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INTRODUCCION 

La resistencia a drogas es un fenómeno que se conoce desde hace varios años. 

siendo en el campo de la oncologia donde ha tomado mayor relevancia (1, 2). 

Uno de Jos diversos mecanismos descritos involucra a Ja expresión y a Ja 

actividad funcional aumentada de Ja 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 localización transmembranal y un peso molecular 

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

adrenal, barrera hematoencefálica, intestino, higado, epitelio tubular renai 

proximal, linfocitos y células hematopoyéticas pJuripotenciales CD34+ (10-17). 

Fisiológicamente la P-gp funciona como un transp.ortadÓr o·:>u~a :·.t;omba 

dependiente de energía de compuestos Jipofilicos, 

destoxificación de productos bacterianos, 1.á·<~xcn;ición•·. d~ . metabóiitos y el 

transporte . de drogas hidrofóbicas hacia.· el ·E;>~~ac;ib:. :~xtr,;~elular (3, 5, .18). El 

fenotipo de multiresistencia a drogas 1-.se»::éaracteriza···por Ja expulsión de Jos 

compuestos a través de la P-gp (5, .1 S, .2ói'>~n'·· 1a !Subsiguiente disminución de 

las concentraciones intracelulares de Jo~f~~~~c~s y un decremento en su efecto 

farmacológico; dentro de Jos fá~m~~:~·r·~,·~~;~n-ados con Ja P-gp se encuentran 

antibióticos y anti neoplásicos (alcaloi~es · ·de Ja vinca. y antraciclinas) y 

glucocorticoides (tabla 1) (21-23¡:· Por".otro lado, también se conocen agentes 

cori dependencia moderada o nula a la P-gp e incluso algunos son capaces de 

inhibir su función (tabla 2), estos últimos se conocen también como 
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quimiosensibilizadores y actúan por medio de inhibición competitiva al ocupar 

sitios de unión a las drogas del grupo MDR-1 (Figura 1) (24). 

La expresión del gen MDR-1 y Ja densidad de Ja proteína de membrana tanto en 

células normales como malignas se han estudiado por medio de Ja cuantificación 

del mRNA de la P-gp y con técnicas de inmunohistoquímica por medio de 

anticuerpos monoclonales y policlonales, métodos que tienen una baja 

sensibilidad y especificidad (25). Otra técnica usada es la medición de Ja 

extrusión de colorantes fluorescentes en células individuales Jo que permite 

evaluar la · actividad funcional de la P-gp e investigar Jos efectos de 

moduladores de esta actividad Jo cual se ha realizado 'en células 

hematopóyéticas normales y células leucémica,s ,(26~2,9) .. 

La autoinmunidad es un fenómeno en el cuajex~ste_§oca i[1f6~~-ac:_~Ón sobre el 

papel de la P-gp, dado que Ja mayoría de·•• ¡;.;·s e,:;fe¡rne;d_,;dei; 'autc>inmunes 
' . ·. ,, -~~"_:,~; ·:--- ;:··" ' ..... ·- --:;:;,.. ' -- . -.. - .··---· ,-

requieren del uso de medicamentos anli~inflá;,,ato~io's: 6"inrnl:inosupresores, un 
- - ,., .... ,- .. ··,.' -·' '.,1:,,.,, .. ,_ ·' 

aumento en Ja función de P-gp en las célula;' del s-i~tel"J1a i~munológico puede 

estar asociado a una terapéutica inefícaz:(24r:También sé iia"reportado que en 
_ ~ 3, ,:_ · - -- 'e, 

las enfermedades reumáticas el ,fenotip6,,MRD-1''¡:>l.JE;ci;; estar·ri;,Jacionado,con 

daño tisular (30, 31). En artritis rel.Jmatoicie.1a·f.::;;:,c:i6,:;,aurrientada de -- -_.:_/·_ 
P-gp se 

correlaciona con Ja respuesta al tr:..tamieníO': (32) y',, en pacientes con lupus 

eritematoso generalizado (LEG), 
:;- :_ :-:_. -.~ . -

al co~parar1;.;':;; -ean ·sujetos sanos, se les 

encontró con un mayor porcentaje de linfocitos con actividad funcional de P-gp 

(33). 
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La purpura trombocitopénica idiopática (PTI) fue descrita en 1951 por William 

Harrington al inducir trombocitopenia en voluntarios sanos tras la infusión de 

plasma de pacientes con PTI. La PTI es una enfermedad caracterizada por la 

presencia de anticuerpos autorreactivos dirigidos contra componentes 

plaquetarios (34) y posiblemente megacariocitos con la ·subsiguiente fagocitosis 

y destrucción de estas células, por lo que el una vez usado término "idiopático• 

fue propuesto a ser cambiado por el de "autoinmune" (35). El diagnóstico es 

primáriamente de exclusión dado que los estudios ciinicos actualmente en uso 

para la detección de anticuerpos asociados a las plaquetas no tienen ni la 

sensibilidad o la especificidad adecuadas para .su uso clínico de rutiná _36 

Clínicamente se presenta con trombocitopenia .(confirmada -por la revisión del 

frotis de sangre periférica) con un número normal .:c:J. ·.'aumentado - de 

megacariocitos en el análisis de la médula Ósea- :Y· a;:,se;,cia· de' espl~nomegalia 

significativa (37). La PTI se consider~ prim~ria cCa;,do I~ - .;,.~~~ ~e la 

desregulación inmune no es clara si bien ;.,;e;la ha tratado de ~~dci~;~C)ric:iertos 
factores predisponentes para los cuales -existe_ -evidencia sin _Ja ,C:-;;..;t'Dhc:Í;;;ncia 

necesaria tales como hipogamag'1o•b¿li[1~~ia, deficiencia~ en. lo~ ¿c:,-;'.r,;C)~;;;ntes 
·~,-;_-_. 

de las vías clásicas del compl-eme'r-.l.o (C4 y C2), ciertos haplotipÓs;del'HLA 

(B8DR3), anormalidades de. CD~¿.. polimorfismos del .c;~c~~to~_·d~ : Ff y 
~ .. - ' " ' ··,_: 

probablemente. c;:itr'as fallas. e.n los_ linfocitos "autoinmuries·~.:,_:asi é::omo; teorías 

sobre probables facto~es · ~tiolÓgicos :como la exposfción a,:,tigénica persistente, 
' . -: -··:·- .. - ' - ,· "'·::\.- :'" _;:~-.=:_:::: ,--··- '< .. __ ... "> _\ ,>:.: ·.· . 

selección de ciertos genes. d,e las. ca_denas, pesadas en la producción de los 

anticuerpos y ·anomalías en la presentaC:ión antigénica (38). Es secundaria 
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cuando se -asocia - con la presencia de alguna -enfermedad•- reuma to lógica, 

infecciones crónicas persistentes (virus de la inmunodeficiencia 'humana,· virus 

de la hepatitis e · y recientemente el Helicobacter . py/on)' - procesos 

linfoproliferati..i,;s, tumores sólidos, medicamentos y._ otr'ós:<i.::a 'i9vÓlución -clínica 

puede ser aguda.o crónica, siendo el limite de; 6 ~ema'~~~d~ra ~i~tlngÜ;;. una de 

otra. Habitualmente la aguda es predominante de, la °pobia~iórÍ- infantil y adultos 

jóvenes con una tendencia a la resolución'espontánea:o "autolimitada" mientras 

que en los adlJlt;,s '1a cronicidad .13s habit~al;/~'o,.; I~ necesidad de tratamiento 

para elevar I~ cuenta plaqu.;;tari~~ E"1\'r~,i~;-;;i~nto inicial estándar en pacientes 

con cifra de plaqüe;tas m.7r:iore:s a'.3o,Ooo yto signos ·clínicos de sangrado es la 

prednisona (1 mg /kgldí~)- L~·may~ría'éÍ~ 16s pacientes presentarán una o más 

recaídas que requ.erir~-n- d~-_ trat~miento tera.péutico adicional (esplenectomía y/o 

drogas inmuncisupresoras) (39,_ 40) . .- No se conoce la razón de la cronicidad de 

la enfermedad e inclusive se ha considerado ·al tratamiento como paliativo más 

que curativo (35) . 
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Planteamiento del problema 

Se desconoce Ja causa del comportamiento abigarrado de Ja PTJ por lo. que se 

han tratado de establecer diferentes teorías o mecanismos que expliquen el 

mismo. Dado que algunos de Jos medicamentos usados en el tratamiento de la 

PTI son modulados por la P-gp (corticoesteroides, ciclofosfamida y vincristina). 

la falla al tratamiento podría explicarse por un aumento en la función de la P-gp. 

Objetivos 

1. Estudiar la función de la P-gp en células mononucleares de sangre 

periférica de pacientes con PTI y sujetos sanos (controles). 

2. Determinar si existe correlación entre la función de la P-gp y la actividad 

de Ja enfermedad. 

Hipótesis 

5 

1. La población de pacientes con 'PTJ presenta un porcentaje mayor de 

linfocitos con expresión de la P-gp a dif~renci~-de la pobl~ción sana. 

2. Los pacientes. con · PTI refractaria tienen un porcentaje mayor de 

linfocitos con expresión de Ja P-gp al compararlos con Jos demás grupos 

de pacientes. 
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Pacientes y Métodos 

Sujetos. 

El estudio incluyó treinta pacientes diagnosticados con PTI de. acuerdo a la guias 

de tratamiento propuestas por la Sociedad. Americana de Hematologia (ASH, 

siglas en inglés) (39), 24 mujeres y seis hombres. Lospacientes. fueron divididos 

en cuatro grupos de acuerdo a su evolución clinica·a1·_momento del estudio. 

Respondedores. Aquellos pacientes que se encontraran en remisión· (primera 

o subsiguiente) ya sea sin tratamiento o en vías de disminución del mismo. A la 

mayoría se les realizó esplenectomia. •; ·;· 

Tratarniento dependientes. Aquellos pacientes que requirieran . a¡:g(in. iipo ·de 

tratamiento. inmuriosupresor (corticoesteroides y/u otro) con él fin d.e mantener 

una cifra de plaquetas adecuada. 

Refractarios. .Pacientes que hubieran recibido tratamiento ·de acuerdo a lo 

recomendado (39) sin mejoría en Ja cuenta plaquetaria. · 

Enferrnedad estable. Pacientes que se hubieran diagnosticado con la 

enfermedad y sin haber requerido tratamiento a lo largo de su evolución. 

Veinticinco voluntarios sanos se incluyeron como controles. 

Todos Jos sujetos fueron informados sobre los objetivos del estudio y dieron su 

consentimiento escrito. 
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Análisis de la función de la P-gllcoproteína por medio de citometría 

de flujo. 

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (CMSP) por gradiente 
.. 

de centrifugación en Hystopaque (Sigma Chemical Ce. St. Luis, MO) cie ·s mL de 

sangre total anticoagulada con EDTA. Después de 2 lavados, las ·células_ fueron 
' (.'. 

llevadas a una concentración de 1x106 células /mL en buffer. salino fosfato. 

Cuarenta µL conteniendo 400 µM de daunorrubicina (DNR).· (Sigma) -un 
.;.:-'.·:.:.:-:<' 

sustrato fluorescente de la P-gp- fue agregado a 2x1 0 6 
.. células·:· Las muestras 

fueron divididas en 2 alicuotas, una de ellas fue incubada':~'Clr.··~o',~inutos en 

hielo para la captación basal de DNR y la otra fue incuba'da,.a.i?,:'~:;n ~año de 

agua durante 30 minutos con el fin de permitir el flujo d.;;'"1~'.''[¡N'~.'Í..os •análisis 
. - . -- ·' - ·. :--t~ . .. < '.. . 

fueron realizados inmediatamente eri un citómetro eje. flujo FACSc'3!1 (Becton 

Dickinson, San Jase, CA) usando el so~ware cei1ciUe~f sofi'Ji.¿:.;L'i. 16~~1ización 
>!--~"-º.::"_.:,'; 

del grupo de linfocitos se definió.por:ventaneo eléctrÓnic6 de';!ácuerdo a las 
~ •· :l:::.' <'.>.: .:;::'.~~;· ·"·' '~--

caracte rí sti cas de dispersión frontaLy}aterai .. A.demé¿, para·¡;,;:;¡¡.,;'f;c:iiferericias en 

tamaño o granularidad entre 1a's.sut>pót:í1ábiones' linfo~itarias;·.un;';i-ventana más 

estrecha se definió en ~~~~~ 'J~ 1~' ~ri~e:{v:~~~~~. ;; L~",·~~~i~~=ión se• llevo a 

cabo a 488 nm. por' méétio-:de un Íaser ;.de iánes.~ d~· argó¡.,}y 1;a efl1isión fue 

detectada como. u~~ ~:~-al 1Zg:~ítník:a ,;~ 5;5; ~,,', .. L6~(~;,,~J1ta'ci~s· fueron 

expresados como el. por~~t.;,je'.cieHnf()citos efluyentesde DNR (células de baja 

fluorescencia). L_os valores.áormales se consideraron cuando el porcentaje de 

células efluyentes fue menor al 3% (Fig. 2). 
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Estadística 

Los datos fueron analizados usando la prueba "U" de Mann Whitney. Los valores 

de p menores de 0.01 se consideraron estadísticamente significativos. 

Resultados 
. . 

Las características individuales de los pacientes se muestran en la tabla 3. 

Trece pacientes se incluyeron en el gru~o d~r.;¡spon~edores allnatamíento, seis 

en los dependientes, nueve· en ··1os. refraé:iari.:,s·: Y'. dos. en. los· ·de 'enfermedad 
'/:" ,e,, 

estable. Los valores promedio d.el · porcerita}e' i::le.linfocitos'.'cón habilidad para 

exteriorizar la DNR se muestrari·én:I.;, .tabla ~.,No se:ericonirÓ'diferencia 

estadísticamente.significativá;entre)Ós cuatf~ fÍrup<:l~'~e J~~i~~tes:con PTI. Al 

comparar a todos lo~' p~~i~~¡~~: .com() ·~g¡:.:;¡:;~~;i::~ritr:::.16'~' ~~·~~~oles,.si hubo 

diferencia significativa (p < b.01i.": A/anaii~~r los grupos de acuerdo a la cuenta 

de plaquetas al momento é:Jéi.es~~di~~;~~*¿;s~~ó'V"ti~~~q de'~~~iucÍón de la 

PTI no se encontraron· difereMé::ias'''sigriificativás\ T~~p6co· j,¡jbo diferencia 
.,J_·-·· 

- ... _- .. __ ,._, - ·,,·- _ .. ,.,_,,..,. ___ -

significativa al comparar a 105'. 'pacientes entre . espÍeneCtomizados y no 

esplenectomizados, ind~pendien·~~~e~Í:~.,~:·1 .grupo d.e. tratamiento· en el que se 

encontraban. 
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Discusión 

La mayoría de los pacientes =n PTI presentan con el paso del tiempo recaída 

de la enfermedad siendo desconocida la causa de este comportamiento. Al 

fenómeno 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 evolución clínica o 

tipo de respuesta al tratamiento, los linfocitos de sangre periférica presentan un 

porcentaje más alto de expresión de la P-gp que la población sana. En otras 

enfermedades autoinmunes (32, 33) se ha encontrado así mismo una actividad 

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

enfermedad así como con la respuesta al tratamiento, inclusive existen reportes 

en los cuales el administrar un bloqueador de la proteir1~"3 . JV1_RC:~;.6:· 1a P-gp 

(verapamil a dÓsis bajas) se pudo disminuir e inclusive.~eÚrar,·~xit<'.i~amente el 

tratamiento inmunosupresor en pacientes con LEG (24). DesafÓrtunadamente en 
- '., '. •+ ,. -

PTI no se pudo encontrar una diferencia significativa e,:,tre:·¡;;'~::i:.:.;~t~cl grupos 

clinicos establecidos, si bien existió una tendencia hacia valo~es'.má·~raitos de la 
-,',;····--

expresión de la P-gp en los pacientes refractarios al tratam.Íent6' r.·o /~e· obtuvo· 
'..,\_.':'.,;'.: 

una diferencia estadísticamente significativa, seguramept~'_ínfl~uye;~1~;¡'tamaño 

de la muestra debido a que la incidencia de pacientes. C:ón•'pTI c-~ei~ii.C::tario~ es 

menor que el de los dependientes de tratamiento o aú,.:,··~:5~ '1~~ ·r~s~~n~edores. . . 
Otro aspecto a tomar en cuenta es la hipei-funcionalidac:(éie fa p-gp, en algunos 

pacientes puede relacionarse con una función destoxificadora de la proteína 

debido . a los largos periodos de tratamiento a los que se sometieron los 
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pacientes, sin embargo existen pacientes - en quienes se hubo suspendido 

cualquier tipo de tratamiento varios meses o inclusive años pero con niveles 

altos de la P-gp. Esto último nos puede hacer suponer que la multiresistencia a 

drogas es un proceso inherente a la enfermedad si bien todavía es temprano 

para establecer un papel determinante en la respuesta al tratamiento. Se sabe 

que posterior a la esplenectomía ·ra concentración sérica de anticuerpos 

antiplaquetarios disminuye (41, 42) por lo que se ha propuesto al bazo como el 

principal sitio de producción de los anticuerpos (35); en base a lo anterior 

resultaría interesante cuantificar. la actividad de la P-g~ en el tejido esplénico 

después de que se ha removido, de~é::onfirmarse un aumento en la proteína 

MRD podría pensarse_ en el bloquo f¡,;rmacológico de la actividad de la misma 

con fines de preservación del bazo y por consiguiente la disminución en el riesgo 
. ..·· .. ' "·'· 

de las complicaciones asociadas a.su_ausencia. 

Conclusión 

La multiresistencia .. a -~;ogas·_:;,;~-:~:m .. :fe,.;Ómeno<a:-tomar -~n •cuenta en la 

patogénesis de la PTI, uno de l~s·;~·..;~~()s -. resp6~s;,,~le~-~e I~ ~ete;ogeneidad 
--

clinica de los pacientes -- afe'C:tados->si - bie;..; es )1eC:Ei.sa~¡;, • profundizar el 
...... '' : . ~ '· 

conocimiento en este- campo:: pero abre la·posibilida-é:(de:realizar en el futuro 

ensayos clínicos fase 1 c~r/b1~(Ju~a.dore's de I~ f~~~iÓn de la P-gp (ciclosporina 

A) en pacientes refractar_iosy con un fenotipo MDR-1. 
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Tabla 1. Fármacos del grupo MDR-1. 

Anti neoplásicos 

Alcaloides de la vinca 
Antraciclinas 
Epipodofilotoxinas 
Metotrexate 
Ciclofosfamida 

Antibióticos 

Actinomicina D 

Colchicina 
Vinblastina 

Citotóxicos 

Otros 

Glucocorticoides 
Bromuro de etidio 
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Tabla 2. Quimlosenslbilizadores. 

Calcioantagonistas Antibióticos 

Verapamil Eritromicina 
Nifedipina Cefalosporinas 

Análogos de alcaloides Antidepresivos 
de vinca 

Vindolina Tioperidona 
Tialiblastina 

Hormonas lnmunosupresores 

Progesterona Ciclosporina A 
Acetato de Megestrol FK506 
Rapamicina 

12 

Antagonistas de 
calmodulina 

Trifluoperacina 
Procloroperacina 

Anti psicóticos 

Fenotiacinas 

Misceláneos 

Quinidina 
Reserpina 
Amiodarona 
Metadona 
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Tabla 3. Características de pacientes con PTI. 

Pacientes Sexo Edad Tratamiento al momento del estudio$ Pla~uetas Duración de la Estado clínico 
Jaños) Jx103/mm1

) § enfermedad '--,-- M 27 N111guno 443 2a Respondedor • 
2 H 34 D1s1mnución de PON 159 6 a Respondedor' 
3 H 47 Ninguno 247 5a Respondedor • 
4 M 66 D1s1mnuc1ón de PON y DNZ 114 3a Respondedor • 
5 M 19 PON, AlA 166 2m Respondedor • 
6 H 26 Ninguno 429 6m Respondedor 
7 M 17 Disminución de PON 239 5m Respondedor • 
6 M 33 01Sminución de PON. 143 6m Respondedor • 
9 H 52 D1sm1nución de DNZ. 266 2a Respondedor 
10 M 30 Ninguno 66 26 a Respondedor • 
11 M 19 PON y6MP 161 7m Respondedor • 
12 H 30 Ninguno 456 11 a y5m Respondedor ' 
13 M 62 Ninguno 119 6m Respondedor • 
14 M 36 Disminución de PON. 152 2a Respondedor 
15 M 45 PON 13 la Dependiente • 
16 M 19 PON y ONZ 206 3a Dependiente 
17 M 37 PON, DNZ y AlA 25 6a Dependiente • 
16 M 47 PON yVCR 104 2 a y 5m Oepend1enle' 
19 M 40 PON y6MP 103 6m Dependiente • 
20 M 33 PON, DNZ y 6MP. 6 la Relractario • 
21 M 56 PON, 6MP, CFM y DNZ 17 2 a y6m Relractano • 
22 M 63 PON, 6MP, VCR y Rhogam. 17 16 a Rclractano' 
23 M 55 PON, CyA, Al.A, DNZ, VCR e IVlg 7 2m Refractano • 
24 M 16 PON, Al.A, DNZ, CyA e IVlg 6 la Relractano • 
25 M 21 PON e IVlg 7 tm Refractario 
26 M 42 PON, Al.A, IVlg y Rhogam. 2 1 mo Refractario• 
27 H 73 PON, MTP y VCR 2 15d Refractario 
28 M 65 PON, MTP y DNZ. 5 1 a Refractario 
29 M 29 Errad1cation de H. pylori. 124 6m. Estable ~ 
30 M 73 N1nouno 102 6a v6m. Estable o 

$ PON,Prednisona, ONZ,Oanazol, AZA,Azat1oprina, VCR,V111cnslina, 6MP'6 meica~opurina, IVlg,lnmunoglobolina, CyA'C<losporina A y 
MTP,Melilprednisdolona Jg 

• Es~ene<:lomizado. 
§ Cuenta plaquelaria al momento de la medición de la P-gp. 



Tabla 4. Porcentaje de la P-gp. 

Grupos de pacientes 

Respondedores 
Tratamiento 
dependientes 
Refractarios 
Enfermedad estable 
Grupo PTI 
Sujetos control 

0 Promedio (oscilación). 
• p< 0.01. Comparado con sujetos control. 

14 

N 

13 
6 

9 
2 

30 
25 

Porcentaje de linfocitos 
DNR fluyentes. • 

8.62 (0.35-36) • 
7.21 (2.95-15.06). 

24.63 (1.98-60.20) • 
5.29 (2.38-8.20) • 

12.33 (0.35-60.20) -
0.7 (0.05-1.98) 
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Figura 1. 
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Figura 2. 

METO DOS 
30 pacientes PTI 1x10Gcéls/ mL PBS + 

25 controles sanos Daunorrubicina (4¡.iM/mL) 

a ~-~ CMN tE 
Sangre ~- ~ ~ 

periférica Hystopaque o 
30 

min 'O 
Daunorrubicina 

4
.C 37ºC 

Citometría.de flujo 

·.· 1 =~11~ 
Célul-;,. resistente ci1ula sensible_ 

(Baja fluorescencia) (Alta fluorescenc1e) 4°C 
Basal 

-· . 37ºC 
Fi'.;ncional 
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