, rins e adrenais ¢ outro
em células selecionadas por drogas. Este segundo conjunto
parece ser ativado por sele¢@o e nio € normalmente utilizado.
Foi verificado que os promotores de roedores sdo mais
responsivos a certos tipos de estresse ambiental ¢ este fend-
meno poderia ser explicado pelas grandes diferengas encon-
tradas na seqiiéncia de DNA dos promotores de camundon-
gos e hamsters em rela¢do a do promotor MDR1 de humanos
(Gottesman ¢ Pastan, 1993). Por outro lado, a exemplo do
que jd havia sido constatado em roedores, observou-se que o
estradiol desempenha um papel na regulacdo transcricional
do gene MDR1 humano endégeno. Este resultado foi encon-
trado em cultura de hepatoblastoma (Schuetz e cols., 1994).

Recentemente foi verificado que os niveis de RNAm no
figado de ratos aumentaram apds uma lnica ingestdo de
colchicina, alcancaram um pico ap6s 24h e retornaram aos
niveis constitutivos apds 48h. Interessantemente mudangas
no contetddo relativo de RNAm do gene mdr ndo foram de-
tectadas no rim e na glandula adrenal, sugerindo que a indugao
in vivo deste gene no figado é uma resposta tecido-especifica
(Vollrath e cols., 1994). Por outro lado, a droga verapamil
classicamente usada para reverter a resisténcia a multiplas
drogas (diminui a transcri¢do do gene MDR), em altas con-
centragdes aumenta os niveis de RNAm em cerca de duas
vezes na linhagem K562 resistente a adriamicina (Muller e
cols., 1955). Fan e cols.,em 1994, demonstraram in vitro que
a expressio relativa de gene mdrl € inversamente proporcio-
nal & densidade e ao volume de massa tumoral em células de
célon humano ¢ murino, sendo que este fendmeno aparente-
mente nio estd relacionado a divisdo celular ou a privagéo de
nutrientes.
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Glicoproteina P e terapia
do cancer

Em relagdo aos tumores, a questdo fundamental é saber
se células expressando MDR limitam a possibilidade de uma
quimioterapia bem-sucedida. Uma das mais fortcs evidéncias
de que a expressdo de MDR in vivo pode induzir resisténcia
adquirida a drogas € fornecida pelo modelo de camundongos
transgénicos (Harris ¢ Hochhauser, 1992). Camundongos
transgénicos expressando MDRI humano nos tecidos
hematopoiéticos parecem ser resistentes a leucopenia induzida
pelo anticancerigeno daunomicina. Os niveis de expressio
de MDR1 em tumores podem ser muito altos em linhagens
celulares MDR geradas in vitro. No entanto niio se sabe se
tais niveis de resisténcia (trés a dez vezes) podem fazer com
que um tumor sobreviva aos tratamentos quimioterapicos atu-
almente empregados. Estudos de quimiossensibilidade com
bidpsias tumorais de cancer de mama, mieloma e células de
cancer renal tém estabelecido correlagdes inversas entre a
expressdo de MDRI e a sensibilidade in vitro a drogas rela-
cionadas com a MDR. Decker ¢ cols., em 1995, estudan-
do pacientes com cincer de mama ndo encontraram cor-
relagdo entre a expressdo de Pgp e resposta 2 quimiotera-
pia. Infelizmente, para a maioria das drogas ndo se co-
nhecem as concentragdes in vivo para as quais as células
tumorais sdo expostas.

Tumores inerentemente resistentes a drogas, tais como os
de colon e células renais, tém os mais altos niveis de expres-
80 de MDR1 e tumores com niveis indetectdveis ou baixos
de MDRI sio mais responsivos a quimioterapia. Entretanto,
esta correlagdo pode ser enganosa e nio prova a contribuigio
do MDRI1 naresisténcia clinica. O fenétipo MDR & provavel-
mente um dos vdrios sistemas de desintoxicagio nestas célu-
las tumorais (Moscow ¢ Cowan, 1990). Apesar das aparentes
excegdes, muito provavelmente devidas as limitagdes técni-
cas, o aprofundamento dos estudos da expressio da
glicoproteina P torna-se importante, na medida em que esta
glicoproteina pode provar ser um eficiente marcador diag-
néstico da progresséio tumoral e da efetividade do tratamento
escolhido.

Curiosamente estudos em linhagens celulares sobre alto
nivel de resisténcia a miltiplas drogas demonstraram uma
sensibilidade colateral aumentada das células resistentes a
esterdides, anestésicos aminotercidrios locais, detergentes no-
ibnicos, bloqueadores de canais de cdlcio, assim como uma
sensibilidade a ruptura por processo mecanico. Uma possivel
explicagd@o seria a de que grandes quantidades de Pgp na
membrana danifiquem a sua estrutura normal, sensibilizando
acélula a agentes ativos na membrana. Outra possibilidade é

de que estes agentes sejam encontrados em maior quantidade
em células altamente resistentes. Poderia se pensar ainda que
o nivel de ATP necessdrio a realiza¢io da funcdo da
glicoproteina P tornar-se-ia um fator limitante para o reparo
dos dados de membrana causados pelas drogas. Esta idéia ¢
corroborada pela evidéncia de aumentada reposigio de ATP
na presenga de verapamil. Finalmente a Pgp pode indireta-
mente enfraquecer as defesas celulares contra agentes ativos
namembrana, alterando o pH ou as condigdes idnicas ou ain-
da expelindo ativamente um composto endégeno necessario
para a integridade da membrana normal e/ou para a viabili-
dade celular. Em termos clinicos, a sensibilidade colateral nio
€ uma abordagem explordvel, pois os altos niveis de Pgp re-
queridos sdo raramente atingidos nos tumores (Gottesman e
Pastan, 1993).

Consideracées finais

A despeito da grande quantidade de estudos relacionando
Pgp a resisténcia a drogas, ainda nio se conhecem com deta-
Ihes as fungdes fisiolégicas desempenhadas por esta proteina
em células normais. O fato de ela ser encontrada em tecidos
sadios com atividade secretéria (figado, rins, adrenais), ou
naqueles continuamente expostos a toxinas ambientais (figa-
do, rins e célon), sugere que, no curso da evolugio, a célula
tenha desenvolvido um meio de proteger a si prépria de inju-
rias ambientais, exportando toxinas antes que elas tenham a
chance de exercer seus efeitos deletérios. Um fator critico no
desenvolvimento de tais sistemas talvez tenha sido a necessi-
dade de protegio aos tecidos frente a toxinas de baixo peso
molecular encontradas no ambiente, especialmente em ali-
mentos. Muitas destas toxinas encontram-se na forma de
alcaldides de plantas e micotoxinas. E interessante lembrar
que alguns dos mais ativos agentes anticancerigenos sio de-
rivados de plantas, como os alcaléides da vinca e as
epipodofilotoxinas. Além disso, os agentes que induzem MDR
sdo produtos naturais ou derivados de produtos naturais. Desta
forma a Pgp pode ter sido mantida ao longo da evolugio nio
para se contrapor aos agentes antineopldsicos utilizados cli-
nicamente, mas para proteger os organismos de toxinas
ambientais. Nio por acaso, os tecidos mais expostos as toxi-
nas ambientais sdo os mais ricos em MDR e poderio produ-
zir neoplasmas resistentes a drogas. Paradoxalmente, as ten-
tativas atuais de reversio do fenétipo MDR, embora possam
potencialmente facilitar o tratamento de alguns tumores re-
sistentes a miltiplas drogas, podem também causar efeitos
toxicos severos decorrentes de prejuizos na fungio da
glicoprotefna P em tecidos normais. Este talvez seja um pre-
¢0 muito alto a ser pago pelo organismo.
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Summary

One of the major challenges in cancer chemotherapy is to overcome multidrug resistance (MDR). MDR-expressing cells
are cross-resistant to structurally-unrelated naturally derived agents. In this review the authors discuss molecular aspects of
the MDR phenomenon, highlighting the main mechanisms responsible for chemotherapy failure. The genetics, structure and

function of glycoprotein P are discussed.
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