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RESUMEN

MECANISMOS DEL CICLO CELULAR Y LA APOPTOSIS IMPLICADOS EN LAS RESISTENCIAS A LOS
FARMACOS DE USO INTRAVESIAL EN EL CANCER SUPERFICIAL DE VEJIGA

Numerosos estudios han demostrado la utilidad de la quimioterapia intravesical en la profilaxis de las recidi-
vas del tumor vesical superficial después de la reseccion transuretral. Pero la eficacia de esta practica puede verse
limitada por la existencia de resistencias a agentes individuales o de multirresistencias a varios farmacos. Ademas
de los mecanismos de resistencia clasicos o “unicelulares” determinados genéticamente, como la expresion de la
glicoproteina P-170 (gen mdr-1), la sobreexpresion del gen Bcl-2 o la actividad de la glutation S-transferasa, exis-
ten otros mecanismos de resistencia “multicelular” que han podido ser demostrados en cultivos de agregados celu-
lares tridimensionales, y no en las mismas células cultivadas en monocapa o en suspensioén de células indivi-
duales. La adhesion célula-célula y célula-estroma condiciona por un lado una limitada penetracion de las dro-
gas y, por otro, unos gradientes de oxigeno y proliferacion en los tejidos que crean distintas susceptibilidades al
efecto citotoxico. El conocimiento de las resistencias y sus mecanismos es de gran importancia, puesto que se
trata de uno de los puntos donde se puede actuar para optimizar la eficacia de la quimioterapia intravesical.
Muchos investigadores han dedicado sus esfuerzos a la busqueda de medios contra las resistencias mediante la
aplicacion de métodos para mejorar la penetracion de los farmacos, la biisqueda de agentes reversores o la iden-
tificacion de las resistencias con tests in vitro de quimiosensibilidad.
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ABSTRACT

CELL CYCLE AND APOPTOSIS MECHANISMS IMPLICATED IN INTRAVESICAL CHEMOTHERAPY RESISTANCES
IN SUPERFICIAL BLADDER CANCER

It is well documented the effectiveness of intravesical chemotherapy following transurethral resection to pre-
vent recurrences of superficial bladder cancer. But it is also known that efficacy may be limited by tumour cell
resistance to one or several of the drugs available for instillation. In addition to the genetically determined uni-
cellular mechanisms classically described in the literature such as glycoprotein P-170 expression (mdr-1), over-
expression of Bcl-2 or glutation S-transferase activity, it has been recently shown that multicellular mechanisms
may also be involved in drug resistance. Multicellular resistance can only be demonstrated in three-dimensional
cultures and fails to be shown in monolayers or cell suspensions. This is explained by the fact that cell-to-cell and
cell-to-stroma adhesion limits drug penetration and by the variable susceptibility to cytotoxicity determined by
oxygen and tissue proliferation gradients. A better understanding of the molecular mechanisms involved in drug
resistance is necessary to increase intravesical chemotherapy effectiveness. Current research includes improving
drug penetration, searching resistance reversing agents and developing in vitro chemosensitivity tests to identify
drug resistance.

Keywords: Intravesical chemotherapy. Drug resistance. Superficial bladder neoplasms.
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umerosos estudios han mostrado la eficacia

de la quimioterapia intravesical en la profi-
laxis de las recidivas de los tumores vesicales
superficiales después de la reseccion transure-
tral (RTU)!%. En los tumores con alto riesgo de
progresion como el T1G3 o el CIS se prefiere
como tratamiento adyuvante de primera linea el
uso de la inmunoterapia con bacilo de Calmette-
Gueérin (BCG), pero en el caso de tumores de
riesgo bajo o intermedio como los Ta, los T1G1
y los T1G2 la Asociacion Europea de Urologia,
en sus Guidelines on non-muscle invasive blad-
der cancer® aconsejan el uso de agentes quimio-
terapicos, dado que los efectos secundarios
tanto locales como sistémicos son significativa-
mente inferiores.

La reduccion en las tasas de recurrencia a un
ano de los tumores vesicales superficiales con el
uso de la quimioterapia intravesical alcanza el
44%, si lo comparamos con aquellos pacientes
tratados s6lo con RTUS. Estudios mas a largo
plazo sugieren sin embargo, que cuando se sigue
a los pacientes durante un periodo largo de tiem-
po las tasas de recidiva tienden a aumentar y las
diferencias entre la RTU aislada y seguida de qui-
mioprofilaxis se hacen mucho menores’. Aunque
la eficacia a largo plazo queda pues cuestionada,
se acepta una reducciéon de un 20-30% en la tasa
global de recidiva, una disminucion al 50% en el
numero de recidivas anuales, y un aumento sig-
nificativo del intervalo libre de enfermedad hasta
la aparicion de la primera recidiva8. Ademas de la
terapia profilactica de las recidivas, la quimiote-
rapia intravesical se ha mostrado también util
como terapia ablativa de lesiones residuales o no
asequibles a la cirugia, de pequenas recidivas
incipientes, o bien de tumores primarios en pa-
cientes con contraindicacién absoluta a ser inter-
venidos®.

Existen varios agentes farmacolégicos de uso
comun en nuestro medio para la prevencion de
recidivas de tumor vesical superficial como la tio-
tepa (TIO), mitomicina C (MMC), adriamicina
(ADR) y epirubicina (EPI). Todos han resultado
ser eficaces en los distintos estudios cuando se
han utilizado intravesicalmente en instilaciones
repetidas!-3-4, Segiin un metaanalisis de Kamat et
al? hay un 44% de recurrencias con el uso de TIO
intravesical, un 39% con ADR, un 36% con MMC
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y un 39% con EPI. Por tanto, a pesar de la profi-
laxis con quimioterapia intravesical sigue exis-
tiendo un elevado indice de recurrencias.

Se sabe que pueden existir resistencias que
condicionen el fracaso de la quimioprofilaxis en
los tumores vesicales superficiales. Estas resis-
tencias pueden ser a farmacos individuales o a
varios farmacos (multirresistencias), son varia-
bles de un tumor a otro y se desconocen cuando
se trata al paciente. La eleccién del agente en la
practica clinica se realiza de modo empirico, sélo
en base a la experiencia o disponibilidad que se
tiene con alguno de ellos.

Ademas de los mecanismos de resistencia
“clasicos” o “unicelulares” determinados genéti-
camente, como la expresion de la glicoproteina P-
170 (gen mdr-1) o de las proteinas relacionadas
con la multirresistencia (MRP), la sobreexpresion
del gen Bcl-2 o los niveles intracelulares de gluta-
tion (GSH) y la actividad de la glutation S-trans-
ferasa (GST), existen otros mecanismos de resis-
tencia “multicelular” que han podido ser demos-
trados en cultivos de agregados celulares tridi-
mensionales, y no en las mismas células cultiva-
das en monocapa o en una suspension de células
individuales. La adhesion célula-célula y célula-
estroma condiciona por un lado una limitada
penetracion de las drogas y, por otro, unos gra-
dientes de oxigeno y proliferaciéon en los tejidos
que crean distintas susceptibilidades al efecto
citotoxico.

El conocimiento de las resistencias y sus
mecanismos es de gran importancia, puesto que
se trata de uno de los puntos donde se puede
actuar para optimizar la eficacia de la quimiote-
rapia intravesical. Muchos investigadores han
dedicado sus esfuerzos a la bisqueda de medios
contra las resistencias, unas veces con métodos
para mejorar la penetracion de las drogas en la
pared vesical, otras con agentes que las reviertan
y otras identificAndolas mediante tests in vitro de
quimiosensibilidad.

En la presente revisiéon, se comenzara con un
breve resumen de los procesos biologicos que
acontecen durante el ciclo celular y la apoptosis,
cuyo conocimiento es esencial para entender los
mecanismos de las resistencias. A continuacion
se expondran los mecanismos unicelulares y
multicelulares que se han identificado como cau-
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santes de las resistencias en los tumores vesica-
les. Finalmente, se mostraran algunos ejemplos
que ilustran como el conocimiento de las resis-
tencias puede tener su aplicaciéon en la practica
clinica.

CICLO CELULAR Y APOPTOSIS

Para entender las bases moleculares del can-
cer, el mecanismo de acciéon de los agentes qui-
mioterapicos y los mecanismos de la quimiorre-
sistencia es necesario conocer los procesos biolo-
gicos que regulan el ciclo celular y la apoptosis.

En condiciones normales existe un equilibrio
entre la proliferacién celular y la apoptosis (Fig.
1), pero en el cancer aparecen mutaciones que
dan lugar a la activacién de oncogenes (codifican
proteinas del ciclo celular que favorecen la proli-
feracion celular) o a la inactivacion de genes
supresores (codifican proteinas que frenan el
ciclo celular). De este modo el equilibrio se rompe
y la balanza se decanta hacia la proliferacion
desenfrenada y la inmortalizacion de la linea
celular. Pero un cancer se define no sé6lo por la
inmortalizacion de las c€lulas sino también por la
capacidad invasora local y a distancia, para lo
cual son necesarias mutaciones adicionales.
Aquellas mutaciones que favorezcan la angiogé-
nesis mediada por los factores de crecimiento
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FIGURA 1: Ciclo celular y apoptosis. En el ciclo celular se
distinguen varias fases: GO. Fase de reposo; G1. Fase de
presintesis; S. Fase de sintesis; G2. Fase de postsintesis; M.
Mitosis. En la apoptosis se produce la activacion de las
caspasas que inducen la condensacion de la cromatina y
la fragmentacion del ADN, la destruccion nuclear y cito-
pldsmica y, por tltimo, la fagocitosis por macréfagos.
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VEGF y PD-EDGF y la adhesién intercelular o a
membranas basales mediada por las e-cadheri-
nas, integrinas, cateninas, tailinas y otras molé-
culas de adhesion (genes cary nm-23) seran deci-
sivas en la agresividad local y la capacidad
metastasica del tumor.

CICLO CELULAR

El ciclo celular regula la division celular y es
fundamental tanto para generar nuevas células
en el desarrollo embrionario como para reempla-
zar las células danadas en un 6rgano adulto. Se
distinguen varias fases (Fig. 1): en la fase G, o de
reposo las células permanecen sin dividirse, pero
conservan la capacidad de reiniciar el ciclo para
repoblar un tejido; en la fase G, (gap 1) de pre-
sintesis, las células producen ARN y proteinas;
en la fase S se replica el ADN; en la fase G, (gap
2) o de postsintesis el nucleo se organiza para la
division celular, que se produce en la fase M o de
mitosis. El ciclo completo dura desde 12 horas
hasta meses o anos. Mientras la mitosis tiene
una duraciéon constante de 1 hora, las células
pueden permanecer “arrestadas” en G, durante
anos.

Las moléculas reguladoras del ciclo celular
son universales y estan muy conservadas duran-
te la evolucién. Distintas proteinas (Fig. 2) ejer-
cen el control en la entrada y la progresion de las
células a lo largo de las fases del ciclo!®-11:

* Protein-kinasas dependientes de ciclinas
(cyclin-dependent kinases o CDKs): fosforilan ele-
mentos claves en la progresion del ciclo celular.
Para ser activas requieren unirse a las ciclinas.
Hay tres tipos: CDKs G, (CDKs 4, 6 y 2), CDKs
fase S (CDK2) y CDKs mitéticas (CDKs 2 y 1).

¢ Ciclinas: proteinas que se unen a las CDKs y
controlan su capacidad de fosforilacién. Se deno-
minan ciclinas porque se sintetizan y degradan
durante el ciclo celular. Hay al menos 6 tipos de
ciclinas distintas en mamiferos: A, B, C, D, E, F.
También se clasifican en: ciclinas G, (D,, D,, D,
y E), ciclinas fase S (A y E) y ciclinas mitéticas (A
y B). Las ciclinas D, D, y D; se sobreexpresan
gracias a estimulos mitogénicos como factores de
crecimiento y se unen a las CDKs 4 y 6 que fos-
forilan parcialmente a la proteina del retinoblas-
toma (pRb) haciendo que la célula progrese en la
fase G, temprana y no quede arrestada en G,
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FIGURA 2: Moléculas reguladoras del ciclo celular. Cic: ciclinas. pRb: pro-
teina del retinoblastoma. CDK: kinasa ciclina-dependiente. E2F: factor de
transcripcion. MPF: factor de maduracion-promocioéon. APC: complejo pro-

motor de la anafase.

Los complejos ciclina E — CDK2 se activan en la
fase G, tardia completando la fosforilacién de la
PRb.

* Inhibidores de las CDK (cyclin-dependent
kinases inhibitors o CDKIs): existen dos familias
de CDKIs, la familia del inhibidor de la CDK4
(INK4) y la familia de la proteina inhibidora de
CDK (CIP / KIP). Las proteinas de la familia INK4
(INK4A, INK4B, INK4C e INK4D) inhiben especifi-
camente a la CDK4 y la CDK6 en G,, mientras
que los inhibidores de la familia CIP / KIP (CIP1,
KIP1 y KIP2) inhiben a las CDKs en todas las
fases del ciclo. Las CDKIs mejor conocidas son la
pl6NE4A (gen mts-1), la p15™NK4B (gen mts-2), la
p18INEAC 1 p19INK4D g p21€PL (gen waf-1) y la
p27%P1 (gen kip-1).

® Proteina del retinoblastoma (pRb) y factor de
transcripcion E2F: la pRb forma un complejo con
miembros de la familia del factor de transcripcion
E2F. Cuando la pRb es fosforilada por las CDKs
se libera el E2F, que induce el paso de G, a S al
activar la maquinaria de sintesis del ADN.
Recientemente se ha descrito el E2F6, una forma
truncada e inactiva del E2F que se une a la pRb
en las células en G,

® Factor de maduracion-promocion (maturation-
promoting factor o MPF): protein-kinasa que en la
meiosis induce la maduracion de los oocitos, y en
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la mitosis interviene en la transicion
de G, a M. Una vez activado por las
ciclinas, fosforila proteinas implica-
das en la rotura de la membrana
nuclear, la condensacion de los cro-
mosomas y la degradacion de las
ciclinas.

* Complejo promotor de la anafase
(anaphase-promoting complex o APC):
recientemente descubierto, es capaz
de iniciar la separacion de las croma-
tides hermanas en la anafase, favore-
ciendo la progresion de la fase M.

¢ Ubiquitinas y proteosomas: las ubi-
quitinas son pequefias proteinas que
por accion de las enzimas activadora
E1l, conjugadora de ubiquitinas E2 y
ubiquitin ligasa E3 se adhieren a un
sustrato haciéndolo susceptible de la
proteolisis por un proteosoma. Los
proteosomas son complejos proteicos
formados por multiples subunidades responsa-
bles de la degradacion de las ciclinas y CKls una
vez han efectuado su accién fosforiladora en cada
fase. Una vez degradadas se hace irreversible la
marcha atras del ciclo.

® Proteina p53 (gen supresor TP53): activa a la
p21€P1 CDKI que inhibe la fosforilaciéon de la
PRb impidiendo la liberacion del E2F, deteniendo
el ciclo en G, e induciendo apoptosis. También
puede detener el ciclo en G, mediante la activa-
cion de la proteina 14-3-3c6, que secuestra el
complejo ciclina B — CDK 1 fuera del nucleo.
Ademas, la pb53 activa genes reparadores del ADN
(mlh-1 y mlh-2) protegiendo de mutaciones y con-
firiendo estabilidad genética. E1 gen MDM-2 con-
trarregula a la p53 ubiquitinandola para hacerla
susceptible a la degradacion proteosémica.

® Otras proteinas: factores de crecimiento
(todos son promitéticos excepto el TGF-bl), pro-
teinas promitéticas de la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcel-
xL), proteinas proapoptéticas de la familia Bcl-2
(Bax, Bim, Bid, Bad y Bak).

Las células tienen mecanismos de control
capaces de frenar el ciclo celular si algun error
ocurre, bien para poder ser reparado, o bien para
inducir la apoptosis cuando el dafo es muy
extenso. En condiciones normales no se permite
la progresion del ciclo hasta que el error no se
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haya corregido; sin embargo, las células tumora-
les tienen mutada alguna de las proteinas regu-
ladoras y son capaces de repetir el ciclo indefini-
damente aun sin integridad del ADN.

En cualquier tejido y también en los tumores
existe un equilibrio entre las células que se
encuentran en fase G, con las que estan en repo-
so en G,. Las c€lulas en G, son relativamente
inactivas con respecto a la sintesis de macromo-
léculas y, en consecuencia, insensibles a muchos
de los antineoplasicos, particularmente a los que
afectan a esta sintesis. Los agentes quimioterapi-
cos que actuan sobre las células en division mas
que sobre las c€lulas en G, se denominan “espe-
cificos del ciclo celular”, mientras que aquellos
que actuan también sobre las c€lulas en G, reci-
ben el nombre de “no especificos del ciclo celu-
lar”. A su vez, los especificos del ciclo celular pue-
den ser “fase especificos” si actian sélo sobre
alguna de las fases, o “no fase especificos”!2. Los
agentes mas frecuentemente utilizados en instila-
cion endovesical (tiotepa, adriamicina, epirubici-
na y mitomicina C) son todos mas activos en las
cé€lulas en division, pero no se consideran especi-
ficos del ciclo celular porque en alguna medida
también actian sobre las células en G,

APOPTOSIS

La apoptosis es la forma fisiologica de suicidio
celular que interviene en la embriogénesis, en el
recambio celular de los tejidos y en la eliminacién
de células infectadas, mutadas o danadas.
Morfologicamente, la diferencia con la necrosis es
que en la apoptosis se produce la fragmentacion
de ADN mientras se mantiene la integridad de la
membrana hasta estadios tardios en la muerte
celular. Bioquimicamente, la caracteristica dife-
rencial es que se trata de un proceso dependien-
te de energia y de la sintesis de nuevas proteinas,
mientras que en la necrosis falla el aporte de
energia y la sintesis de proteinas se interrumpe!3.
En el proceso de apoptosis se distinguen varias
fases: en la fase D, se producen los mecanismos
moleculares que inician el fenémeno; en la fase F
se fragmenta el ADN; en la fase D, se produce la
destruccion nuclear y citoplasmica, y los restos
son fagocitados por macrofagos!4.

Los procesos morfolégicos y bioquimicos que
caracterizan a la apoptosis estan mediados por
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“efectores de muerte celular” como las caspasas
(proteasas cisteinicas). Pero para que estos efec-
tores actiuen es necesario que el balance vida-
muerte se rompa por la interaccion de los “acti-
vadores de muerte celular”, extracelulares o
intracelulares!3:

* Activadores de muerte extracelulares: la
supervivencia celular depende de la recepcion de
senales extracelulares adecuadas, en ausencia de
las cuales la célula se suicida por el mecanismo
de la apoptosis. Algunos ejemplos son:

— Integrinas: son moléculas que conectan la
matriz extracelular con el citoesqueleto celular.
Pero ademas de su funcién estructural actian
como transductores de seflales de supervivencia
celular y de protecciéon frente a la apoptosis
cuando el contacto con la matriz extracelular es
adecuado.

— Factores de crecimiento: la supervivencia
celular también depende de una exposicién apro-
piada a factores de crecimiento.

— Citokinas de muerte celular: son capaces de
iniciar directamente la muerte via apoptosis. Es
el caso del ligando Fas y del factor de necrosis
tumoral (tumoral necrosis factor o TNF), produci-
dos por los linfocitos T y las células natural killer.

* Activadores de muerte intracelulares: un
ejemplo es la familia de proteinas Bcl-2, involu-
cradas en el control de la apoptosis. Algunos
miembros de la familia son anti-apoptéticos (Bcl-
2 y Bel-xL) y otros son pro-apoptéticos (Bax, Bim,
Bid, Bad y Bak).

Las senales apoptéticas, tanto intra como
extracelulares, convergen para activar a las cas-
pasas. La condensacién de la cromatina, la frag-
mentacion del ADN, la rotura de la membrana
nuclear y la formacién de cuerpos apoptéticos
son consecuencias directas de la actividad cas-
pasa. Las caspasas en las cé€lulas vivas existen
como zimogenos inactivos que se activan por
rotura proteolitica mediante dos vias alternativas
que se ilustran en la Figura 3 y se describen a
continuacion!15.

* Via del receptor de muerte celular: los recep-
tores de muerte pertenecen a la superfamilia
génica de receptores del TNF (TNFR). Los mejor
caracterizados son el receptor Fas, también cono-
cido como CD95 (cytotoxicity-dependent protein
95) o APO-1 (apoptosis-1 protein), y el receptor del
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FIGURA 3: Vias apoptéticas celulares: via del receptor de muerte (TNF o
ligando Fas/FADD/caspasa 8) y via mitocondrial (familia Bcl-2/citocromo c/

Apaf-1/caspasa 9).

TNF (TNFR). Tienen en comun una secuencia
homologa denominada “dominio de muerte”
(death domain o DD), capaz de iniciar la cascada
de eventos que llevan a la apoptosis. Los ligandos
para estos receptores pertenecen a la familia del
TNF, y son el ligando Fas y el TNF. Estos ligan-
dos, que normalmente existen en forma triméri-
ca, se unen a sus receptores induciendo también
su trimerizacién y asi activandolos. El receptor
Fas activado recluta moléculas adaptadoras
como el FADD / MORT-1 (Fas-associated death
domain / mediator of receptor-induced toxicity-1),
que contiene también un “dominio de muerte”
(DD) que se une al analogo del receptor Fas y un
“dominio efector de muerte” (DED) que se une a
un dominio analogo de la procaspasa 8. Esta
enzima, también conocida como FLICE (FADD-
like IL-1f3-converting enzyme), sufre activaciéon
autocatalitica al unirse al FADD convirtiéndose
en la caspasa 8 activa.

El complejo que forman el Fas, el FADD y la
FLICE se denomina DISC (death-inducing signa-
ling complex). La caspasa 8 rompe y activa otras
caspasas efectoras como la 3, la 6 y la 7, que
constituyen la principal actividad caspasa en las
cé€lulas apoptoéticas. En el caso de los receptores
del TNF (TNFR-I y el TNFR-II), la molécula adap-

WF
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tadora que reclutan es el TRADD
(TNFR-associated death domain), que
a su vez sirve de plataforma para el
reclutamiento de otros adaptadores
como el FADD, el TRAF-2 (TNFR-
associated factor-2) y el RIP (receptor
interactive protein). El complejo for-
mado finalmente activa las caspasas
reguladoras y efectoras, al igual que
lo hacia el receptor Fas!6.

¢ Via mitocondrial: se trata de una via
independiente de los receptores de
muerte y es la que inducen los agentes
quimioterapicos, la radiacion ultravio-
leta o las moléculas de estrés (especies
reactivas del oxigeno y del nitrégeno).

Las mitocondrias son organulos con
dos compartimentos: la matriz, rodea-
da por la membrana interna (MI), y el
espacio intermembranal, entre las
membranas interna y externa (ME).
En la MI esta la ATP sintetasa y la
cadena respiratoria y en el espacio intermembrana
esta el citocromo c, que si se libera al exterior de la
mitocondria induce la apoptosis. Las proteinas de
la familia Bcl-2 regulan esta liberacién: los miem-
bros anti-apoptéticos de esta familia (Bcl-2 y Bcl-
xL) bloquean la liberacién del citocromo c, mientras
que los miembros pro-apoptéticos (Bax, Bim, Bid,
Bad y Bak) la inducen. Cuando el citocromo c se
libera se provoca el ensamblamiento del apaf-1
(apoptotic protease-activating factor) con la procas-
pasa 9, formandose el complejo denominado apop-
tosoma. El apaf-1 tiene un dominio reclutador de
caspasas denominado CARD (caspase recruiting
domain), que requiere ATP para la induccién de la
ruptura autolitica de la procaspasa 9 en caspasa 9
activa. Esta ultima se libera del apoptosoma para
activar a las caspasas 3, 6 y 7, que provocan la
ruptura de diversos sustratos y la apoptosis.

Las senales de supervivencia extracelulares
inhiben la apoptosis por activacion de una kina-
sa que fosforila a la proteina Bad haciendo que
esta quede secuestrada en el citoplasma en lugar
de ejercer su accion pro-apoptoética en la mito-
condria. Por el contrario, las sefnales apoptéticas
extracelulares traslocan a Bad y Bax al interior
de la mitocondria, provocando asi la liberacion
del citocromo c en induciendo la activacion de las

TSR
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caspasas. La proteina Bid puede ser traslocada al
interior de la mitocondria por la caspasa 8 (acti-
vada por el ligando Fas o el TNF), amplificandose
asi la apoptosis iniciada por la via del receptor de
muerte.

MECANISMOS DE RESISTENCIA
Una vez vistos los procesos biolégicos que
regulan el ciclo celular y la apoptosis, se expon-
dran los mecanismos unicelulares y multicelula-
res que se han descrito en la literatura como cau-
santes de las resistencias a los farmacos de uso
intravesical.

RESISTENCIA UNICELULAR

Los mecanismos de resistencia “unicelular”
estan determinados genéticamente. Las resisten-
cias pueden ser inherentes a la propia estirpe
tumoral, pero también pueden aparecer de novo
durante la evolucion de la neoplasia por las
mutaciones que se van produciendo en las célu-
las debido a su inestabilidad genética. La aplica-
cion de drogas puede inducir una seleccion natu-
ral por el sobrecrecimiento de aquellos clones
resistentes.

Se sabe que pueden existir resistencias indivi-
duales a un solo agente o bien multirresistencias
a varios farmacos. En el caso de los tumores vesi-
cales se han podido demostrar distintos mecanis-
mos de resistencia celular a los quimioterapicos,
todos ellos relacionados con la expresion de
algun gen. Estos genes codifican proteinas que
actuan unas veces como un canal que transpor-
ta al farmaco fuera de su lugar de acciéon (glico-
proteina-P y proteinas relacionadas con la multi-
rresistencia), otras inhibiendo la apoptosis (Bcl-2
y Bcl-x1), otras como una enzima detoxificadora
(glutation-S-transferasa), en otras ocasiones la
proteina se une al farmaco impidiendo su accién
(metalotioneina), otras veces interviene en los
procesos de replicaciéon y reparacion del ADN
(topoisomerasa II-a), otras bloquea el receptor
Fas impidiendo que los linfocitos T lleven a cabo
la apoptosis receptor-inducida (proteina FLICE
inhibitoria), y otras veces se sabe s6lo su relacion
con la quimiorresistencia pero no se conoce el
mecanismo.

® Sobreexpresion de la glicoproteina P-170 (gen
multidrug resistance-1 o mdr-1): Se trata de una
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proteina situada en la membrana nuclear y cito-
plasmica que actia como un canal de flujo ATP-
dependiente que bombea los farmacos al exterior.
Cuando la aplicacién prolongada a un farmaco
induce la sobreexpresion de la glicoproteina-P,
frecuentemente aparecen resistencias cruzadas
con otros farmacos no relacionados, convirtiendo
a la célula en multirresistente. En vejigas norma-
les pediatricas y de adultos no se expresa, en los
tumores transicionales no tratados lo hace débil-
mente, y en los tratados con quimioterapia intra-
vesical o sistémica la expresion esta aumenta-
dal”. La exposicion continuada a ADR en una
linea celular sensible provocé su transformaciéon
en otra resistente, con sobreexpresion de la glico-
proteina-P detectable por inmunohistoquimia, y
acumulo del farmaco en las células demostrable
con el microscopio de fluorescencial®. Estudios
similares con MMC!® o con cisplatino?® también
han demostrado la aparicion de resistencias
mediadas por la sobreexpresion del mdr-1.
Algunos estudios confieren valor prondstico a la
expresion de la glicoproteina P-1702!23, pero
otros no han sido capaces de demostrarlo?*.

® Sobreexpresion de las proteinas relacionadas
con la multirresistencia (multidrug resistance-
associated proteins, MDR associated proteins o
MRP): Son un grupo de proteinas transportadoras
ATP-dependientes que se sitian en la membrana
celular. Se han identificado 6 subfamilias dentro
de las MRP humanas. En un estudio en una linea
celular la sobreexpresion de las MRP fue induci-
da por el cisplatino a medida que las células iban
adquiriendo resistencia®®. En otro estudio similar
una linea celular de tumor vesical fue expuesta a
dosis crecientes de ADR hasta que se hizo resis-
tente. Se observé la sobreexpresion de las MRP
como mecanismo de la resistencia®®. La expre-
sion de MRP-1, MRP-2 y MRP-3 en tumores recu-
rrentes y en tumores residuales tras tratamiento
con ADR fue mucho mayor que en tumores pri-
marios no tratados?®.

® Sobreexpresion de la proteina pulmonar rela-
cionada con la resistencia (lung resistance-related
protein, LRP): La LRP se sobreexpresa en 2/3 de
los tumores vesicales primarios nunca tratados,
y lo hace en mayor medida en bajos grados y
estadios. Este hecho sugiere que la LRP puede
constituir un mecanismo de multirresistencia
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intrinseco del cancer vesical en etapas tempra-
nas?’. Los autores sugieren que antineoplasicos
fuera del espectro de multirresistencia de la LRP
podrian ser mas efectivos en los tumores vesica-
les de bajo grado y estadio.

® Sobreexpresion de las proteinas antiapoptoti-
cas Bcl-2 y Bcel-xL: Estudios in vitro con lineas
celulares han demostrado que la sobreexpresion
de la proteina Bcl-2 y Bel-xL confieren resistencia
celular a los agentes quimioterapicos. La adicion
de un oligonucleétido antisentido que disminuye
los niveles de la proteina Bcl-228 o de la Bel-X12°
revierten estas resistencias.

* Sobreexpresion de la glutation-S-transferasa
(GST) y aumento del glutation reducido (GSH): La
GST es una enzima celular que biotransforma la
TIO conjugandola con GSH en monoglutationil-
tiotepa o diglutationil-tiotepa, moléculas que son
expulsadas al exterior de la célula mediante una
bomba ATP-dependiente. Tanto la sobreexpresion
de la GST como el aumento del GSH intracelular
(sintetizado por la gamma-glutamil-cistein sinte-
tasa) confieren a las células tumorales una mayor
capacidad de detoxificacién y por tanto de resis-
tencia a la tiotepa3?-3! cisplatino?® y otros citosta-
ticos32-33,

® Sobreexpresion de la metalotioneina: Es una
proteina intracelular que se une a la MMC con
gran afinidad impidiendo su accién sobre el ADN.
Su cuantificacién inmunohistoquimica tanto
citoplasmica como nuclear en los tumores vesi-
cales que recurrieron después de RTU seguida de
tratamiento profilactico con MMC fue significati-
vamente mayor que en los que no recurrieron. La
sobreexpresion de la metalotioneina predijo la
resistencia del tumor a la terapia intravesical con
MMC independientemente del grado tumoral®4.

* Disminucion de la expresion de la topoisome-
rasa II-3 (gen TOP2A): Esta enzima nuclear cata-
liza la ruptura y la nueva union de la doble héli-
ce del ADN imprescindibles para los procesos de
transcripcion, replicacion y reparaciéon del ADN.
La sensibilidad de las células a las drogas que
actuan inhibiendo la topoisomerasa II-a (antraci-
clinas) es mayor cuanto mas cantidad de enzima
exista en la célula. En lineas de tumor vesical
resistentes a ADR se ha observado entre otros
mecanismos de resistencia la disminucion de los
niveles de ARN mensajero (ARNm) correspondien-
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te a la topoisomerasa II3536, En un estudio se
tomaron muestras de los tumores antes de su
tratamiento con EPI intravesical y, en los casos
que recurrieron, después. Los niveles de ARNm
de la topoisomerasa II en los tumores resistentes
a la EPI (recurrentes) fueron significativamente
menores que antes del tratamiento’. Ademas de
su relacion con la quimiorresistencia se ha visto
que los niveles intranucleares de topoisomerasa
II-o detectados por inmunohistoquimia tienen un
valor prondstico independiente del grado y del
estadio tumoral. Niveles altos indican una mayor
probabilidad de recurrencia y una disminuciéon
de la supervivencia3®. En otro estudio la amplifi-
cacion y sobreexpresion del gen TOP2A, ademas
de asociarse a la amplificaciéon del oncogen HER-
2/NEU, se relacion6 con una menor superviven-
cia en tumores vesicales infiltrantes®.

® Sobreexpresion de la prolina-dirigida protein-
kinasa F: Se ha visto que su sobreexpresion
detectada por inmunohistoquimia se relaciona
con la quimiorresistencia, recurrencias y progre-
sion de los tumores vesicales. La supresion de su
sobreexpresion mediante un oligonucleétido anti-
sentido consigue potenciar la quimiosensibilidad
a varios agentes quimioterapicos?°.

® Sobreexpresion de la proteina FLICE inhibito-
ria (cFLIP): Su sobreexpresion confiere resistencia
a la apoptosis receptor-inducida en estudios in
vitro en tumores vesicales*©.

® Sobreexpresion del receptor del IGF-1: Su blo-
queo mediante un oligonucledtido antisentido
consiguié en una linea celular sensibilizarla a la
accion de la MMC, indicando que su sobreexpre-
sion es un mecanismo de resistencia celular!:42,

RESISTENCIA MULTICELULAR

Los mecanismos de resistencia “multicelular”
aparecen en los cultivos de agregados celulares tri-
dimensionales, y no en las mismas células cultiva-
das en monocapa o en una suspension de células
individuales*3-45, Muy explicito al respecto es un
estudio de Kugler et al*® en el que 6 lineas celula-
res fueron cultivadas como monocapa y como
esferoides celulares, y mas tarde expuestas a
varios agentes quimioterapicos durante 48 horas.
Para todos los farmacos testados se observé una
mayor resistencia en los esferoides en compara-
cion con las monocapas. En el caso de los tumo-
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res vesicales Erlichman et al*” compararon la sen-
sibilidad a la ADR en una linea de tumor vesical
cultivada como monocapa, como esferoides y
como xenoinjerto murino. Las células mas super-
ficiales de los esferoides mostraban la misma sen-
sibilidad que las monocapas, pero las mas inter-
nas eran mas resistentes. Lo mismo se observo in
vivo en los xenoinjertos.

Existen dos tipos de mecanismos implicados
en la resistencia multicelular, los dependientes
del contacto intercelular y los dependientes de la
estructura tridimensional. Los primeros estan
mediados por las moléculas de adhesion y se pre-
sentan en cultivos en monocapa y en cultivos tri-
dimensionales pero no en las suspensiones celu-
lares, mientras que los segundos s6lo se presen-
tan en los cultivos tridimensionales.

MECANISMOS DEPENDIENTES DEL

CONTACTO INTERCELULAR

¢ Interacciones célula-célula mediante cadheri-
nas y célula-estroma mediante integrinas: Estas
interacciones inducen la sobreexpresion del Bcl-
2, proteina antiapoptotica. Ya se ha hablado del
papel de las integrinas como transductores de
senales de supervivencia, y de la pérdida de la
adhesion como mecanismo extracelular activador
de muerte. Se ha visto que cuando las células
pierden estas interacciones se induce la apopto-
sis, fenomeno que describieron Frisch et al*® y
denominaron anoikis (en griego “sin casa”). En
los tejidos normales el fenémeno anoikis protege
de la diseminaciéon de células sueltas y de su
implantacion en localizaciones anémalas. En los
tumores solidos y los esferoides tumorales la
inhibicion de la apoptosis en las células que
estan en contacto con su microentorno es uno de
los mecanismos de la resistencia multicelular.
Este fenomeno queda demostrado en estudios en
los que la resistencia multicelular se revierte
mediante proteasas que producen la disrupciéon
de las uniones intercelulares. El mismo efecto
reversor de la resistencia multicelular ejercen los
anticuerpos monoclonales dirigidos contra las
moléculas de adhesion?3.

* Diferente expresion génica en los agregados
celulares: El contacto intercelular produce una
modulacién en la expresion de factores de creci-
miento, receptores celulares, proteinas regulado-
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ras del ciclo celular o enzimas nucleares implica-
das en la replicacion o reparacion del ADN*5. Por
ejemplo, la p27¥P! es un inhibidor de las kinasas
ciclin-dependientes que provoca la acumulacion
de células en las fases G, y G, del ciclo celular.
Las células cuando confluyen sobreexpresan este
inhibidor y se hacen mas resistentes a muchos
agentes quimioterapicos que encuentran menos
células susceptibles de su accion. Otro ejemplo
del que ya se ha hablado es la topoisomerasa II,
que se expresa en niveles muy bajos cuando las
células entran en contacto entre siy su indice de
proliferacion es bajo, mientras que aumenta
mucho en las células no confluyentes que crecen
y se dividen rapidamente. Por este motivo los qui-
mioterapicos inhibidores de la topoisomerasa II
encuentran mayor resistencia en los cultivos tri-
dimensionales o en las monocapas frente a los
cultivos de suspensiones celulares.

MECANISMOS DEPENDIENTES DE LA

ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL

* Permeabilidad de los agregados celulares a
los farmacos: Se sabe que la penetracion de las
drogas en el tejido tumoral puede ser limitada, tal
como demuestra un estudio con una linea de
tumor vesical cultivada en una matriz de colage-
no en el que se vio el enlentecimiento en la pene-
tracion de varias drogas radiomarcadas*®.
Dependiendo de lo lipofilicos que sean los farma-
cos o de su peso molecular la difusién en los esfe-
roides puede variar®®. Esto sugiere que in vivo
pueden quedar células alejadas de los vasos en
las que no se alcance una concentracion letal y
que, por tanto, la penetracién de los farmacos
puede ser una causa importante de resistencia a
la quimioterapia en tumores sé6lidos. La ADR se
ha visto que en esferoides celulares penetra sélo
en las capas mas superficiales y necesita concen-
traciones muy elevadas para llegar al centro de
los esferoides®!.

* Gradientes de oxigeno, nutrientes y prolifera-
cion: Existen otros mecanismos dependientes del
crecimiento tridimensional de las células en los
esferoides que provocan gradientes de oxigeno,
de nutrientes y de proliferaciéon asi como otras
caracteristicas similares a las de los tumores soli-
dos, que también son responsables de la mayor
resistencia en cultivos tridimensionales. Se sabe
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por ejemplo que la cantidad de células en dife-
rentes fases del ciclo celular varia segun la pro-
fundidad del esferoide, siendo las mas proliferati-
vas y mas sensibles las que se encuentran en la
superficie, mientras que en las zonas internas
estan las c€lulas quiescentes (G,) que son mas
resistentes®. Cuando la quimioterapia produce
la muerte de las células mas externas, las células
quiescentes mas internas pasan a la superficie
donde estan mejor oxigenadas y regresan al ciclo
celular reanudando la cinética de crecimiento
celular del tumor. Este fenémeno, implicado en la
resistencia multicelular, se conoce como regrowth
resistance (resistencia por repoblacion) y fue des-
crito por Durand et al®2. Se sabe también que la
hipoxia que existe en el centro de los esferoides
puede inducir la expresiéon de proteinas relacio-
nadas con la resistencia como la GST o la meta-
lotioneina®>.

Existe una interrelacion entre la resistencia
multicelular y la multirresistencia “clasica”
mediada por la glicoproteina P-170 (gen mdr-1).
En células cultivadas como esferoides la resis-
tencia mediada por el mdr-1 es mas marcada
que en las mismas células cultivadas como
monocapas y, a la inversa, la resistencia multi-
celular parece verse favorecida por la resistencia
“clasica”?3,

Algunos autores®-%6 encuentran in vitro altas
resistencias a las antraciclinas EPI y ADR en
comparacion con la MMC o la TIO. Probable-
mente se debe a que la EPI y la ADR se ven
mucho mas afectadas por la resistencia multice-
lular que la MMC o la TIO. Phillips et al®” llegan
a la conclusion de que la ADR y la EPI son menos
activas en cultivos celulares en fase de plateau
(como los cultivos tridimensionales) que en culti-
vos que se encuentran en fase de crecimiento
exponencial (suspensiones), la TIO es igualmen-
te citotéxica en ambas poblaciones celulares, y
la MMC es mas activa frente a las células en fase
de plateau. Para explicar este hecho, hay que
tener en cuenta que las antraciclinas ejercen su
accion principalmente mediante la inhibiciéon de
la topoisomerasa II. Ya se ha dicho que esta enzi-
ma pasa a expresarse en niveles muy bajos
cuando las células entran en contacto entre si,
se reduce el indice proliferativo y queda una
mayor fraccién de células a fase de reposo (G),
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mientras que aumenta mucho su expresion en
cultivos no confluyentes que tienen menor pro-
porciéon de células en reposo y mayor en division.
La MMC o la TIO son por el contrario agentes
alquilantes puros capaces de danar el ADN en la
misma medida en las c€lulas en G,y en las célu-
las en division.

Uno de los mecanismos por el que actian los
agentes intravesicales es el de la prevencion de la
implantacion de células tumorales durante la
RTU. En este caso la quimioterapia actia sobre
células sueltas y la resistencia multicelular revis-
te una menor importancia, siendo aqui igual de
efectivos todos los agentes. Sin embargo, los far-
macos intravesicales también pueden actuar
sobre tumores microscopicos coexistentes en el
momento de la RTU o sobre tumores resecados
de forma incompleta. En estos casos ya no se
trata de células sueltas sino de estructuras tridi-
mensionales donde si puede tener importancia la
resistencia multicelular y, por tanto, es posible
que la MMC o la TIO sean mas efectivas que la
ADR o la EPL

Pero trasladado a la clinica, ¢es realmente
mas efectiva la MMC?. Aunque clasicamente se
ha dicho que ninguno de los agentes farmacol6-
gicos utilizados en instilacién endovesical es
superior al resto, en muchos de los estudios los
resultados son mejores para la MMC aunque sin
alcanzarse la significacion estadistica?5%8-60,
Reciente, Huncharek et al®163 concluyen en sus
metaanalisis que probablemente la MMC es mas
activa que otras drogas utilizadas via intravesical
y que la ADR es menos efectiva que el resto. En
otro metaanalisis en el que se compara MMC con
BCG en tumores de riesgo intermedio y alto
Shelley et al®* no encuentran diferencias signifi-
cativas en cuanto a la progresion y la supervi-
vencia. Ningun otro agente quimioterapico intra-
vesical ha logrado estos resultados.

APLICACION PRACTICA

Veamos a continuacion algunos ejemplos de las
implicaciones que para el tratamiento puede te-
ner el conocimiento de las resistencias y sus me-
canismos.

La utilizacién de farmacos que revierten las
resistencias se denomina quimioterapia de mo-
dulacién. Consiste en la administracion de un
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farmaco no citotéxico para permitir la accion del
agente quimioterapico®®. En el caso de los tumo-
res vesicales superficiales el agente mas estudia-
do ha sido el verapamilo, un antagonista de los
canales de calcio que inhibe la funcién de la gli-
coproteina P-170. Ya se ha hecho menciéon a la
funcién de esta proteina como canal de membra-
na por el que se bombean al exterior las antraci-
clinas y otros quimioterapicos, haciendo a las
células resistentes a estos farmacos. Estudios in
vitro con lineas celulares de tumor vesical, han
puesto de manifiesto que en las células quimio-
sensibles la EPI se acumula sobre todo en el
nucleo celular y algo en el citoplasma, mientras
que en las resistentes los niveles globales de fluo-
rescencia son menores, y €l acamulo se produce
predominantemente en el citoplasma celular. El
verapamilo aplicado a las células resistentes blo-
quea la glicoproteina P-170, consiguiendo que el
patréon de distribuciéon de la EPI sea similar al de
las células sensibles®6:57 y potenciando su accién
citotoxica®8.

La glicoproteina P-170 también puede ser inhi-
bida por las hormonas esteroideas®?, la estramusti-
na”®y algunos isoprenoides’!-72, Existe ademas una
segunda generacion de inhibidores de la glicoprotei-
na P-170 como el biricodar (VX-710) o el valspodar
(PSC833) pero que han resultado bastante toxi-
cos”374, Otros moduladores de tercera generacion
con menor toxicidad como el tariquidar (XR9576),
zosuquidar (LY335979), laniquidar (R101933) y el
ONT-093 (OC-144-093) se estan ensayando actual-
mente en estudios fases Iy 117375,

Otra linea de investigacion abierta en los tumo-
res vesicales multirresistentes es la de la sensibili-
zacion de las células tumorales a la apoptosis
inducida por los linfocitos T y las células natural
killer. En lineas celulares y en cultivos primarios
de tumor vesical multirresistente se determiné la
citotoxicidad inducida por el anticuerpo monoclo-
nal anti-Fas, capaz al igual que el ligando Fas de
activar la apoptosis por la via del receptor de
muerte. Se vio que sé6lo se inducia la apoptosis
cuando se conseguia sobreexpresar el antigeno
Fas (receptor Fas) en la superficie de las células
mediante la administracion conjunta de ADR. Esta
sensibilizacion a la accién citotéxica de los linfoci-
tos por la via del receptor Fas se obtuvo con dosis
pequenias de ADR, sugiriendo la aplicacion in vivo
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de quimio e inmunoterapia combinada para el tra-
tamiento de tumores vesicales resistentes’®. En
otro estudio, los isotiocianatos también demostra-
ron ser capaces de sensibilizar las células de tu-
mor vesical a la apoptosis por la via del receptor de
muerte””,

Para revertir la resistencia multicelular depen-
diente de la penetracion de los farmacos en la
mucosa vesical se han desarrollado diversas técni-
cas. La administraciéon electromotriz multiplica
entre 4 y 7 veces su transporte a través de las
membranas biolégicas en comparacion con el
transporte pasivo y consigue aumentar significati-
vamente la eficacia de la quimioterapia intravesi-
cal”®79, La hipertermia local aplicada mediante un
dispositivo intrauretral emisor de microondas
también mejora la penetracion de las drogas y su
eficacia clinica®%8!. En tumores de alto grado y
CIS, la hipertermia ha mostrado eficacia no sélo en
la profilaxis de recurrencias y la progresion sino
también en la terapia ablativa®? y en el tratamien-
to de segunda linea tras fracasos de BCG®°,

Conocida la existencia de resistencias a agentes
individuales o de multirresistencias, y sabiendo
que estas son variables de unos tumores a otros
aunque tengan la misma histologia, algunos inves-
tigadores han desarrollado test de sensibilidad. Es
légico pensar que los resultados en términos de
disminucién de recurrencias o de retraso en su
aparicion pueden mejorar si la eleccion de la droga
se hace en base a un test de quimiosensibilidad. En
el caso de los tumores transicionales superficiales
existen diversos tests en la literatura para las dro-
gas utilizadas intravesicalmente®+83-86, Su limita-
cién mas importante es que estan basados en cul-
tivos primarios en monocapa o en suspension celu-
lar, por lo que sélo son capaces de reproducir in
vitro los mecanismos de resistencia unicelulares.
Nosotros estamos trabajando en un test de sensi-
bilidad basado en cultivos tridimensionales, capa-
ces de reproducir no solo las resistencias unicelu-
lares sino también las multicelulares®”.
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