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INTRODUCCION:

La resistencia a drogas es un fendmeno que se conoce desde hace varios afos,
siendo en el campo de la oncologia donde ha tomado mayor relevancia (1, 2).
Uno de los diversos mecanismos descritos involucra a la expresion y a la
actividad funcional aumentada de la molécula de membrana P-glicoproteina (P-
gp). la cual es codificada por el gen MDR-1 (multiresistencia a drogas, siglas en
ingles) (3-9). La P-gp tiene una localizacion transmembranal y un peso molecular

de 170 a 180 kD, se expresa en diversas células y tejidos tales como la corteza

adrenal, barrera hematoencefdlica, intestino, higado, epitelio tubulér rehai,

proximal,. linfocitos y célutas hematopoyéticas plunpotencrales CD34+ (10 17) :

Fisiolégicamente la ng funciona. como, un transportad'

dependlente de energna de compuestos llpoflllcos la- secrecnon hormonal la

destoxificacion ‘de productos bacterlanos,

transporte 'de drogas hidrofébicas  hacia

fenotipo de multiresistencia a drogasiiise caracteriza por la expulsnon,delos

compuestos a través de la P-gp (5 519 a ubs:guuente dlsmlnumon de

las concentraciones intracelulares’ de Ios farrnacos y un decremento en’'su efecto

farmacoldgico; dentro de los farm os ela onados, con la P-gp se encuentran

antibidticos y antineoplésicbs '(alcaloides "de‘ la vinca. y aniraciclinas) y

glucocorticoides (tabla 1) (21-23) Po iEo'Iédo también se conocen agentes

con dependencia moderada o nula ala P- gp e mcluso algunos son capaces de

inhibir - su ‘ funcién (tabla 2) estos ummos se = conocen también como
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quimiosensibilizadores 'y actian por medio de inhibicidn competitiva al ocupar
sitios de unidn a las drogas del grupo MDR-1 (Figura 1) (24).

La expresion del gen MDR-1 y la densidad de la proteina de membrana tanto en
células normales como malignas se han estudiado por medio de la cuantificacidn
del mMRNA de la P-gp y con técnicas de inmunohistoquimica por medio de
anticuerpos monoclonales y policlonales, métodos que tienen wuna  baja
sensibilidadr y especificidad (25). Otra técnica usada es la medicion de la
extrusion qe rcoloféntes fluorescentes en células individuales lo que. permite
evaluar" la aégividad funcional de la P-gp e investigar los ,,,'eféétoﬂs‘ de

moduladores de . esta actividad Io cual se . ha: realizado* ‘en - células

hematopoyetlcas normales y células leucemlcas (26 29)

N sobre et

en pacnentes con Iupus

eritematoso generallzado (LEG) al cornpar rlo‘~con su;etos sanos se les

encontrd con un mayor porcentaje de Ilnfoc:tos con actxwdad funcional de P-gp

(33).
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La.purpura trombocitopénica idiopatica (PT1).fue descrita en ‘1 951 rpor‘,WiIliam
Harringtdn al inducir trombocitopenia en volUntéribé sénoé trés la infusion de
plasma de pacientes con PTI. La PTl es una enfermedad caracterizada por la
preéencia de anticuerpos autorreactlvos . dlrlgldos " contra componentes
plaquetarios (34) y posiblemente megacarlocnos con Ia subssgulente fagocitosis
y destruccién de estas células, por lo que el una vez usado término “idiopatico”

fue propuesto a ser cambiado por el de autommune (35). El dlagnéstico es

pnmarnamente de exclusidn dado que Ios estud:os cllnlcos actualmente en uso

para-la deteccién de antlcuerpos asoc:ados a. las plaquetas no: tlenen n: la

sensibilidad o la especificidad adecuadas para su- uso clmnco de rutma 36,

Clinicamente se presenta con trombocnopema conf‘rmada po !

frotis de sangre periférica) con un nume

megacariocitos en el analisis de la medula osea y ausencia de’esplenomegalia

significativa (37). La PTI. se

(BaDR3), anormahdades d

ant:cuerpos y anomallas en Ia presentac«on 'antlgenlca (38). Es secundaria
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-con la-presencia- de alguna . enfermedad reumatologlca

mfeccnones CrOnlCaS perststentes (virus de la mmunodef‘cnencxa hum na v:rus

cuando se= asoct

de 4la‘ hepatms C Yy recientemente el Hellcobacter.pylon) procesos

rap utlco ad:cuonal (esplenectomla y/o

drogas lnmunosupresoras) (39 40) No se conoce la razon de Ia cronlcndad de-
la enfermedad e lncluswe se ha consu‘ierado al tratamlento como pallatlvo mas.

que curativo (35) -
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Planteamlento del problema

Se desconoce ;a causa del comportamiento abigarrado de la PTI por lo que se
han tratado de establecer diferentes teorias o mecanismos que explxquen el
mismo. Dado que algunaos de los medicamentos usados en el tré;émiién;d de la’

PT! son modulados por la P-gp (corticoesteroides, ciclofésfamidé y vini:ristfna), '

la falla al tratamiento podria explicarse por un aumento en la f'uncic'aﬁ de la P-gp.
Objetivos

1. Estudiar la funcidn de la P-gp en células mononucleares de sangre
periférica de pacfentes con PT! y sujetos. sanos (Contrdles) :
2. Determinar si existe correlacnon entre la. funcu:m de’ Ia P-gp y la:actividad

de la enfermedad

Hipotesis

1. La poblacxon de pac:entes con PTI presenta un porcentaje mayor de

hnfoc:tos con exp eren ia e Ia poblacxon sana.

2. Los pacnentes con PTI réfraétéria ; txenen un porcentaje mayor de
Imfoc:tos con expresuon de la P-gp al compararlos con los demas grupos

de pac:entes
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Pacientes y Métodos -
Sujetos.
El estudio incluyd treinta pactentes dnagnostlcados con PTI de acuerdo a la guias

de tratamiento propuestas por Ia Socuedad Amencana de Hematolog:a (ASH

siglas en inglés) (39), 24 muleres y sels hombres Los pacnentes fueron leldldOS

en cuatro grupos de acuerdo a su evolucnon cllmca al momento del estudlo. o

Respondedores.: Aquellos pacientes que se encontraran en 're'mi ,(prlmera

o subsngu:ente) ya sea sm tratamiento o en vias de d:smunucron del m:smo A a

mayoria se Ies reallzo esplenectom:a
Tratamlento depend/entes. Aquellos pacientes que requlrlera

tratamlento mmunosupresor (corticoesteroides y/u otro) con el t”n de: mantener

una cnfra de plaquetas adecuada.

Refractanos. F’acnentes que hubieran recibido tratamsento de acuerdo a lo

recomendadov(39) sln mejorla en la cuenta plaquetarla

Enfermedad estable. ~ Pacientes que. se hubleran dlagnostlcado ‘con la
enfermedad Y. sm haber requer»do tratamiento a Io largo de su evolucxon
Veinticinco voluntanos sanos se |ncluyeron como controles :

Todos los su;etos fueron lnformados sobre Ios ObjethOS del estudio y dieron su

consentimiento escr:to
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Analisis - de. la func:on de fa: P-glicoprotema por medno de c:tometrla -
de flu_jo
Se alslaron celulas mononucleares de sangre perlferlca (CMSP) por gradlente

de centrlfugacnon en Hystopaque (Sigma Chemical Co. St. Luns MO) de ‘5 mL. de

sangre total antlcoagulada con EDTA. Después de 2 lavados las celula 3 fueron

llevadas a una concentracion de 1x10° células /mL en . buffer' salmo ,fosfato.

fluorescencxa) Los valores normales se cons:deraron cuando el porcentaje de

celulas eﬂuyentes fue menor al 3% (an 2)




Estadistica
Los datos fueron anahzados usando la prueba “U” de Mann Whutney Los valores

de p menores de 0 01 se cons:deraron estadlstlcameme sngn:ﬁcatlvos

Resultados’

Las caracteristicas md:v:duales de 'Iar tabla 3.

la DNR 'Se" muestra

exteriorizar

comparar. a todos Ios p

PTI no se encontraron dlfer

significativa al comparar a o

esplenectomizados, mdependuente ente’del grupo de t@'atamien'to'ﬂen el que se

encontraban.
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Discusidén
La mayoria de los pacientes con PTI presentan con el paso del tiempo recaida
de la enfermedad siendo desconocida la causa de este comportamiento. Al
fendmeno de multiresistencia a drogas no se le ha dado relevancia fuera del
estudio de las neoplasias, pero es un proceso latente en los tejidos y células
normales del cuerpo. En pacientes con PTI sin importar su evolucién clinica ©
tipo de respuesta al tratamiento, los linfocitos de sangre periférica presentan un
porcentaje mas alto de expresion de la P-gp que la poblacidon sana. En otras
enfermedades autoinmunes (32, 33) se ha encontrado asi mismo una actividad

aumentada de la P-gp la cual se pudo’ correlacionar con la actividad de la

enfermedad asi como con la respuesta al tratamiento inclusive existen _reportes

una diferenciaVesr,tadisrticamente significativa, ségur sment

> shgndedores.

Otro aspecto a. tomar en cuenta es la hlperfunclonallda ;de. la P-gp, en algunos

pacnentes puede relacnonarse con una funcnon destox:ﬁcadora de la proteina

debldo ‘a Ios largos perlodos de tratam:ento a Ios que se sometieron |os
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pacientes, --sin -embargo - existen  pacientes-en-quienes- se:-hubo: suspendido
cualquier tipb de tratamiento varios mesés o inclusive "afos péro con niveles
altos de la P-gp; Esto ultimo nos puede hacer suponer que la multiresistencia a
drogas es un proceso inherente a la enfermedad: si bien todavia es temprané
para establecer un papel dete(rhinante'en la respuesta al tratamiento. Se sabe
que posterior a la esplenectomia’ la éohéentracién sérica de anticuerpos
antiplaquetarios disminuye (41 42) por lo que se ha propuesto al bazo como el

principal sitio de produccnon de los anncuerpos (35),. en base a lo antenor

resultaria interesante cuantlf'car Ia aCtIVIdad de la P-gp en el tejldo esplenlco

después de que se ha removndo de conﬁrmarse un aumento en. Ia protema

MRD podria pensarse en el bloquo farmacologtco de la acuvndad de la misma

con fines de preservacxon del bazo

de las comphcac:ones asoc:adas a su ausencna

v po consgunente Ia dlsmmuc:on en el riesgo

Conclus:on

conocimiento en este-camp

ensayos clinicos fase | con bloqueadores de’ func:on de la P-gp (ciclosporina

A) en pacientes refr'a‘ctaéri'os’y‘éiéhﬁn fenofipb MDR—1 .
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Tabla 1. Farmacos del grupo MDR-1.

Antineoplasicos
Alcaloides de la vinca
Antraciclinas
Epipodofilotoxinas
Metotrexate
Ciclofosfamida
Antibiéticos
Actinomicina D
Citotoxicos
Colchicina
Vinblastina
Otros

Glucocorticoides
Bromuro de etidio

11




Tabla 2. Quimiosensibilizadores.

Calcioantagonistas

Verapamil
Nifedipina

Antibidticos

Eritromicina
Cefalosporinas

Antagonistas de
calmodulina

Trifluoperacina
Procloroperacina

Analogos de alcaloides
de vinca

Vindolina
Tialiblastina

Antidepresivos

Tioperidona

Antipsicoticos

Fenotiacinas

Hormonas

Progesterona
Acetato de Megestrol
Rapamicina

inmunosupresores

Ciclosporina A
FK 506

Miscelaneos

Quinidina
Reserpina
Amiodarona
Metadona

12
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Tabla 3. Caracteristicas de pacientes con PTI.

V4

1

il ¢
NOD SISAL

Y

d0 .

NES]

Pacientes | Sexo [ Edad | Tratamiento al momento del estudio $ Plaquetas Duraciéndela { Estado clinico
(afos) (x10%mm’}§ | enfermedad

1 M 27 | Ninguno 443 2a Respondedor *
2 H 34 | Disminucion de PDN 159 6a Respondedor*
3 H 47 | Ninguno 147 5a Respondedor *
4 M 66 | Disminucion de PON y DNZ 114 Ja Respondedor *
5 M 19 | PDN, AZA 166 2m Respondedor *
6 H 26 | Ninguno 429 6m Respondedor
7 M 17 | Disminucion de PDN 239 Sm Respondedor *
8 M 33 [ Disminucién de PON. JEX) 6m Respondedor *
9 H 52 | Disminucion de DNZ. 286 22 Respondedor
10 M 30 | Ninguno, 86 8a Respondedor *
" M 19 | PDNy6GMP. 161 m Respondedor *
12 H 30 | Ninguno 456 Naydm Respondedor *
13 M 62 | Ninguno 119 &m Respondedor *
14 M 36 | Disminucién de PON. 152 2a Respondedor
15 M 45 |PDN 13 1a Dependiente *
16 M 19 |PDNyDNZ 206 Ja Dependiente
17 M 37 |PDN,DNZyAZA 25 8a Dependiente *
18 M 47 |PONyVCR 104 2ay5m Dependiente*
19 M 40 [PONy6MP 103 6m Dependiente *
2 M 33 |PDN, DNZ y 6MP. 6 1a Refractario *
2 M 58 | PON, 6MP, CFMy DNZ w 2ay8m Relractario *
2 M 63 | PON, 6MP, VCR y Rhogam. 17 16a Relraclano*
2 M 55 IPDN, CyA AZA DNZ,VCR e IVg 7 2m Refractaro *
24 M 18 | PDN, AZA, DNZ, CyA e [Vig 8 fa Refractario *
25 M 21 |PDNelvig 7 m Refractatio
8 M 42 |PDN, AZA, Wigy Rhogam. 2 1mo Refractario *
27 H 73 |PDN, MTPy VCR. 2 154 Relractario
28 M 65 |PDN, MTPyDNZ 5 1a Refractario
2 M 28 {Ewadication de H. pylon. 124 6m. Estable ¥
30 M 73| Ninguno 102 6a ybm Eslable

$ PON=Prednisona, DNZ=Danaze), AZA=Azatioprina, VCR=Vi

MTP=Melitprednisdolona 3g.
¢+ Esplenectomizado.
§  Cuenla plaguetaria al momenlo de la medicidn de la P-gp.

6MP=6 mercaplo

CyA=Ciclosporina A y




Tabla 4. Porcentaje de la P-gp.

Grupos de pacientes

Respondedores
Tratamiento
dependientes
Refractarios
Enfermedad estable
Grupo PTI

Sujetos control

° Promedio (oscilacion).
< p< 0.01. Comparado con

14

sujetos control.

Porcentaje de linfocitos
DNR fluyentes. °

8.62 (0.35-36) -
7.21 (2.95-15.08) *

63 (1.98-60.20) *
.29 (2.38-8.20) -
33 (0.35-60.20) -
0.7 (0.05-1.98)
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Figura 1.--
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Figura 2.

30 pacientes PTI METODOS

25 controles sanos 1x10% céls/ mL PBS +

Daunorrubicina (4uM/mL)
Sangre
periférica / \

stopaque
Hy paq @ 30 min @
Daunorrubicina )

e . acc .37°C

{1
-

Citometria de flujo

.
.
Célula resistente

Baja fluorescencia) (Alta fluorescencie A°C
(B2 ) (Ara ) Basal - - Funcional

. =z

* .
Celula sensible
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