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VIil.- RESUMEN

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La resistencia de las células tumorales al tratamiento quimioterapico es causa del
fracaso terapéutico en los pacientes con enfermedades neoplésicas Uno de los principales
fenémenos ligados a esta resistencia farmacoldgica es la denominada resistencia multiple a
drogas (MDR) MDR estd asociada a la expresidSn del gen mdrf que codifica una
ghcoproteina de membrana denominada P-gp 170, que actia como bomba expulsora de
farmacos impidiendo que se consigan concentraciones Intracelulares citotoxicas Muchos
de los farmacos empleados para el tratamiento de las neoplasias hematologicas y tumores
solidos estan involucrados en el fenémeno MDR, entre ellos antraciclinas, alcaloides de la
vinca, y epipodofilotoxinas

P-gp 170 se expresa en determinados tejidos normales, con predominio en aquellos
formados por células epiteliales con funcién escretora (cortex adrenal, tubulos renales,
canaliculos biliares, trofoblastos placentarios, etc ) Su funcidn fisiolégica se ha relacionado
con procesos de detoxificacion celular, transporte hormonal y preservacion de las barreras
hemato-encefalica, testicular y feto-placentaria (Cordon-Cardo et al, 1990) Se sabe
tambien que P-gp 170 se expresa en células pluripotenciales de médula 6sea y en
leucocitos normales de sangre penférica, predominando en ceélulas NK y linfocitos T
supresores (relacionandose con su accion citotoxica) (Drach et al, 1992, Gupta et al,
1993)

Por otra parte, se conoce que la expresion de P-gp 170 es elevada en determinadas
neoplasias hematologicas, y esta relacionada con su falta de respuesta al tratamiento
quimioterapico tanto al diagnéstico, como durante el tratamiento y en las recidivas (Pasman
and Schouten, 1993) Se ha descrito en las crisis blasticas de la LMC, en LA tanto
mielobastica como linfoblastica, en SLPC y LNH, en todas ellas relacionadas con la falta de
respuesta al tratamiento y periodos cortos de remision En los enfermos con MM el
fendbmeno MDR es poco frecuente al diagnéstico, pero la expresién de P-gp 170 aumenta

progresivamente en el curso del tratamiento, siendo responsable de la falta de respuesta al
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final de la evolucién de la enfermedad en un nimero elevado de pacientes (Sonnenveld et
al, 1993)

Asi mismo se ha relacionado la expresién de P-gp 170 en tumores soélidos,
demostrandose en algunocs de ellos, como el sarcoma de fa infancia y neuroblastoma, un
claro valor pronéstico (Chan et al, 1990, Chan et al, 1991)

Para el estudio de P-gp 170 existen diferente métodos , que valoran este fenomeno
a diferentes niveles, como el estudic genético (DNA y RNAm), la valoracion
inmunofenctipica utilizando anticuerpos monoclonales, y el estudio funcional (van der
Heyden et al, 1995) E! método més sensible para el estudio genético de P-gp 170 es la
deteccion de RNAm a través de una técnica de RT-PCR (Noonan et a/, 1990) EIl estudio
cuantitativo de la expresién de P-gp 170 se basa en el uso de anticuerpos monoclonales
dingidos contra epitopos tanto internos (C219, JSB-1, y otros) como externos de la
molécula (MRK-16, UIC2, 4E3 y otros). Estos Ultimos son los més utilizados puesto que
para su UsSO no es necesaric permeabllizar la membrana celular (Kartner et al, 1985) Se
considera que el estudio funcional es el mas importante puesto que resume la posttividad
del resto de niveles Ademas permite determinar si P-gp 170 puede ser inhibida por
farmacos moduladores y valorar la accién moduladora de nuevos farmacos

El estudio funcional se basa en la valoracion de fa funcién de P-gp 170 como
bomba expulsora de farmacos Para demostrar esta accion se puede medir el proceso de
incorporacion y expulsion de sustancias fluorescentes que sean substratos de la bomba,
como RH 123 y DNR

Para la valoracion de los cambios en la fluorescencia intracelular la técnica mas
utiizada es la CMF, que se basa en al analisis celular individualizado, utiizando una
suspensién celular en flujo laminar sobre la que incide un haz de luz laser (Shapiro, 1988)
La dispersidon de la luz es recogida por detectores, obteniéndose parametros de tamafio y
complejdad citoplasmatica de las células Asf mismo, st se utilizan colorantes fluorescentes
0 anticuerpos monoclonales especificos unidos a fluorocromos, se pueden medir a la vez
parametros de fluorescencia (Efferth et al, 1989)

Otras técnicas son los sistemas de analisis de imagen que valoran la diferente
distribucion intracelular de las sustancias fluorescentes en células con fenotipo MDR

Desde los expenmentos de Tsuruo en 1981 es conocido que la accidon P-gp 170
puede ser inhibida por diferentes sustancias denominadas moduladores de MDR

(verapamilo, ciclosporina A y otros) Estas sustancias actian fundamentalmente por un
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mecanismo de inhibicién competitiva de la union de la droga citotoxica a P-gp 170,
produciendo una mayor retencién intracelular del farmaco, un aumento en su
concentracion a nivel de los puntos diana y por tanto una mayor accién citotoxica.

A pesar de los resultados obtenidos en experimentos de laboratorio, la aplicacion
clinica de los farmacos moduladores esta limitada por sus elevados efectos secundarios a
las dosis necesarias para ejercer su acciéon moduladora. Por otro lado, y dado que P-gp
170 se expresa en tejidos sanos, su bloqueo podria producir una alteracion en la
farmacocinética y biodisponibilidad del farmaco quimioterépico, apareciendo efectos
secundarios mas severos y no habituales en este tipo de farmacos (Lum and Gosland,
1995).

Si se dispusiera de moduladores aplicables en la préctica clinica se abriria una via
valida y eficaz para el tratamiento de pacientes con neoplasias que expresan MDR. Este es
un tema que preocupa a diversos grupos de investigacion y por ello se esta trabajando en
la busqueda de nuevas sustancias o combinaciones de drogas conocidas que sean
capaces de revertir MDR con buena tolerancia clinica (Twentyman ef al, 1991, Jiang et a/,
1995). Los denominados moduladores de “segunda’ y ‘“tercera generacion” se han
desarrollado especificamente con el fin de antagonizar la acciéon de P-gp 170 (SDZ PSC
833, SDZ 280-448, analogos de verapamilo, y otros)

Pero previamente a cualquier aplicacidon clinica de estos farmacos son
indispensables estudios en modelos de laboratorio que de modo repetitivo, controlado y
experimental demuestren objetivamente si un determinado farmaco con presunta
capacidad para inhibir especificamente P-gp 170 presenta una accién inhibitoria suficiente
para ser considerado de utilidad clinica, con los minimos efectos secundarios.

La mayoria de trabajos de laboratorio se basan en lineas celulares de neoplasias
humanas o de animales, a las que se les ha inducido el fendmeno MDR tras pases
sucesivos con diferentes farmacos antineoplasicos. En estas células, aunque se puede
demostrar y cuantificar la presencia de P-gp 170, no se puede descartar que en los
estudios funcionales no estén actuando otros mecanismos de resistencia distintos como
MRP, LRP u otros todavia desconocidos. Por otra parte, la utilizacion de células
neoplasicas extraidas de pacientes enfermos de céncer tras el tratamiento quimioterapico
presenta un problema similar, dado que en estas células se han podido desarrollar varios

mecanismos de resistencia de forma simultanea.
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En este estudio se presentan los resultados de un proyecto de investigacion en el
gue se pretendia desarrollar un modelo expenmental, basado en lineas celulares
transfectadas con el gen mdr? y en técnicas de CMF A través de este modelo se deberia
poder estudiar el fenémeno MDR desde un punto de wista funcional, de una forma
especifica, reproducible y estandanzada, asi como su modulacion en diferentes

condiciones experimentales y por diferentes sustancias aisladas y en combinacion

2.- MATERIAL Y METODOS

Para poner en marcha el modelo experimental se necesitan células con fenotipo
MDR, células salvajes o control, sustancias fluorescentes que sean substratos de P-gp
170, drogas con accion moduladora conocida y un método de medida de fluorescencia
Una vez validado el modelo se continuara el estudio con la valoracion de nuevas sustancias
potencialmente moduladoras de MDR

2.1. Lineas celulares: Disponemos de una linea celular continua de fibroblastos
denominada NIH-3T3, derivada de cultivos de embrion de raton NIH Swiss, que se
demuestra sensible a la accion de los quimioterapicos y que utihzaremos como control de
genotipo MDR negativo (Shen et al, 1986) Disponemos asi mismo de una sublinea celular
obtenida a partir de formada por una clona de células que presentan resistencia multiple a
drogas (NIH 3T3-mdr1) tras haber sido transfectadas de forma permanente con un vector
retroviral del gen mdr1 humano (pHaMDR1/A -G185) por el método de co-precipitacion con
fosfato calcico

Estas células nos han sido proporcionadas por el Dr Gerard Mintening, del
Departamento de Ciencias Basicas de la Universidad de Lleida

El manterumiento y cutdado de las lineas celulares se ha realizado en la Unidad de
Cultivos Celulares del Departamento de Ciencias Basicas de la Universidad de Lleida Las
lineas celulares se encuentran criopreservadas en nitrégeno liquido, con dimetisulféxido
(DMSO) como conservante El medio utilizado para su crecimiento es Doulbeco Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma D-5648), enrnquecido con un 10 % de suero fetal bovino,
37 gramos de bicarbonato soédico (Sigma S-5761) y antibidticos (20 mgrs de
estreptomicina y 20000 uu de penicilina) Las células tienen un crecimiento en monocapa
{placas Corning), y se mantienen en estufa a 37 °C con aire humidificado suplementado

con & % de CO2 requinendo cambios de medio de cultivo cada 48 horas y realizacién de
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subcultivos (habituaimente cada 48-72 horas). Las suspensiones celulares se obtienen
facilmente por una técnica de tripsinizacién rapida.

Para demostrar la adecuada viabilidad de las células se realiza un test con yoduro
de propidio (Coulter® DNA-Prep). Se ha considerado un minimo del 90 % de células
viables para considerar validos los experimentos.

La expresion de P-gp 170 en las células transfectadas y su ausencia en las células
sensibles se ha demostradc de forma permanente a través de una técnica de
inmunoflucrescencia indirecta por CMF, utilizando el anticuerpo monoclonal 4E3.

2.2. Farmacos: Las sustancias fluorescentes utilizadas como substratos de P-gp
170 son:
¢ Rodamina 123: colorante supravital catiénico. Concentracién final 5 uM (solucién madre

50uM)
¢ Daunorrubicina: antibidtico antitumoral antraciclinico. Concentracién final 2 uM
(solucién madre 20 uM).

Los farmacos moduladores que se han utilizado son:

e Verapamilo: Bloqueante de los canales de calcio. Concentraciones finales 1uM, 5 uM,
10 uM y 20 uM (solucidn madre 100 uM)

s Tamoxifeno: Antiestrégeno sintético. Concentraciones finales 10 uM, 50 uM, 100 uM vy
200 uM (solucidbn madre 200 uM).

¢ SDZ PSC 833: Analogo no inmunosupresor de ciclosporina D. Concentraciones finales
0.1 uM, 0.2 uM, 0.5 uM,1 uM, 5 uM, 10 uM y 30 uM. (soluciones madre 20 uM y 840 uM).

2.3. Citometro de flujo. Tests specificos: Como citémetro de flujo se emplea un

EPICS PROFILE | (Izasa-Coulter) (luz a 488 nm de 15 mW, tres PMT, discriminador de

dobletes) implementado con el paquete “Power Pack” (cuarto fotomultiplicador, histogramas

logaritmicos de cuatro décadas, discriminador de sefial de pico), lo que equivale a

convertirlo a PROFILE 1l (mas otro fotomultiplicador). Es un citémetro de camara cerrada

sin sorter.

En determinados experimentos se ha empleado citémetros de adquisiciéon continua
como son FACScan y FACS Vantage (Becton Dickinson).

Diariamente, antes de proceder a la lectura, se realiza una calibracion del alineacion
del sistema, con bolas fiuorescentes de latex (Calibrite® Beads, Becton -Dickinson), con el

fin de estandarizar las mediciones.
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Se han creado tests especificos para los distintos estudios

e Test para el estudio de aciUmulo de farmacos en el interior celular Para valorar la
cantidad de fluorescencia intracelular nos basamos en un histograma monoparamétrico
de fluorescencia en relacidon con el nimero de células En los expenmentos con DNR la
emisién de luz fluorescente se mide en el espectro amarillo-rojo y de forma logaritmica
(LFL3) porque la sefial es debil Se realizan lecturas sucesivas en diferentes tiempos
valorandose las modificaciones en fluorescencia en cada momento, que seran debidas a
la mayor o menor retencién de farmaco fluorescente en el interior celular Este test se
aplica tanto en estudios de incorporacién como en estudios de expulsion

o Test de viabllidad celular Estos tests se basan en la utiizacidn de yoduro de propidio
(Coulter® DNA-Prep) Se ha utihzado un test basado en la cuantificacion de DNA por
CMF (histograma de DNA en FL3)

e Test para el contaje celular Con el fin de asegurar que trabajamos con igual nUmero de
células en todos los experimentos (0 5x10° células por tubo), y dado que el citémetro de
flupo no proporciona contajes celulares absolutos, hemos utiizado un método de contaje
exacto basado en el uso de tubos especiales que contienen una cantidad conocida de
pequefas bolas fluorescentes (Trucount®absolute count tubes Becton-Dickinson)

o Test para la deteccion cuantitativa de P-gp 170 A través de una técnica de
mmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo monoclonal 4E3

2.4. Disefio del estudio: Los primeros experimentos se realizaron utiizando RH

123 como sustancia fluorescente con buenos resultados pero con el problema de que su

intensa fluorescencia dificultaba la realizacion de estudios multiparamétricos Por ello se

decidi6 realizar el trabajo definitivo con DNR ya que su menor Intensidad en la emisién de
fluorescencia era suficiente para nuestro experimento y no interferia con otros estudios,
obteniendo también muy buenos resultados

Con el fin de definir la cinética de incorporacién DNR en las células y la capacidad
del modelo experimental para valorar dicha incorporacién, realizamos un primer estudio en
las células salvajes (3T3) Se realiza una medida de flucrescencia basal previa a la adicidn
de DNR Posteriormente se realizan medidas de fluorescencia secuenciales, durante un
tiempo predeterminado hasta llegar al equilibrio A partir de estas determinaciones por CMF
se obtienen diferentes histogramas en LFL3 Utilizando sus valores medios se construyen

curvas de cinética de incorporacion de DNR intracelular
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Con el objetivo de comprobar que el procedimiento citométrico desarrollado para el
estudio de la cinética de incorporacidn de DNR en las células 3T3 es suficientemente
sensible para evidenciar la existencia del fendmeno MDR en las células 3T3-mdr! se
realizan estudios de incorporacion de DNR de forma paralela en los dos tipos celulares La
comparacion entre las curvas que se obtengan en ambos tipos celulares nos permite
valorar las diferencias que existen entre las cinéticas de incorporaciéon de DNR en relacion
con el tipo celular

Para valorar s1 P-gp 170 puede ser inhibida y si nuestro modelo es capaz de
evidenciarlo, realizamos estudios de incorporaciéon afiadiendo una droga moduladora bien
conocida como verapamilo En este expenmento se comparan las curvas de incorporacion
de DNR en las células 3T3 y 3T3-mdr? con y sin modulador

Para optimizar el expenmento fue necesario determinar previamente el tiempo de
incubacién con el modulador necesario para ejercer su accién asi como la concentracion
Optima para inhibir P-gp 170 Los resultados de estos expenmentos muestran que la
concentracidn optima de VRP para ejercer su accion moduladora es 10 uM y que es
suficiente con 15 minutos de incubacién Con estos datos se realizan de forma repetida y
en idénticas condiciones, experimentos de modulacién con VRP

Los estudios de expulsidn se basan en valorar la capacidad celular de retencion de
la sustancia fluorescente tras lavar las células (eliminando el medio que contiene sustancia
fluorescente) y resuspenderlas en medio carente de DNR, pero conteniendo la
concentracién de modulador que le corresponde a cada tubo Estos estudios se realizan a
continuacidn del estudio de incorporacion, es decir partiendo de una concentracion
Intracelular de farmaco fluorescente maxima para cada tipo celular

Una vez validado el modelo con el uso de VRP, este modelo experimental puede
aplicarse para al estudio de la actividad moduladora sobre P-gp 170 de otros farmacos
como tamoxifeno y PSC 833 Para ello se realzan estudios previos que valoran las
concentraciones minimas de cada farmaco para gjercer la accion moduladora Con esta
informacidon se realizan experimentos de Incorporacidn y expulsion en paralelo en las
células 3T3 y 3T3-mdr1, en presencia o no de Ila sustancia moduladora
(metodoldgicamente 1dénticos a los realizados previamente con VRP) Todos los

experimentos se realizan de forma paralela con VRP, que se considera control positivo de

modulacion
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2.5. Recogida de datos y analisis de los de resultados: Las variables que se

han considerado en el estudio son:

« identificacion del experimento: fecha, operador y n® de experimento.

o tipo celular: 3T3y 3T3-mdr1.

¢ modulador: ausencia, verapamilo, PSC 833, tamoxifeno, combinaciones

e canal de fluorescencia: basal o previo a DNR, inmediato post-DNR, 10 minutos, 30
minutos, 60 minutos, inmediato post-lavado, 10 minutos, 30 minutos y 60 minutos.
Expresado como canal medio del histograma de LFL3 (dato que proporciona el sotfware
del citémetro) en unidades arbitrarias.

s porcentaje de expulsion

¢ porcentaje de células que incorporan yoduro de propidio: mortalidad celular

Estos datos son transcritos a una base de datos informatizada y a partir de ellos se
construyen las gréficas de las cinéticas de incorporacion y expulsion.

Se ha considerado que los farmacos a estudio consiguen una modulacion completa
de la accion expulsora de DNR por parte de P-gp 170 cuando no se han encontrado
diferencias significativas entre los niveles de LFL3 conseguidos por estos farmacos y los
conseguidos por VRP en las diferentes condiciones experimentales en las células 3T3-
mdr1. Ademas, no deben existir diferencias significativas entre los resultados de las células
3T3-mdr1 con modulador y las células 3T3. Un aumento en los niveles de LFL3 en las
células 3T3-mdr1 que no cumple las condiciones anteriores se ha considerado una
modulacion parcial.

Las comparaciones estadisticas se realizan de forma distinta en los experimentos
de incorporacion y de expulsion: En los experimentos de incorporacion, dado que no
existen diferencias en los niveles de fluorescencia basales en ambos tipos de células, las
comparaciones de las cinéticas de incorporacion se han realizado empleando los valores
de fluorescencia en el equilibrio de incorporacién (60 min post- incubacion con DNRY).

En los experimentos de expulsion, dado que el nivel de fluorescencia del que se
parte es diferente en cada tipo y situacion celular, hemos decidido valorar el “porcentaje de
expulsion”, que se obtiene de la comparacion entre la fluorescencia intracelular tra los 60
minutos del lavado y la fluorescencia maxima de la incorporacion.

Para las comparaciones se emplean las pruebas siguientes: t de Student y/o
analisis de la varianza (se realiza la estimacion con IC al 95 % de las diferencias entre las

variables).
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3. RESULTADOS
3.1.- Estudio de la expresién de P-gp 170 en las células del modelo: Los
resultados obtenidos muestran claramente la ausencia de positividad para 4E3, y por lo

tanto la ausencia de P-gp 170 en la membrana de las células 3T3

Las células 3T3-mdr1 expresan una alta positividad para 4E3 (20-24 veces mas
Intensa que las sensibles), 10 que demuestra la presencia de P-gp 170 en su membrana

3.2.- Comparacién entre las cinéticas de incorporacién y expulsién de las
células 3T3 y 3T3-mdr1: El valor medio de los canales de LFL3, en el expenmento de
incorporacion medido en el equilibrio a los 60 minutos, en las celulas 3T3-mdr! es
significativamente inferior al de las células 3T3 (p<0,0005) La diferencia media de cantidad
de fluorescencia es de 7412 8 UA y el IC 95 % de la diferencia es de 67917 a 8033 8 Es
decir las células sensibles acumulan aproximadamente 12 veces mas DNR que las
resistentes

El valor medio de los porcentajes de expulsion, obtenidos a los 60 minutos tras el
lavado, en las células 3T3-mdr? es significativamente inferior al de las células 373
(p<0,0005) La diferencia media de cantidad de fluorescencia es de 46 1% y el IC 95 % de
la diferencia es de 43 4 a 48 8% Es decir, las células resistentes tienen mayor capacidad
de expulsion de DNR

3.3- Estudio de modulacién con verapamilo: Los expenmentos de valoracién de
concentracion y tiempo de incubacion demuestran que la dosis minima de VRP que
consigue una modulacidn de P-gp 170 completa es 10 pM y que es suficiente con 15
minutos de incubacion con el modulador

3.3.1- Experimentos de incorporacién: El valor medio de los canales de LFL3 en
el experimento de incorporacién medido en el equilibrio a los 60 minutos en las células 3T3
no es signficativamente diferente al de las células 3T3+VRP (p= 0 1010) La diferencia
media de cantidad de fluorescencia es de 805 5 UA, y el IC de la diferencia es de —168 2 a
1779 2 UA Es decir, VRP no induce un mayor acumulo de DNR en las células 3T3

El valor medio de los canales de LFL3 en el expenmento de incorporacion medido
en el equilibrio a los 60 minutos en las celulas 3T3-mdr1 es significativamente diferente al
de las células 3T3-mdri+VRP (p= 00005) La diferencta media de cantidad de
fluorescencia es de 6683 4 UA, y el IC 95% de la diferencia es de 6044 0 a 7322 9 UA Es
decir, la incubacién de las células 3T3-mdr? con VRP induce un mayor acumulo de DNR
(en comparacion de las mismas células sin modulador)
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El valor medio de los canales de LFL3 en el experimento de incorporactdon medido
en el equilibrio a los 60 minutos en las células 3T3-mdr1+VRP no es significativamente
diferente al de las células 3T3 sin modulador (p=0 4010) La diferencia media de cantidad
de fluorescencia es de 377 7 UA, y el IC 95 % de la diferencia es de -531 3 a 1286 7 UA
Es decir, la incubacidn de las células 3T3-mdr1 con VRP consigue aumentar la cantidad de
fluorescencia intracelular, y por tanto la concentracién de DNR, hasta niveles similares a los
alcanzados por las células 3T3 sin modulador (parametro considerado por nosotros para
considerar una modulacién completa del fenémeno MDR) Lo mismo se cumple en caso de
comparar con las células 3T3 en presencia de VRP (no mostramos los datos)

3.3.2.- Experimentos de expulsién: Ei valor medio de los porcentajes de
expulsidn medidos 60 minutos en las células 3T3 no es significativamente diferente al de
las células 3T3+VRP (p= 0 1070) La diferencia media de cantidad de fluorescencia es de
273 %, y el IC 95 % de la diferencia es de -0 63 a 6 10 % Es decir la expulsion de DNR
en las células 3T3 no se modifica en presencia de un modulador de MDR

El valor medio de los porcentajes de expulsion en el experimento medidos a los 60
minutos en las células 3T3-mdr1 es significativamente diferente al de las células 3T3-
mdr1+VRP (p= 0 0005) La diferencia media de cantidad de fluorescencia es de 44 31%, y
el IC 95 % de la diferencia es de 40 40 a 48 23 % Es decrr, las células transfectadas, en
presencia de VRP, reducen su capacidad expulsora de DNR hasta aproximadamente la
mitad que en las mismas células sin VRP

El valor medio de los porcentajes de expulsibn medidos a los 60 minutos en las
células 3T3-mdr1+VRP no es significativamente diferente al de las células 3T3 sin
modulador (p=0 4110) La diferencia media de cantidad de fluorescencia es de 1079 %, y
el IC 95 % de la diferencia es de -261 a 6 19 % Es decir que las células 3T3-mdr? en
presencia de VRP tienen una capacidad expulsora de DNR similar a la de las células 3T3
sin modulador

3.4.-Estudio de modulacion con SDZ PSC 833: Los expenmentos de valoracién
de concentracion demuestran que la dosis mimima dePSC 833 que consigue una
modulacién de P-gp 170 completa es 0 5 uM

3.4.1.-Experimentos de incorporacion: Elvalor medio de los canales de LFL3 en
el experimento de incorporacion medido en el equilibrio a los 60 minutos en las células 3T3
incubadas con PSC 833 no es significativamente diferente al de las células 3T3 sin
modulador (p= 0 5280) La diferencia media de cantidad de flucrescencia es de 278 6, y el
IC 95 % de la diferencia es de 616 6 a 1173 9 UA Es decrr, la incubacidon de las células
3713 con PSC 833 no produce vanaciones significativas en el acumulo de DNR en las
celulas sensibles

Resumen



Resistencia Multiple a Drogas 170

El valor medio de los canales de LFL3 en el expenmento de incorporacion medido
en el equilibrio a los 60 minutos en las células 3T3-mdr! incubadas con PSC 833 es
significativamente diferente al de las células 3T3-mdr? sin modulador (p=00850) La
diferencia media de cantidad de fluorescencia es de 6527 6, y el IC 95 % de la diferencia
es de 5854 7 a 7200 4 UA Es decir, la incubacion de las células 3T3-mdrf con PSC 833
consigue aumentar la cantidad de fluorescencia intracelular, y por tanto la concentracion de
DNR, de forma significativamente diferente a los niveles alcanzados por las mismas células
sin modulador

El valor medio de los canales de LFL3 en el experimento de incorporacion medido
en el equilibrio a los 60 minutos en las células 3T3-mdr? Incubadas con PSC 833 no es
significativamente diferente al de las células 3T3 sin modulador (p=0 2490) La diferencia
media de cantidad de flucrescencia es de 533 6 UA, y el IC 95 % de la diferencia es de -
9730 a 14644 UA Es decir, la incubacién de las ceélulas 3T3-mdrf con PSC 833
consigue aumentar la cantidad de fluorescencia intracelular, y por tanto la concentracién de
DNR, hasta niveles similares a los alcanzados por las ceélulas 313 sin modulador
(parametro considerado por nosotros para considerar una modulacién completa del
fenémeno MDR) Lo mismo se cumple en caso de comparar con las celulas 3T3 en
presencla de PSC 833 (no mostramos los datos)

El valor medio de los canales de LFL3 en el experimento de incorporacion medido
en el equilibrio a los 60 minutos en las células 3T3-mdr1+PSC 833 no es significativamente
diferente al de las células 3T3-mdr1 con VRP (p=0 7180) La diferencia media de cantidad
de fluorescencla es de 155 9 UA, y el IC 95 % de la diferencia es de -722 5 a 1034 2 UA
Es decir, la incubacidn de las células 3T3-mdr1 con PSC 833 consigue aumentar la
cantidad de fluorescencia intracelular, y por tanto la concentracion de DNR, hasta niveles
similares a los alcanzados por las células 3T3-mdr! con VRP (que actia como control
positivo de modulacion)

3.4.2.-Experimentos de expulsién: El valor medio de los porcentajes de expulsion
medido a los 60 minutos en las células 3T3 incubadas con PSC 833 no es
significativamente diferente al de las células 3T3 sin modulador (p= 0 1580) La diferencia
media de cantidad de fluorescencia es de 3 63 %, y el IC 95 % de la diferencia es de -1 52
a 877 % Es decir, la capacidad de expulsion de DNR de las células sensibles no se
modifica en presencia de PSC 833

El valor medio de los porcentajes de expulsion medido a los 60 minutos en las
celulas 3T3-mdr1 incubadas con PSC 833 es significativamente diferente al de las células
3T3-mdr1 sin modulador (p=0 0005) La diferencia media de cantidad de fluorescencia es
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de 3151 %, y el IC 95 % de la diferencia es de 20 88 a 42 13 % Es decir que PSC 833
modifica de una forma clara la dindmica de expulsion de DNR en las células transfectadas

El valor medic de los porcentajes de expulsibn medido a los 60 minutos en las
células 3T3-mdr1 incubadas con PSC 833 es significativamente diferente al de las células
3T3 sin modulador (p=0 0110) La diferencia media de cantidad de fluorescencia es de -
1459 % y el IC 95 % de la diferencia es de 3 81 a 2539 % Es decir que PSC 833 no
modifica de una forma completa la dindmica de expulsibn de DNR en las células
transfectadas

El valor medio de los porcentajes de expulsidon medido a los 60 minutos en las
células 3T3-mdr1+PSC 833 es significativamente diferente al de las células 3T3-mdr? con
VRP (p=0 0250) La diferencia media de cantidad de fluorescencia es de 1281 % y el IC
95 % de la diferencia es de 186 a 23 75 % Es decir que la incubacion de las células
transfectadas con PSC 833 no induce una reduccion en la capacidad de expulsion de DNR
en estas células similar a la que produce VRP (considerado como control positivo de
modulacién)

3.5. Estudio de modulacion con tamoxifeno: Se han realizado expenmentos de
incorporacion de DNR en las células 3T3 y 3T3-mdr?, para valorar la concentracion minima
de tamoxifen necesarnia para modular En paralelo se ha realizado un experimento con VRP
10uM, que sirve de control positivo de modulacion Como resultados del experimento se
evidencia que tamoxifeno a dosis de 10 uM y 50 uM no es capaz de modular la accion de
P-gp 170 de forma completa Cuando se utliza a dosis superiores (100 uM y 200 uM)
produce una elevada mortalidad celular que impide la valoracién del experimento

3.6.- Estudio del efecto de la combinacion de PSC 833 y tamoxifeno: La
combinacion de PSC 833 a dosis inferiores a las minimas con capacidad para modular (C 1
pM) y tamoxifeno a dosis de 50 uM (dosis méxima tolerada por las células) consigue una
modulacién parcial de P-gp 170, llegando Gnicamente a niveles de fluorescencia de un 50
% menos que las células transfectadas con VRP 10 uM y que las células control Es decir,
no mejora la capacidad moduladora de TMX de forma aislada

4.- DISCUSION

De los resultados del presente estudio se desprende que el modelo de laboratorio
que presentamos permite realizar el estudio especifico de P-gp 170, tanto cuantitativo
como funcional, de un modo objetivo, reproducible y estandarnzable A través del modelo
experimental puesto a punto por nuestro grupc se puede estudiar la dindmica de
Incorporacion y expulsion celular de DNR y diferenciar entre células con y sin fenotipo

MDR Para ello se ha empleado un substrato fluorescente de la bomba, como es DNR, y
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las lecturas se han realizado secuencialmente utiizando un método de medida objetivo
como es la CMF Los experimentos se han desarrollado sobre una linea celular sensible y
una sublinea derivada de la pnmera, que ha sido transfectada con el gen mdr? y en la que
la expresion de P-gp 170 ha sido comprobada repetidamente mediante el anticuerpo
monoclonal 4E3 Este anticuerpo esté dingido contra un epitopo externo de la molécula y
no Interflere en la funcidn de la bomba, permitiendo la realizacion de estudios funcionales
simultaneamente

La ventaja del estudio funcional de MDR es que probablemente es el més adecuado
puesto que enfoca el fenémeno de una forma global y permite realizar estudios de
modulacién Esta opinidbn es compartida por muchos grupos de investigacion que trabajan
sobre MDR Nuestra aproximacién al estudio de P-gp 170 se basa en la utilizacion de
lineas celulares que han adquindo el fenotipo MDR por un procedimiento de transfeccion,
lo que permite asegurar el estudio especifico de la funcidn derivada de la expresion del gen
mdri, evitdndose interferencias con otros fendmenos de resistencia Este es uno de los
puntos fundamentales de nuestro trabajo, que lo diferencia de los trabajos que utilizan
lineas celulares con fenotipo MDR inducido por farmacos o células neoplasicas de

pacientes

La validacién del modelo, una vez comprobada su capacidad para valorar el
fendmeno MDR, se ha realizado a través del estudio de la capacidad moduladora de VRP,
un farmaco con reconocida accidn moduladora Los resultados de los expernimentos
muestran que concentraciones de VRP a 10 pM consiguen un reversion completa de la
quimiorresistencia dependiente de P-gp 170, equiparando las cinéticas de incorporacion y
expulsion de las células transfectadas a las cinéticas de las celulas salvajes Estos
resultados estan en concordancia con lo publicado por otros autores

Posteriormente se ha aplicado el modelo para el estudio de la capacidad
moduladora de otros farmacos como PSC 833 y TXM

PSC 833 a concentraciones a partir de 0 5 yM ha mostrado, en nuestro modelo,
una capacidad moduladora completa en los estudios de incorporaciéon aungue sélo ha
producido una modulacién parcial en los de expulsion Creemos que probablemente este
hecho se deba a diferencias en la simetria de la membrana o a que son necesarias dosis
mas elevadas del farmaco para modular en el proceso de expulsidn Las concentraciones
PSC 833 consideradas por otros autores como las minimas con capacidad moduladora son
muy vanables, desde 01 a 3 uM Estas discrepancias pueden deberse a que los distintos
grupos trabajan sobre diferentes modelos de laboratorio o muestras neopléasicas,
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empleando ademas diferentes condiciones de estudio y métodos de medicion del
fenémeno

TMX a las dosis utilizadas, Unicamente ha producido una modulacién parcial de la
accion de la bomba, dando lugar a una elevada mortalidad celular a dosis elevadas Estos
resultados no concuerdan con la opinién de algunos autores que reportan que TMX es un
buen modulador de MDR, aunque en general los resultados son muy heterogéneos Sin
embargo, otros autores obtienen resultados similares a los de nuestro trabajo, en el sentido
de que TMX no produce una inhibicidbn completa de la funcion de P-gp 170 Algunos
farmacos, entre los que algunos investigadores incluyen a TMX, necesitan actuar en
parejas para producir modulacidn En nuestro experiementos, la asociacion de PSC 833 y
TMX a dosis de 0 1 uM y 50 uM respectivamente s6lo mostré una inhibicion parcial de la
funcién de la bomba similar a producida por TMX 50 uM de forma aislada

En conclusién, el modelo experimental desarrollado por nuestro grupo permite el
estudio funcional de P-gp 170 Permite valorar la capacidad de P-gp 170 de ser inhibida de
forma extrinseca y el estudio de la accién moduladora de farmacos El hecho de que la
Gnica diferencia entre las células resistentes y sensibles sea la existencia de la bomba
expulsora en la membrana permite asegurar que el estudio es especifico de P-gp 170, sin
interferencia de otros mecanismos de resistencia PSC 833 ha demostrado en nuestro
modelo, ser capaz de modular en experimentos de incorporacion la accion de P-gp 170, de
forma similar a VRP, utilizando dosis tan bajas como de 05 pM De todos modos
pensamos que clinicamente la modulacién puede ser suficiente porque DNR llega a sus
puntos diana de forma similar a la conseguida en las células sensibles o quimiorresistentes
moduladas con PSC 833 En nuestro modelo, tamoxifeno no ha sido capaz de modular la
accion de P-gp 170 a dosis de 50 uM Dosis superiores provocan una toxicidad celular
masiva La combinacidon de dosis inframoduladoras de PSC y tamoxifeno a dosis no téxicas
produce en nuestro modelo tan solo una inhibicién parcial de ta bomba
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IX.- CONCLUSIONES

1.- El modelo experimental desarrollado permite estudiar el fenémeno MDR
atribuible especificamente a la accién de P-gp 170 desde un punto de vista funcional.

El hecho de que la Unica diferencia entre las células transfectadas y las sensibles
sea la existencia o no de P-gp 170, permite descartar que las diferencias encontradas en el
estudio funcional entre ambos tipos celulares se deben a otros factores que la accién de

esta bomba, sin existir interferencias con otros mecanismos de resistencia farmacolégica.

2.- El modelo permite evidenciar la capacidad para modular especificamente la
accién de P-gp 170 por parte de moduladores de la bomba. En nuestro modelo se
comprueba que verapamilo a una concentracion 10 uM es capaz de inhibir la accion de P-
gp 170 de una forma completa y dosis-dependiente, evidencidndose asi mismo un
fenémeno de saturacién de la modulacién con dosis superiores.

El efecto modulador de VRP se ha demostrado tanto en experimentos de

incorporacion como de expulsion.

3.- PSC 833 a partir de una concentracion de 0.5 uM en los experimentos de
incorporacion es capaz de modular la accién de P-gp 170 de forma completa y especifica.
Su accién moduladora es comparable a la de verapamilo a dosis de 10mM.

En los experimentos de expulsién no hemos objetivado una inhibicion completa de

la expulsidn activa de daunorrubicina.

4.- Para el estudio funcional de P-gp 170 es conveniente realizar estudios de
incorporacion  y de expulsibn de forma simultanea. Los experimentos de
incorporacionexpulsion proporcionan una vision mas sensible y amplia de la accion de
farmacos moduladores sobre la accién de la bomba.

5.- Tamoxifeno a concentracion de 10-50 pM dnicamente produce una accidn

moduladora parcial de la accioén de P-gp 170. Su accion sobre la bomba a dosis superiores




Resistencia Miltiple a Drogas 176

a no puede ser comprobada, en nuestro modelo, porque produce una intensa toxicidad

celular.

6.- La combinacion de PSC 833 a dosis inferiores a las minimas con capacidad
moduladora (0.1 mM) con tamoxifeno a dosis no citotéxicas (50 mM) produce una
inhibicion parcial de la accion de P-gp 170. En nuestro modelo, el uso combinado de
tamoxifeno y PSC 833 a las dosis utilizadas no produce un incremento en la capacidad

moduladora de la accion de P-gp 170 por parte de tamoxifeno empleado de forma aislada.

7.- L.a valoracién inmunofenotipica por CMF de P-gp 170 en las células del modelo
con el anticuerpo monoclonal 4E3 demuestra la expresion continuada y estable de niveles
elevados de la glicoproteina en las células transfectadas durante toda la realizacion del

proyecto.

Conclusiones
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Xl.- ANEXOS

Anexo 1

Anexo 1: Test utilizado para realizar la calibracion de la alineacion del citdémetro de flujo.

Parametros Discriminador Ganancia
Volumen de muestra: 180 pl FW 200 5
Velocidad inyeccion: 10 pl/min  ||SS: 400 V 75
Presién fluido: 7.40 psi FL1. 810V Log
488 nm 15 mW FL2: 810V Log
FL3:0V

FL2 ~10% FLA1

Anexo 2

Anexo 2: Test utilizado para realizar los estudios de cinética de incorporacion y expulsion con DNR

Parametros Discriminador Ganancia
Volumen de muestra: 50 pl FW 150 1
Velocidad inyeccién: 50 pl/min  ||SS: 400 V 3
Presion fluido: 7.40 psi FL1: 0V Log
488 nm 15 mwW FL2: 750 V Log
FL3: 750V 20
Anexo 3
Anexo 3: Primera parte del test utilizado para la valoracion de la viabilidad celular
Parametros Discriminador Ganancia
Volumen de muestra: 190 pl FW Log
Velocidad inyeccion: 30 pl/min  {|SS: 400 V Log
Presion fluido: 7.40 psi FL1: 0V Log
488 nm 15 mwW FL2 0V Log
FL3: 720V 50 1
FL3 pico: 720 V 1
Anexo 4

Anexo 4. Segunda parte del test utilizado para la valoracién de la viabilidad celular

Parametros Discriminador Ganancia
Volumen de muestra: 190 pl FW Log
Velocidad inyeccion: 30 pi/min  |{SS: 400 V Log
Presiodn fluido: 7.40 psi FL1: 0V Log
488 nm 15 mw FL2: 0V Log

FL3: 720V 50 1

FL3 pico: 720 V 1

Anexos
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Anexo 5
Anexe 5: Test utilizado para realizar el contaje celular exacto
Parametros Discriminador Ganancia
Volumen de muestra; 100 pl FW 50 1
Velocidad inyeccién: 40 pl/min  |]1SS: 400 V 50 )
Presion fluido: 7.40 psi FL1: 800V Log
488 nm 15 mW FL2: 0V Log
FL3: 0V 20
Anexo 6
Anexo 6: Test utilizado para la valoracion inmunofenotipica de P-gp 170 utilizando el anticuerpo
monoclonal 4E3
Parametros Discriminador Ganancia
Volumen de muestra: 50 pl FW 175 1
Velocidad inyeccion: 60 pl/min  [{SS. 400V 3
Presion fluido: 7.40 psi FL1:0V Log
488 nm 15 mW FL2: 800V Log
FL3: 750V Log
FL2 -859% FL3
: }“*:\}
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