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. Marco teodrico

. 1 El fendmeno de resistencia a multiples drogas

En 1992 se introdujo el término de transportadores ABC, la designacién ABC se basaba en la altamente

conservada ATP-binding-cassette, que es la caracteristica mas distintiva de la superfamilia (Higgins,

1992). En las ultimas décadas, se ha demostrado que los transportadores ABC juegan un importante rol

e

n la resistencia a quimioterapéuticos, antiinflamatorios y antivirales. Se ha reconocido que los miembros

de las familias ABCB, -C y —G mantienen la multidrogorresistencia (MDR) por medio del transporte activo

de compuestos estructuralmente no relacionados a través de las membranas (Borst & Oude Elferink,

2

002). En la Tabla 1 se enlistan los diferentes transportadores ABC descritos y sus sustratos

farmacoldgicos (Van de Ven, y otros, 2009).

Tabla 1. Sustratos farmacolégicos de los transportadores ABC

Transportador ABC Sustratos farmacolégicos

P-gp (ABCB1) Doxorrubucina, daunorrubicina, vinblastina, docetaxel, irinotecan,




topotecan, paclitaxel, cloroquina, glucocorticoides

MRP1 (ABCC1) Metotrexate, doxorrubicina, daunorrubicina, vincristina, etopésido,
cloroquina
MRP2 (ABCC?2) Metotrexate, vinblastina, vincristina, etopésido, doxorrubicina,

cisplatino, epirrubicina, taxanos

MRP3 (ABCC3) Metotrexate, etoposido, vincristina

MRP4 (ABCC4) Metotrexate, mercaptopurina, tioguanina, campotequinas,

azidotimidina, azatioprina, topotecan

ISARMRPS5 (ABCC5) Metotrexate, fluoracilo, mercaptopurina, tioguanina, azatioprina

MRP6 (ABCC6) Antraciclinas, etopdsido

MRP7 (ABCC10) Docetaxel, paclitaxel, vincristina, vinblastina, analogos de nucleésido y
epitilona B

MRP8 (ABCC11) Metotrexate, 5-FAUMP, PMEA, ddC

MRP9 (ABCC12) Desconocido

BCRP (ABCGZ2) Metotrexate, sulfazalazina, = metotrexate-glu2,  metotrexate-glu3,

mitoxantrona, topotecan, camptotecina, doxorrubicina, irinotecan,
inhibidores de tirosin cinasa, diclofenaco

Modificado de Van de Ven y cols

El primer trasportador descrito fue la glicoproteina-P (P-gp), la cual estd codificada por el gen de MDR
(mdrl) (Ueda, y otros, 1986). La P-gp es una glicocoproteina transmembrana de 170-kDa que se
encuentra en varios tipos de células malignas y tejidos normales como endotelios capilares de barrera
(barrera hematoencefalica, testiculos y dermis papilar), epitelio tubular renal, intestino, glandulas
adrenales, células NK, células dendriticas presentadoras de antigenos y linfocitos T y B (Fojo, Ueda,
Slamon, Poplack, Gottesman, & Pastan, 1987) (Cordon-Cardo, y otros, 1989) (Cordon-Cardo, O’Brien,
Boccia, Casals, Bertino, & Melamed, 1990) (Klimecki, Futscher, Grogan, & Dalton, 1994) (Randolph, y
otros, 1998). En un estudio en queratinocitos humanos no se encontrd expresion constitutiva de P-gp,
pero se documentd expresion de P-gp tras estimulacion con dexametasona in vitro (Baron, y otros,
2001); en otro estudio se encontrdé una baja expresion de P-gp en piel de forma constitutiva (Osman-
Ponchet, y otros, 2014). En modelos murinos, se ha descrito que la P-gp esta implicada en la absorcién

transdérmica de esteroides tépicos (Ito, y otros, 2008) (Hashimoto, y otros, 2017).

La P-gp tiene como funcion la detoxificacion y excrecién de metabolitos celulares como mecanismo de
proteccion celular. La bomba tiene mudltiples sustratos con diferentes estructuras quimicas o dianas
terapéuticas (Tabla 2), la mayoria de estos compuestos son liposolubles (Higgins, 1992) (Gottesman &
Pastan, 1993).




Tabla 2. Sustratos de la P-gp

Grupo Sustrato
Alcaloides de la vinca Vinblastina
Vincristina

Antraciclinas

Doxorrubicina

Daunorrubicina

Taxanos Paclitaxel
Docetaxel

Epipodofilotoxinas Etopdsido
Tenipésido

Esteroides™* Aldosterona

Dexametasona (glucocorticoide sintético)
Prednisona
Metilprednisolona

Hidrocortisona

Cortisol
Corticosterona
Inhibidores de proteasa de HIV Indinavir
Saquinavir
Nelfinavir
Ritonavir
Analgésicos Morfina
Glucosidos cardiacos Digoxina
Antihelminticos Ivermectina
Detergentes Triton X-100

Etoxilato de nonilfenol

Colorantes fluorescentes

Rodamina 123
Tetrametilrodamina
Hoechst 33342
LDS-751

Calceina acetoximetill éster

Péptidos lineales/ciclicos

ALLN
NAc-LLY-amida
Leupeptina

Pepstatina A

lonéforos

Gramicidina D

Nonactina




Beauvericina

Agentes citotoxicos Colchicina
Actinomicina D

Mitoxantrona

Antibiéticos Eritromicina
Actinomicina D
Tetraciclina
Rifampicina
Levofloxacino

Miscelaneos Loperamida
Cimetidina
Sales de oro
Metotrexate
Imatinib
Ranitidina

Ondansetron

Modificado de Garcia-Carrasco y cols. (Garcia-Carrasco, Mendoza-Pinto, Macias Diaz, & Vera-
Recabarren, 2015)
! (Ueda, y otros, 1986), 2 (Van Kalken, y otros, 1993)

El fenotipo de MDR conlleva a una sensibilidad disminuida a varios agentes, como antraciclicos y
glucocorticoides (Ford, 1995). Este fendmeno es consecuencia de la eflujo celular de medicamentos por
la P-gp, lo cual disminuye las concentraciones intracelulares de los medicamentos y su accion
terapéutica (Horio, Gottesman, & Pastan, 1988) (Picchianti-Diamanti, Rosado, Scarsella, Lagana, &
D’Amelio, 2014) (Gao, y otros, 2018).

Ademas, la P-gp esta involucrada en el transporte de citocinas, particularmente IL-1B, IL-2, IL-4 e
interferon y (Drach, y otros, 1996) y tiene funciones criticas en linfocitos CD4+ y CD8+, presentacion de
antigenos y funcién de células NK, por lo que tiene un rol critico en la modulacién inmune (Johnstone,
Ruefli, & Smyth, 2000).

En algunos estudios se ha observado un efecto diferente tras exposicion a corto y largo plazo de
mediadores inflamatorios en la actividad de P-gp, inicialmente se deprime su actividad (Hartz, Bauer,
Fricker, & Miller, 2006), pero a largo plazo la exposicion a mediadores inflamatorios regula a la alta la

expresion y actividad de la P-gp (Bauer, Hartz, Fricker, & Miller, 2007) (Liu, y otros, 2015).

La resistencia adquirida a drogas es un fendbmeno principalmente estudiado en céncer, aunque se ha

observado este fenémeno en enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide (Llorente, y otros,




2000) (Pascual-Ramos, y otros, 2016), enfermedad de Crohn (Farrell, y otros, 2000), lupus eritematoso
generalizado (Diaz-Borjén, Richaud-Patin, Alvarado de la Barrera, Jakez-Ocampo, Ruiz-Arglelles, &
Llorente, 2000), purpura trombocitopénica autoinmune (Ruiz-Soto, Richaud-Patin, Lépez-Karpovitch, &
Llorente, 2003) y miastenia gravis (Richaud-Patin, Vega-Boada, Vidaller, & Llorente, 2004). En todos los
estudios anteriores se encontré que la actividad de la P-gp era mayor en pacientes con enfermedades
autoinmunes en comparacion con los controles; asi mismo, también se observaba mayor actividad en
pacientes activos o refractarios en comparacion con los inactivos. En menor proporcién, se ha llegado a
documentar actividad incrementada de la P-gp en pacientes con miastenia gravis sin uso de prednisona
(Richaud-Patin, Vega-Boada, Vidaller, & Llorente, 2004).

Existen varios compuestos que pueden servir como quimiosensibilizantes y revertir el fenotipo de MDR al
competir por el sistema de transporte responsable de la resistencia. Estos quimiosensibilizantes
comparten las propiedades de solubilidad de los agentes asociados a resistencia. Los mas estudiados
son el verapamil y la ciclosporina A, aunque se han descrito multiples agentes (Tabla 3) (Gottesman &
Pastan, 1993).

Tabla 3. Agentes que revierten el fenotipo de MDR

Grupo Ejemplos

Calcio antagonistas Verapamil, nifedipino, dihidropiridinas, azidopina
Antiarritmicos Quinidina amiodarona
Antihipertensivos Reserpina

Antibidticos Cefalosporinas hidrofébicas
Antihistaminicos Terfenadina

Inmunosupresores Ciclosporina A, tacrolimus, rapamicina
Hormonas esteroideas Progesterona

Esteroides modificados Tirilazad, tamoxifeno

Cationes lipofilicos Tetrafenilfosfonio

Diterpénos Forskolina

Detergentes Tween-80

Antidepresivos Tioperidona

Antipsicoticos Fenotiazina

Modificado de Gottesman y cols (Gottesman & Pastan, 1993)

Existen varios métodos de medicion de la P-gp, aunque los métodos funcionales suelen ser los
preferidos debido a que simulan el problema clinico real i.e., la eflujo de farmacos. Se pueden emplear
sustratos fluorescentes como rodamina 123, doxorrubicina, daunorrubicina y Hoechst 33342, todos con
resultados comparables (Ludescher, y otros, 1992) (Kappelmayer, Karaszi, Telek, & Jakab, 2002). Con

dicha técnica, es posible medir la capacidad individual de cada célula para expulsar medicamentos
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sustratos de los transportadores ABC, por lo que porcentajes tan bajos como un 3% de células
expulsoras pudieran ser responsables de condicionar un estado de resistencia a los medicamentos
relacionados con tales transportadores (Kappelmayer, Karaszi, Telek, & Jakab, 2002).

Por otro lado, la deteccion de P-gp en la superficie celular o la expresion génica (mRNA) no reflejan
necesariamente la actividad funcional del transportador debido a la presencia de modificaciones
postraduccionales (McClean & Hill, 1993). La P-gp se glucosila para alcanzar su estado de maduracion y
el estatus de fosforilacién puede jugar un papel clave en fenotipos de resistencia a farmacos (Callaghan,
Luk, & Bebawy, 2014) (Yano, Tomono, & Ogihara, 2018).

Sélo se ha realizado un estudio de la actividad de la P-gp en pacientes con pénfigo y poca respuesta al
tratamiento con corticosteroides, en él se valoraron 20 pacientes (8 malos respondedores y 12
respondedores a tratamiento con corticosteroides (CS). Se determiné actividad de la P-gp por medio de
porcentaje de eflujo de rodamina 123, marcaje con anticuerpos monoclonales y niveles de mRNA. Se
encontraron niveles similares de la P-gp en ambos grupos y en controles sanos; no se observo
correlacion entre la actividad de la P-gp y la dosis de CS (De la Fuente, y otros, 2002). Cabe mencionar
gue en dicho estudio se utiliz6 diferente metodologia para la medicién de la actividad de la P-gp. De
todos los transportadores ABC descritos que pudiesen ser aplicables a pénfigo, la P-gp es la Unica que
en la actualidad puede medirse con estudios funcionales y que tiene como sustrato la primera linea de

tratamiento, los corticosteroides.

3.2 Generalidades de enfermedades ampollosas autoinmunes

Las enfermedades ampollosas autoinmunes (EAA) son un grupo de enfermedades adquiridas
caracterizadas por produccion de autoanticuerpos contra diferentes antigenos de las proteinas de unién
en la epidermis (e.g. pénfigo) o la unién dermoepidérmica (e.g. penfigoide ampolloso) resultando en
formacién de ampollas intraepidérmicas o subepidérmicas, respectivamente. Pueden poner en riesgo la
vida. El pénfigo y el penfigoide ampolloso son las méas comunes. En el INCMNSZ, en los ultimos 6 afios,
se han diagnosticado y confirmado por biopsia 34 casos de pénfigo; mientras que en el HGDMGG, en

los ultimos 5 afos, se han diagnosticado 48 casos de pénfigo (datos no publicados del 2016).

3.2.1 Pénfigo

Se trata de un grupo de enfermedades ampollosas de la piel y mucosas caracterizada por acantolisis
(pérdida de las adhesiones intercelulares) con formacion de ampollas flacidas y erosiones. Existen 3
formas principales: pénfigo vulgar, folidceo y paraneoplasico, siendo la primera la forma més comun. Los

antigenos principales son las desmogleinas 1 y 3 (Bolognia, Jorizzo, & Schaffer, 2012).

Es una enfermedad rara con distribucién mundial. Aunque hay informacion limitada con relacion a la
incidencia, esta varia entre 0.1 y 0.5 por 100 000 personas al afio, aunque se han reportado mayores
nimeros en algunas poblaciones (Kneisel & Hertl, 2011)"". En México no existen estudios que valoren su
incidencia. Suele iniciar entre los 40-60 afios y afecta hombres y mujeres por igual. En México, el pénfigo

vulgar es la enfermedad ampollosa mas comun, en una serie de casos del Hospital General Manuel Gea
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Gonzélez representaba el 61.13% de los casos de enfermedades ampollosas (Tirado-Sanchez, Ponce-
Olivera, Montes de Oca-Sanchez, & Leon-Dorantes, 2006) (Solis-Arias, Rodriguez-Gutiérrez, Rodriguez-

Carredn, Vega-Memije, & Dominguez-Soto, 2013).
Segun las dltimas guias (Murrell, y otros, 2018), el diagndstico de pénfigo se basa en:

e Presentacion clinica

e Histopatologia

e Inmunofuorescencia directa de piel perilesional

e Deteccién seroldgica de anticuerpos séricos contra la superficie celular epitelial determinado por

inmunofluorescencia indirecta y/o ELISA

El diagndstico requiere la presentacion clinica e histologia compatibles con pénfigo e
inmunofuorescencia directa o deteccion serolégica de autoanticuerpos contra la superficie celular
epitelial (anti-desmogleinas 1 y 3). La deteccidén de anticuerpos circulantes no es esencial para el
diagnostico, aunque puede ser importante para el monitoreo del curso de la enfermedad (Schmidt, y
otros, 2015).

La primera linea de tratamiento son los corticosteroides sistémicos con dosis iniciales de 1-1.5 mg/kg/d
de prednisona via oral y se pueden agregar adyuvantes como azatioprina y mofetil micofenolato (Hertl &
Geller, Initial management of pemphigus vulgaris and pemphigus foliaceus, 2016). La mayoria de los
pacientes comienzan a tener mejoria en la primera semana, aunque hay casos que no responden
adecuadamente. Se considera pénfigo refractario cuando hay respuesta inadecuada al uso apropiado de
los agentes anteriormente mencionados. Un consenso realizado en 2008 defini6 como falla al
tratamiento como: desarrollo continuo de lesiones, extensidn continua de lesiones antiguas o falla para
iniciar curacion de lesiones después de 3 semanas de tratamiento con prednisona a dosis de 1.5 mg/kg/d
con o sin uso de ciclofosfamida, azatioprina, metotrexate o0 mofetil micofenolato por 12 semanas (Murrel,
y otros, 2008). Las opciones terapéuticas en caso de enfermedad refractaria incluyen ciclofosfamida,
rituximab, inmunoglobulina intravenosa, inmunoabsorcion y plasmaféresis; la mayoria de los tratamientos

anteriores tienen costos elevados (Hertl & Eming, Uptodate, 2017).

Se han descrito tres fases de tratamiento: a) en la fase 1 (control) se alcanza control de la actividad
aguda de la enfermedad con el uso de glucocorticoides; b) en la fase 2 (consolidacion), el tipo de
medicamento y dosis se mantienen constantes hasta que aproximadamente 80% de las lesiones han
sanado; y c) en la fase 3 (mantenimiento) la dosis de glucocorticoides se disminuye gradualmente

(Brystryn, Adjuvant therapy of pemphigus, 1984).

Las definiciones de los parametros para desenlace de la enfermedad son (Murrel, y otros, 2008):



a) Control de la actividad de la enfermedad: tiempo en el que dejan de haber nuevas lesiones y las
establecidas comienzan a sanar.

b) Finalizacion de la fase de consolidacién: Tiempo en el que ya no hay nuevas lesiones por al
menos dos semanas, aproximadamente 80% de las lesiones han sanado, es cuando la mayoria
de los clinicos empiezan la dosis reduccion.

c) Remisién completa con tratamiento: ausencia de lesiones nuevas o establecidas en pacientes
recibiendo tratamiento minimo

d) Remision completa sin tratamiento: ausencia de lesiones nuevas o establecidas en pacientes sin
tratamiento sistémico por al menos dos meses.

e) Recaida/reactivacion: aparicion de =3 nuevas lesiones al mes que no sanan espontaneamente
en una semana, o extension de las lesiones ya establecidas en un paciente que habia alcanzado
control.

f) Tratamiento minimo: prednisona <10 mg/d (o equivalente) y/o tratamiento adyuvante minimo por

al menos dos meses

Comunmente, la fase 3 de tratamiento (mantenimiento) es prolongada, lo que lleva a sustanciales dosis
acumuladas de glucocorticoides y morbilidad. Aunque estos regimenes tienen éxito en controlar la
enfermedad, un grupo significativo de pacientes se vuelve dependiente a los glucocorticoides, lo que
condiciona varias complicaciones (Heaphy, Albrecht, & Werth, 2005). Durante la fase de dosis reduccion
de corticosteroides, aproximadamente la mitad de los pacientes tendra una recaida (Almugairen, y otros,
2013). La mayoria de los reportes describen cursos de medicamentos de larga duracién, entre 5y 10
afios (Cholera & Chainani-Wu, 2016), llegando a descontinuar el tratamiento en 75% de los casos
(Herbst & Brystryn, 2000).

La mortalidad de la enfermedad es aproximadamente del 6% a pesar del tratamiento y esta
principalmente relacionada a efectos adversos farmacolégicos (Brystryn, Adjuvant therapy of pemphigus,

1984) (Brystryn & Steinman, The adjuvant therapy of pemphigus—an update, 1996).

4. Planteamiento del problema
El pénfigo puede poner en riesgo la vida y pueden asociarse a una importante comorbilidad, el uso
cronico de corticosteroides y otros inmunosupresores representan otro factor de riesgo para

complicaciones.

Aungue no se conoce bien el porcentaje de pacientes que no responden, el niUmero de pacientes que
son dependientes al tratamiento con esteroides a diferentes dosis es alto. Hasta ahora no estan claros

los mecanismos implicados en la variabilidad entre la respuesta de un paciente a otro.

La actividad del transportador ABCB1 (P-gp) mediante la eflujo de los medicamentos utilizados de forma

convencional para el tratamiento del pénfigo pudiera ocasionar parte de ésta resistencia o dependencia.
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Sin embargo, no hay estudios en la actualidad que hayan determinado si los pacientes con pénfigo
tengan una mayor actividad de estos transportadores asociada a resistencia o dependencia al

tratamiento con corticosteroides.

5. Justificacion

El estudio de los mecanismos de resistencia al tratamiento en los pacientes con pénfigo nos permitiria
identificar un grupo de pacientes que pudieran beneficiarse de diferentes estrategias terapéuticas,
acelerando de esta forma la induccion de la remision de la enfermedad y disminuyendo las
comorbilidades asociadas al uso prolongado de corticosteroides. Por otro lado, existe investigacion
activa en relacion a reversion del fenotipo de resistencia de esteroides, por lo que éste podria llegar a ser
un objetivo terapéutico en éste grupo de enfermedades si se confirma que estos canales tienen

participacion como mecanismo de resistencia al tratamiento.

6. Hipotesis

6.1 Hipotesis primaria
En pacientes con diagnéstico de pénfigo vulgar, un mayor porcentaje de actividad de la ABCB1 (P- gp)

se correlaciona a mayores requerimientos de corticosteroides.

6.2 Hipotesis secundaria
Los pacientes con pénfigo vulgar en remision o con control de la actividad tienen un menor porcentaje de

actividad de la ABCBL1 (P- gp) que los pacientes que no alcanzan remisién o control.

7. Objetivos

7.1 Objetivo general
Determinar el porcentaje de eflujo de daunorrubicina (PED) como medida de actividad de ABCB1 (P-gp)

en pacientes con diagnéstico de pénfigo vulgar.

7.2 Objetivos Secundarios
a) Correlacionar el PED con los parametros clinicos de actividad de la enfermedad.
b) Conocer si existe alguna diferencia en las variables de la enfermedad entre el grupo de
pacientes con PED elevada y PED normal.
c) Correlacionar los parametros de actividad de la enfermedad con los titulos de anti-desmogleinas.

d) Conocer el grado de concordancia interobservador al aplicar las escalas de actividad.
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8 Materiales y métodos

8.1 Disefio del estudio
Estudio transversal, en el que se determind la actividad de la P-gp en pacientes con pénfigo. Se buscé
establecer asociacion entre la medicion de actividad de los transportadores y el requerimiento de

corticosteroides y estado clinico del paciente.

Se invitaron de forma consecutiva a todos los pacientes con diagnéstico de pénfigo vulgar de la consulta
externa del INCMNSZ y HGDMGG.

8.2 Maniobras de intervencién

Coincidiendo con las citas programadas de los pacientes, se invitaron a participar los pacientes, se les
explicd el protocolo y se solicitd autorizacién del paciente mediante la firma de un consentimiento
informado. Se realiz6 una evaluacion clinica por dos observadores cegados, se determinaron escalas de
actividad para pénfigo. Ademas, se tomaron fotografias clinicas y se obtuvieron dos muestras de 5 mL
de sangre periférica. Para la primera muestra se usé un tubo con anticoagulante EDTA que fue
procesado inmediatamente para la medicion por citometria de flujo de la actividad de los transportadores
ABCBL.

Un investigador cegado al estatus clinico de los pacientes aisld las células mononucleares de sangre
periférica por gradiente de centrifugacion con Lymphoprep (Oslo, Noruega). Para la citometria de flujo se
midi6 la eflujo de daunorrubicina, sustrato de la P-gp con propiedades fluorescentes, para cuantificar la
actividad de ABCB1. Se agregaron a 2x10° células 40 puL de una solucion 400 uM del sustrato. Se
separaron dos aliquotas; la primera fue colocada por 30 minutos en hielo para permitir la medicién basal
de la captacion de daunorrubicina. La otra se incubd por 30 minutos a 37°C. Las células se lavaron dos
veces con medio a 4° C para el analisis por citometria de flujo. La daunorrubicina emite fluorescencia al
ser incidida por el laser azul con longitud de onda de 488 nm. Todos los analisis se realizaron en un
citbmetro de flujo FACS Excalibur. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células con eflujo

del sustrato.

El segundo tubo con gel separador, se us6 para la determinacion por ELISA de anticuerpos anti-

desmogleinas 1y 3 (Euroimmun).

Previo consentimiento informado, se incluyeron a 30 voluntarios sanos para determinacién de la funcion

de la P-gp. Se les tomé una muestra de 5 mL de sangre periférica.

Las fotografias tomadas solo incluyeron areas de piel con lesiones, no se incluy6 la cara completa. Los
archivos fotograficos fueron codificados con un nimero de serie que no contenia informacién personal.

Los investigadores son los Unicos con acceso a ellas.
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8.3 Tamafio de la muestra

No hay antecedentes de trabajos similares que nos permitieran hacer un calculo de tamafio de
muestra formal. Nos basamos en un estudio que valoraba la relacion entre la actividad de la artritis
reumatoide y la funcién de la P-gp, en dicho estudio se encontr6é una rho de 0.45 entre la actividad de
la enfermedad medidas por DAS28 y la actividad del transportador (Pascual-Ramos, y otros, 2016).

El tamafio de la muestra se calculd con base a la hipétesis primaria del estudio, se esperaba un
coeficiente de correlacion de 0.45, con un nivel de confianza de 0.95 y poder de 0.8.

Férmula utilizada:

Zy Z:Zﬁ]z 43

Segun la férmula anterior, se requerian 36 pacientes. Por posibles pérdidas (evaluaciones incompletas o

N =]
muestras que no puedan procesarse) se afadid 10% a la muestra, requiriéendose un total de 40
pacientes.

8.4. Criterios de seleccion

8.4.1 Criterios de inclusién
1. Pacientes mayores de 18 afios, ambos géneros, que cuenten con registro en el INCMNSZ o en el

HGDMGG y en quienes se haya comprobado el diagnéstico de pénfigo.

2. Pacientes con cualquier grado de actividad clinica de la enfermedad
3. Haber recibido al menos un mes de tratamiento con corticosteroides
4. Aceptar y firmar el consentimiento informado

8.4.2 Criterios de exclusién
1. Padecer otras enfermedades que requieran uso de corticosteroides sistémicos
2. Embarazo

3. Uso actual de metotrexate o tetraciclinas (medicamentos sustrato de la P-gp)

8.4.3 Criterios de eliminacién

1. Evaluacién incompleta
2. Pacientes en quienes por cuestiones técnicas no sea posible procesar las muestras
8.5 Variables/desenlaces principales y secundarios a medir

8.5.1 Principales
Actividad del transportador P-gp medido como el porcentaje de células con eflujo de daunorrubicina a

37°C dentro de las células mononucleares de sangre periférica.
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8.5.2 Secundarias

Las variables secundarias a medir fueron:

1.
2.

4,

Caracteristicas sociodemograficas: Edad, género, tabaquismo.

Caracteristicas de la enfermedad: edad al diagnostico, tiempo de evolucién de la enfermedad,

criterios diagndsticos, fenotipo clinico

Actividad de la enfermedad mediante (ver anexos):

a) Pénfigo: Puntaje de intensidad de enfermedades autoinmunes ampollosas de la piel (ABSIS) (0-
206 puntos) (Pftuze, Niedermeier, Hertl, & Emimng, 2007)

b) Escala modificada de evaluacion de la presentacion de mucositis (0 a 6 puntos) (Ferreti, y otros,
1990) (Woo, Sonis, & Sonis, 1990)

¢) Escala de la OMS de mucositis oral (0-4 puntos) (Organizacién Mundial de la Salud, 1979)

d) Escala visual anéloga para el dolor por parte del paciente (0 a 10 puntos) (Scott & Huskisson,
1976)

Tratamiento

8.6 Definiciones operacionales

a)
b)
c)
d)
e)

f)
9)

h)

Sobre funcién de la P-gp: un valor mayor o igual a la percentila 99 del grupo control.
Edad: afios de vida que tiene al paciente al momento de su inclusion al estudio.
Género: identidad de género auto reportada por el paciente al momento de inclusién al estudio.
Peso: medida en béscula calibrada en ayuno y sin ropa.
Talla: medida con estadimetro, el paciente no usara zapatos y mirara al frente fijando la vista a un
punto fijo
Tabaquismo: historia auto reportada de habito actual o pasado
Tiempo de evolucion de la enfermedad: fecha calendarica en la que se tuvieron suficientes criterios
para integrar el diagndstico de enfermedad ampollosa. Los datos seran tomados del expediente del
paciente.
Puntaje de intensidad de enfermedades autoinmunes ampollosas de la piel (Pftuze, Niedermeier,
Hertl, & Emimng, 2007): El puntaje incluye un rubro cutaneo y otro oral. Para la exploracion cutanea
se valorara al paciente sin ropa y para la exploracién oral se usaran abatelenguas, guantes y
lampara. Puntaje total= 0-206 puntos
o Puntaje cutaneo: incluye extension y tipo de lesiones. La superficie cutanea afectada se
medira segun la “regla de los 9”, en la que la palma equivale a 1% de la superficie corporal
total. La superficie corporal afectada segun regiones se multiplicard por un factor de ajuste
segun el tipo de lesiones predominantes (1.5 para lesiones erosivas, exudativas, ampollas
y/o signo de Nikolsky positivo; 1 para lesiones erosivas y secas; 0.5 para lesiones
reepitelizadas, excluyendo eritema y/o hiperpigmentacion). Puntaje total = 0-150.
o Puntaje oral: se divide en dos partes. La primera se obtiene tras determinar la presencia o

ausencia de actividad en 11 sitios anatomicos, resultando en un puntaje de 0-11. La segunda
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parte se basa en la capacidad de consumir diferentes alimentos con incremento de
consistencia progresiva para producir dolor y sangrado: 1 punto si siempre hay dolor y/o
sangrado, 0.5 si ocurre ocasionalmente y 0 si no hay sintomas. Puntaje = 0-11/0-45.

i) Escala modificada de evaluacion de la presentacion de mucositis (Ferreti, y otros, 1990) (Woo,
Sonis, & Sonis, 1990): Para la exploracién oral se usaran abatelenguas, guantes y lampara. Puntaje
Oa6.

i) Escala de la OMS de mucositis oral (Organizacion Mundial de la Salud, 1979): Para la exploracion
oral se usaran abatelenguas, guantes y lampara. Puntaje 0 a 4.

k) Escala visual analoga para el dolor por parte del paciente (Scott & Huskisson, 1976): El paciente
calificara la intensidad del olor oral marcando una “X” sobre la linea de 10 cm que va del 0 al 10. El
grado de prurito de medira como la distancia en cm del 0 a la “X”.

[) Tratamiento actual: conjunto de medicamentos usados habitualmente por el paciente (auto reportado
y verificado por el expediente hospitalario).

m) Comorbilidades: conjunto de entidades nosoldgicas padecidas por el paciente (auto reportado y
verificado por el expediente hospitalario).

n) Actividad del transportador ABCB1 (P-gp): porcentaje de células con eflujo de daunorrubicina a 37°C
dentro de las células mononucleares de sangre periférica

0) Dosis de corticosteroide: dosis diaria de prednisona o equivalente al momento de la inclusion al
estudio (auto reportada por el paciente y verificada en el expediente hospitalario).

p) Dosis acumulada de prednisona: dosis total de prednisona o equivalente recibida desde el inicio de
la enfermedad, la informacion se tomara del expediente hospitalario.

g) Remision clinica: puntaje ABSIS de cero.

8.7 Andlisis estadistico

Se realiz6 andlisis descriptivo de las variables y las medidas de resumen fueron las siguientes: 1)
variables continuas: mediana, minimo y maximo y 2) variables categoéricas: numeros absolutos y
porcentajes.

Para las correlaciones se utilizé la prueba de Rho de Spearman. Para el analisis bivariado se utilizé la
prueba de U de Mann-Whitney para variables continuas y prueba exacta de Fisher para variables
nominales y ordinales. La concordancia interobservador se valoré con el coeficiente de kappa (variables
categoricas), kappa ponderado (ordinales) y coeficiente de correlacion intraclase (numéricas). En andlisis

estadistico fue realizado con el software RStudio version 1.1.456.

8.8 Etica
El protocolo se aprobé por el Comité de Etica e Investigacion del INCMNSZ (Ref. 2162) el 10 de abril de
2017 y el 3 de enero de 2018 en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez (06-140-2017). En

conformidad con la NOM-012-SSA3-2012, todos los pacientes firmaron el consentimiento informado
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previo a su inclusién en el estudio. El estudio fue realizado de acuerdo a los principios de la Declaracién
de Helsinki.

9. Resultados

De marzo 2017 a marzo 2018 incluimos 41 pacientes con PV, 30 eran de género femenino. La edad
mediana de los pacientes fue de 50 afios (23 -75). Las comorbilidades mas comunes fueron sobrepeso
(n=19), obesidad (n=17) y dislipidemia (n=10) (ver Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas demograficas y comorbilidades de los pacientes

n=41

Edad(afos), mediana (min-max) 50 (23 - 75)
Geénero femenino, n(%) 30 (73.2)
IMC, mediana (min-max) 28 (20.2 - 39.6)

Sobrepeso, n(%) 19 (46.3)

Obesidad, n(%) 17 (41.5)
Dislipidemia, n(%) 10 (24.4)
Hipertensién arterial sistémica, n(%) 8 (19.5)
Prediabetes, n(%) 5 (14.7)
Diabetes, n(%) 5 (14.7)
Enfermedad tiroidea 4 (9.8)
Tabaquismo

Negativo, n(%) 22 (53.7)

Actual, n(%) 4 (9.8)

Exfumador, n(%) 15 (36.6)

La mayoria de los pacientes presentaban fenotipo mucocutaneo (n = 33). El tiempo mediano de
evolucion fue de 3 afios (0 — 22). El puntaje mediano del ABSIS fue 1.5 (0 — 142), 14 pacientes se
encontraban en remision clinica de la enfermedad. El titulo mediano de anti-desmogleina 1 fue 1.2
RU/mL (0 — 298.6) y de anti-desmogleina 3 fue 154.2 RU/mL (0 — 354).

Al momento de la evaluacién, 26 pacientes recibian tratamiento con prednisona a una dosis mediana de
8.8 mg/d (1.1 — 100); 24 pacientes recibian otro tratamiento inmunosupresor, en 23 casos el tratamiento
era azatioprina con una dosis mediana de 75 mg (12.5 — 150); 14 pacientes aplicaban tratamiento tépico
con CS. La mediana de puntaje de ABSIS fue de 1.5 (0 — 142), de escala modificada de la presentacién
de mucositis 0 (0 — 6), puntaje de escala de las OMS de mucositis 0 (0-3), escala visual analoga para

dolor oral 0 (0-7). Catorce pacientes (34.1%) estaban en remisién clinica (ver Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas del pénfigo vulgar, tratamiento y biomarcadores

n=41

Fenotipo clinico de pénfigo vulgar

Cutaneo, n(%) 1 (2.4)

Mucoso, n(%) 7 (17.1)

Mucocutaneo, n(%) 33 (80.5)
Tiempo de evolucion de la enfermedad (afios), mediana (min-max) 3 (0-22)
Puntaje de actividad ABSIS, mediana (min-max) 15 (0-142)
Puntaje de escala modificada de la presentacion de mucositis , mediana (min-max) 0 (0-6)
Puntaje de escala de las OMS de mucositis , mediana (min-max) (0-3)
Escala visual andloga para dolor oral, mediana (min - max)* 0-7)
Pacientes en remision clinica, n (%) 14 (34.1)
Titulo de anti-desmogleina 1 (RU/mL), mediana (min-max) 1.2 (0 - 298.6)
Titulo de anti-desmogleina 3 (RU/mL), mediana (min-max) 154.2 (0 - 354)
Dosis prednisona actual (mg/dia), mediana (min -max)t 8.8 (1.1 -100)
Dosis acumulada de prednisona (g), mediana (min -max)t 17.8 (0.7 - 295.9)
Uso actual de otros inmunosupresores, n(%o) 24 (58.5)
Dosis de azatioprina, mediana (min - max)8§ 75 (12.5 - 150)
Tratamiento tépico con corticosteroides, n(%) 14 (34.1)

* n= 40, el paciente 41 no pudo realizar EVA debido a gravedad

T 26/41 pacientes estaban en tratamiento con prednisona o equivalente
In=39

§ n=23

Abreviaturas: (RU) unidades relativas

La percentila 99 de PED en controles fue de 6.7%. La mediana de PED fue de 2.7% (0.3 — 6.8.) en

controles vs 5.9% (1.4 — 82) en pacientes (p < 0.001). El nimero de sujetos con PED elevado fue 1

(3.3%) en controles vs 18 (43.9%) en pacientes (p < 0.001) (ver Tabla 6 y Figuras 1y 2).
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Figura 1. Porcentaje de extrusion de daunorrubicina por grupo

Grupo
Controles Pacientes

0 20 40 60

Numero de sujetos

Porcentaje de extrusion de daunorrubicina (%)

Figura 2. PED elevado segun grupo

=
=

n

0 1
Grupo

80

0= Controles, 1= Pacientes

Tabla 6. Porcentaje de eflujo de daunorrubicina

Controles Pacientes

n=30 n=41 p
Porcentaje de eflujo de daunorrubicina (%), mediana,
(min - max)t 27 (0.3-6.8) 59 (1.4-82) <0.001
Numero de pacientes con porcentaje de eflujo
elevado, n(%)*t 1 3.3) 18 (43.9) <0.001

* Se determind como anormal un valor = a la percetila 99 de los controles sanos

T U de Mann Whitney
1 Pba De Fisher
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No se encontré correlacion entre el PED y la dosis actual o acumulada de CS (ver Tabla 7).

Tabla 7. Correlacién entre el porcentaje de eflujo de daunorrubicina

y variables asociadas a tratamiento y la enfermedad (n=41)

Rho de

Spearman P
Tiempo de evolucion de la enfermedad (afios) -0.12 0.47
Puntaje de la escala ABSIS 0.02 0.91
Puntaje de escala modificada de la presentacién
de mucositis 0.35 0.03*
Puntaje de escala de la OMS de mucositis 0.35 0.03*
Superficie corporal afectada 0.11 0.51
Anti-desmogleina 1 0.1 0.54
R Anti-desmogleina 3 0.1 0.63
Dosis de prednisona (mg) 0.04 0.8
Dosis acumulada de prednisona (g) -0.14 0.38
Tiempo de uso de prednisona (dias) -0.16 0.31
Dosis de azatioprina (mg) 0.08 0.73

En el grupo de pacientes con PED elevada se observé una correlacion inversa entre el PED y el tiempo
de evolucion (r= -0.66; p=0.003) y el tiempo de uso de prednisona (r= -0.47; p= 0.05). El nivel de PED
correlacion6 con el grado de actividad oral medido por el puntaje de la escala modificada de la
presentacion de mucositis (r= 0.58; 0.01) y el puntaje de la escala de OMS de mucositis (r= 0.57; 0.01).
El PED no correlacioné significativamente con la dosis de prednisona y el resto de los pardmetros de la
enfermedad (ver Tabla 8).

Tabla 8. Correlacion entre el porcentaje de eflujo de daunorrubicina
y variables asociadas a tratamiento y actividad de la enfermedad
en pacientes con porcentaje alterado (n=18)

Rho de b
Spearman
Tiempo de evolucién de la enfermedad (afios) -0.66 0.003*
Puntaje de la escala ABSIS 0.32 0.19
Puntaje de escala modificada de la presentacion
de mucositis 0.58 0.01*
Puntaje de escala de las OMS de mucositis 0.57 0.01*
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Superficie corporal afectada

0.33

Anti-desmogleina 1 0.17
Anti-desmogleina 3 0.27
Dosis de prednisona (mg) 0.3

Dosis acumulada de prednisona (g) -0.37
Tiempo de uso de prednisona (dias) -0.47
Dosis de azatioprina (mg) 0.06

0.18
0.5
0.27
0.22
0.14
0.05*
0.86

No encontramos correlacion entre el PED y el estatus clinico de remision de la enfermedad (ver Tabla 9).

Tabla 9. Porcentaje de eflujo de daunorrubicina segun el estatus clinico de la enfermedad

Activos Remision P
n=29 n=12
Eflujo de daunorrubicina (%), mediana (min-
max)(RIQ) 5.8 (15-82) 6.8 (1.4-19.2) 0.9
Porcentaje de eflujo de daunorrubicina elevado,
n (%) 12 6 0.7
Anti-desmogleina 1 (RU/mL) 1.3 (0-298.6) 0.25 (0-155.5) 0.2
Anti-desmogleina 3 (RU/mL) 154.2 (0 - 354) 147.8 (0.1 - 266.8) 0.7

Comparacion de medias: U de Mann Whitney

Comparacién de variables ordinales y nominales: Pba de Fisher

En el analisis bivariado no se observaron diferencias entre los pacientes con PED elevado y PED normal

(ver Tabla 10).

Tabla 10. Variables de tratamiento y actividad segun el

daunorrubicina

porcentaje de eflujo de

PED normal PED elevado P
n=23 n=18
Edad(afios), mediana (min-max) 47.5 (22.5-67.3) 53.5 (32.4-75) 0.2
Género femenino, n (5) 15 (65.2) 15 (83.3) 0.3
Peso (kg), mediana (min-max) 69.8 (48.5 - 98.6) 69.6 (44.2-985) 0.9
IMC, mediana (min-max) 28 (20.2 - 39.7) 29 (20.2 - 39) 0.4
Sobrepeso, n(%) 13 (56.5) (33.3)
Obesidad, n(%) 8 (34.8) 9 (50)
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Dislipidemia, n(%o)
Hipertension arterial sistémica, n(%)
Prediabetes, n(%)
Diabetes, n(%)
Enfermedad tiroidea
Tabaquismo
Negativo, n (%)
Actual, n (%)

Exfumador, n (%)

Fenotipo
Cutaneo, n (%)
Mucoso, n (%)
Mucocutaneo, n (%)
Tratamiento topico, n(%)
Tratamiento con prednisona, n(%)
Dosis prednisona actual (mg), mediana (min -
max)
Dosis acumulada de prednisona (g), mediana
(min -max)
Tiempo de uso de prednisona (dias),
mediana (min -max)
Uso actual de otros inmunosupresores, n(%)
Dosis de azatioprina, mediana (min - max)
Tiempo de evolucion de la enfermedad
(afios), mediana (min-max)
Puntaje de actividad ABSIS, mediana (min-
max)
Puntaje de afeccién cutanea
Puntaje de afeccién oral
Puntaje de malestar al comer
Puntaje de escala modificada de Ia
presentacion de mucositis
Puntaje de escala de las OMS de mucositis
Escala visual analoga para dolor oral
Superficie corporal afectada

Remision clinica, n (%)

N N W b~

19

15

3.8

21.4

906

13
87.5

o O O O

(34.8)
(17.4)
(13)
(8.7)
(8.7)

(52.2)
(13)
(34.8)

(4.3)
(13)
(82.6)
(21.7)
(65.2)

(0 - 60)

(5.17 - 295.91)

(199 - 7511)

(56.5)
(12.5 - 150)

(0.16 - 22)

(0 - 23.5)

(0-16)
(0-59)
(0 - 18)

(0-4)

(0-2)

(0 - 4.6)
(0-10.2)
(26.1)

N W N BN

14

11

2.5

16.7

804

11
50

2.7

0.5

2.5

(11.1)
(22.2)
(11.1)
(16.6)
(11.1)

(55.7)
(5.6)
(38.9)

©)
(22.2)
(77.8)
(50)
(61.1)

(0 - 100)

(0.67
196.56)

(33 - 5721)

(61.1)
(50 - 150)

(0.05 - 18.82)

(0 - 142)

(0 - 90)
(0-11)
(0 —41)

(0-6)

(0-3)
(0-7)
(0 - 60)
(33.3)

0.1
0.7
0.9

0.8

0.7

0.5

0.7

=

0.9
0.5
0.1

0.9

0.3
0.7
0.9
0.7
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Anti-desmogleina 1 (RU/mL) 60 (0 - 264)

1.25

(0-298.6) 0.9

Los niveles de anti-desmogleina 1 correlacionaron de forma significativa con todos los parametros de

actividad, la correlacion fue leve con las escalas de actividad y fuerte con el porcentaje de superficie

corporal afectado. Los niveles de anti-desmogleina 3 tuvieron una correlacion moderada con los puntajes

de actividad oral, mientras que no correlacionaron con el resto de los parametros medidos (ver Tabla 11).

Tabla 11. Correlacion entre los titulos de anti-desmogleinas y los parametros de actividad

Anti-desmogleina 1

Anti-desmogleina 3

Rho Rho de

Spearman P Spearman P
Puntaje de actividad ABSIS 0.39 0.01* 0.16 0.31
Puntaje de escala modificada de la presentacién
de mucositis 0.33 0.03* 0.54 <0.001*
Puntaje de escala de las OMS de mucaositis 0.34 0.03* 0.49 0.001*
Escala visual andloga para dolor oral 0.33 0.04* 0.26 0.1
Superficie corporal afectada 0.69 <0.001* 0.16 0.32

La concordancia interobservadores fue fuerte para el puntaje de actividad oral ABSIS (k= 0.74, p <0.001)

y muy fuerte para el resto de las evaluaciones (ver Tabla 12).

Tabla 12. Concordancia interobservadores

% de

concordancia k p
Puntaje de actividad oral de ABSIS* 82.9 0.74 <0.001*
Puntaje de escala modificada de la presentacion
de mucositist 82.9 0.87 < 0.001*
Puntaje de escala de las OMS de mucositist 87.8 0.87 < 0.001*
Puntaje de actividad cutdaneo de ABSISt 82.9 0.97 <0.001*

* kappa
T kappa ponderada (cuadrada)
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I coeficiente de correlacion intraclase

10. Discusién

En éste estudio transversal observamos niveles de PED significativamente mayores en pacientes que en
controles, aunque no observamos correlacion entre el PED y la dosis de CS, si bien observamos que los
niveles de actividad de P-gp correlacionaron con enfermedad temprana (menor tiempo de evolucién y
tiempo de uso de CS) y actividad oral. S6lo se ha valorado el rol de la P-gp en un estudio previo (n=20)
en el que no se encontrd relacién entre la actividad de la P-gp y la respuesta a corticosteroides; ademas
no documentaron relacion entre los niveles de mRNA de P-gp y la dosis de CS (De la Fuente, y otros,
2002). En otros estudios en enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide y pUrpura trombocitopénica
idiopatica) se han observado resultados similares a los observados en el presente estudio (Tsujimura,
Saito, Nawata, Nakayamada, & Tanaka, 2008) (Agarwal, Mittal, & Misra, 2009) (Liu, y otros, 2016)
(Pascual-Ramos, y otros, 2016) (Perez-Guerrero, y otros, 2018). En otro estudio se observo que el
tratamiento con CS puede aumentar la actividad de la P-gp y esto no se correlaciona con la dosis o
duracion del tratamiento con CS (Maillefert, y otros, 1996), aunque se estudio una poblacion muy

heterogénea.

La P-gp es muy susceptible a sefiales de estrés y tiene un papel en la regulacién de la inmunidad, por lo
anterior se ha sugerido que los mayores niveles de actividad de la P-gp pueden estar relacionados a los
fendbmenos inflamatorios que ocurren en la enfermedades autoinmunes y verse exacerbados con el uso
de medicamentos sustratos de la bomba. Lo anterior puede aumentar la eflujo de sustratos y contribuir a
la resistencia a medicamentos y a mayor actividad de la enfermedad (Tsujimura & Tanaka, Treatment
strategy based on targeting P-glycoprotein on peripheral lymphocytes in patients with systemic
autoimmune disease, 2012). Los niveles elevados de actividad de la P-gp pueden ser un fenémeno
primario en pénfigo, lo cual podria explicar que haya correlacionado con menor de tiempo de evolucién
en pénfigo y a actividad oral, la cual suele ser el sitio inicial de afeccion y suele preceder y acompafiar la

actividad cutanea (Pisanti, Sharav, Kaufman, & Posner, 1974).

La P-gp se expresa en linfocitos T y B (Klimecki, Futscher, Grogan, & Dalton, 1994) y esta relacionada al
transporte de citocinas, particularmente IL-1B, IL-2, IL-4 e interferén y (Drach, y otros, 1996). Se ha
demostrado que el blogueo de la P-gp puede inhibir la secrecién de citocinas proinflamatorias como la IL-
4 (Drach, y otros, 1996). Algunos autores consideran que no es posible que la P-gp transporte citocinas
debido a su peso molecular, aunque consideran que podrian extruir sustancias fisioldgicas asociadas a
las secrecioén de citocinas (Van de Ven, y otros, 2009). El pénfigo es una enfermedad con una respuesta
inmune de predominio Th2 y la IL-4, sustrato de la P-gp, estd implicada en la actividad del pénfigo
(Giordano & Sinha, 2012) y la produccién de anti-desmogleina 3 (Takahashi, Amagai, Nishikawa, Fuijii,

Kawakami, & Kuwana, 2008). Las citocinas asociadas a actividad son la IL-17a, IL-4, IL-6 e IL-10
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(Giordano & Sinha, 2012), el bloqueo farmacoldgico con inhibidores de la P-gp, como tacrolimus o

verapamil, podria disminuir los niveles de IL-4 y potencialmente contribuir en el control de la enfermedad.

Recientemente se demostro la existencia de un tipo de érganos linfoides terciarios en las lesiones de
pénfigo, éstas estructuras estan constituidas por linfocitos T y B y células plasmaticas. La interaccion de
estas células puede crear un microambiente para la produccién local de autoanticuerpos. La mayoria de
los linfocitos T infiltrantes eran células cooperadoras CD4+ con expresiéon de IL-21 e IL-17a (Yuan, y
otros, 2017). Los capilares en dermis papilar expresan P-gp (Cordon-Cardo, y otros, 1989) y su actividad
podria limitar la distribucion de CS sistémicos a la piel y dificultar el control de la enfermedad. Debido a
que la expresion de la P-gp puede ser diferente en linfocitos periféricos y en piel, es importante estudiar

los niveles de expresién de P-gp en ambos tejidos en pénfigo.

En éste estudio se encontré que el PED era significativamente mayor en pacientes que en controles,
aunque solo 18/41 pacientes (43.9%) presentaron anormalidad en el PED, lo cual podria estar
relacionado a variabilidad individual de la funcidon de la bomba. Previamente se han documentado
polimorfismos que pueden modificar la funcion de la P-gp, aunque existen resultados contradictorios en
relacion a su relevancia clinica (Wolking, Schaeffeler, Lerche, Schwab, & Nies, 2015). En un estudio en
poblacién mestiza mexicana con diagnéstico de epilepsia no se observd que los polimorfismos del gen
ABCBL1 se observo alteracién significativa de la concentracion de medicamentos. En el mismo estudio se
incluyeron sujetos sanos y la prevalencia de polimorfismos del gen ABCB1 fue similar a la reportada

previamente en sujetos con ancestria mexicana (Ortega-Véazquez, y otros, 2015).

La primera linea de tratamiento en PV son los corticosteroides sistémicos con dosis iniciales de 1-1.5
mg/kg/d de prednisona (Hertl & Geller, Initial management of pemphigus vulgaris and pemphigus
foliaceus, 2016), la cual es un sustrato de la P-gp (Gottesman & Pastan, 1993) (Garcia-Carrasco,
Mendoza-Pinto, Macias Diaz, & Vera-Recabarren, 2015) y en consecuencia a mayor actividad de la P-gp
podran disminuir las concentraciones intracelulares de los medicamentos y su accion terapéutica (Horio,
Gottesman, & Pastan, 1988). Existen varios compuestos que antagonizan de forma competitiva a la P-
gp, los més estudiados son los compuestos sintéticos verapamil y la ciclosporina A, aunque también
tienen propiedades modulatorias productos naturales como alcaloides, cumarinas, flavonoides y
terpenoides (Mollazadeh, Sahebkar, Hadizadeh, Behravan, & Arabzadeh, 2018). Al haber encontrado
niveles mas elevados de actividad de la P-gp (medido por porcentaje de eflujo de daunorrubicina) en
pacientes con menor tiempo de evolucion y al estar relacionada la P-gp con la respuesta Th-2, el uso de
medicamentos que bloquean la P-gp podria contribuir a alcanzar control de la enfermedad de forma mas

temprana.

Las debilidades del estudio incluyen que el estudio fue transversal, la muestra no fue elegida al azar, los

pacientes tenian diferentes tiempos de evolucion y tratamiento de la enfermedad; y la medicién de la
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actividad de la P-gp fue ex vivo. Dentro de sus fortalezas, la inclusion de pacientes de un centro de tercer

nivel y de hospital general podria evitar un sesgo de referencia.

11. Conclusiones
Nuestros hallazgos sugieren que en un subgrupo de pacientes con pénfigo, la elevacion de actividad de
la P-gp es un fendbmeno temprano en la enfermedad que podria estar mediado por la respuesta inmune

y/o en relacion al inicio de tratamiento con corticosteroides que no es dosis dependiente.

El uso de medicamentos que bloquean la P-gp podria ser una diana terapéutica en pacientes con
enfermedad inicial. Para comprender mejor el rol de la P-gp en pacientes con pénfigo es necesario
estudiar pacientes con enfermedad incipiente y seguirlos de forma prospectiva; ademas de valorar la

funcion de la P-gp en piel.
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14. Anexos

14.1 Formato de consentimiento informado para pacientes del INNSZ
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO: Funcién de la glicoproteina-P en
pacientes con enfermedades ampollosas autoinmunes y su relacion con la respuesta al tratamiento con

corticoesteroides

11/10/2017 VERSION 3

Investigador principal: Dr. Luis Guillermo Llorente Peters

Direccidn del investigador: Departamento de Inmunologia y Reumatologia

Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para emergencias 24 horas): 5487 0900 ext.
2603 (Emergencias 044 55 1835 9994)

Investigadores participantes:

Dra. Alba Cicero Casarrubias

Biol. Guadalupe Arminda Lima Gonzélez
Dra. Silvia Méndez Flores

Dra. Lilly Esquivel Pedraza

Dra. Judith Guadalupe Dominguez Cherit

Dra. Dra. Maria Teresa Hojyo Tomoka (Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzéalez)
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Instituciones participantes:

— Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) (Centro reclutador
y evaluador)
Direccién: Av. Vasco de Quiroga No.15, Col. Belisario Dominguez Seccion XVI, Tlalpan, CP 14080

— Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez (HGDMGG) (Centro reclutador)
Av. Calzada de Tlalpan N0.4800, Col. Seccion XVI, Tlalpan, CP 14080.

Versién del consentimiento informado y fecha de su preparacién: 11/10/2017 VERSION 3
INTRODUCCION:

Este documento es una invitacién a participar en un estudio de investigacion del Instituto. Por favor, tome
todo el tiempo que sea necesario para leer este documento; pregunte al investigador sobre cualquier

duda que tenga.

Procedimiento para dar su consentimiento. Usted tiene el derecho a decidir si quiere participar o no como
sujeto de investigacion en este proyecto. El investigador le debe explicar ampliamente los beneficios y
riesgos del proyecto sin ningun tipo de presién y usted tendré todo el tiempo que requiera para
pensar, solo o con quien usted decida consultarlo, antes de decidir si acepta participar. Cualquiera

gue sea su decision no tendra efecto alguno sobre su atenciéon médica en el Instituto.

Con el fin de tomar una decision verdaderamente informada sobre si acepta participar o no en este
estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los posibles riesgos y beneficios a su
salud al participar. Este documento le dara informacion detallada acerca del estudio de investigacion, la
cual podra comentar quien usted quiera, por ejemplo un familiar, su médico tratante, el investigador
principal de este estudio o con algin miembro del equipo de investigadores. Al final, una vez leida y
entendida esta informacidn, se le invitara a que forme parte del proyecto y si usted acepta, sin ninguna

presion o intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, la Declaraciéon de Helsinki, y a las Buenas

Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética.
Al final de la explicacion, usted debe entender los puntos siguientes:

l. La justificacién y los objetivos de la investigacion.

Il. Los procedimientos que se utilizardn y su propésito, incluyendo la identificacion de qué son
procedimientos experimentales.

[l Los riesgos o molestias previstos.

V. Los beneficios que se pueden observar.
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VI.

VII.

VIII.

Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para usted

Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre los
procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion y el
tratamiento de la materia.

La libertad que tiene de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar
en el estudio, sin que por ello se afecte su atencion y el tratamiento en el Instituto.

La seguridad de que no se le va a identificar de forma particular y que se mantendra la
confidencialidad de la informacién relativa a su privacidad.

El compromiso del investigador de proporcionarle la informacion actualizada que pueda ser
obtenida durante el estudio, aunque esto pudiera afectar a su disposicién para continuar con
Su participacion.

La disponibilidad del tratamiento médico y compensacion a que legalmente tiene derecho, en

el caso de que ocurran dafios causados directamente por la investigacion.

Puede solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario antes de tomar una decisién final en

los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPAR COMO SUJETO DE INVESTIGACION Y DESCRIPCION DEL
PROYECTO

Estimado(a) Sr(a).

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ), a través del grupo de

investigacioén, le invitan a participar como sujeto de investigacién en este estudio que tiene como

objetivo: Determinar el nivel de actividad de la glicoproteina-P (que es una molécula que podria

asociarse a la falta o poca respuesta a medicamentos que se utilizan cominmente en la enfermedad que

usted tiene (pénfigo).

La duracién total del estudio es: 18 meses.

Su patrticipacion en el estudio tendra una duracién de: 1 dia.

El nimero aproximado de participantes sera: 40 pacientes con diagnésticos de pénfigo

Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes caracteristicas:

a)
b)

c)

Edad mayor a 18 afios
Sexo indistinto
Diagnéstico de una enfermedad que condicionan formacion de ampollas que se denominan

pénfigo
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PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
Procedimientos del estudio:

Su participacion en el estudio consiste en una revision dermatoldgica (10 minutos) y de boca (1 minuto)
por dos médicos, toma de fotografias de solamente las lesiones en boca y piel afectada sin que se vea
su cara completa con el objetivo de tener un control de su enfermedad (2 minutos) y toma de una
muestra de sangre de 10 ml. Todo lo anterior, serd realizado el dia de su consulta programado en
Dermatologia o Dermatologia Boca. Los horarios de visitas seran de 8 a 14 hrs de martes a viernes. La

duracion total de la revision sera de 30 minutos.

Los procedimientos del estudio incluyen la toma de una muestra de sangre de 10 ml para determinacion
de la funcién de la glicoproteina P (que es una molécula que podria estar asociada a la falta de
respuesta a los tratamiento que toma para su enfermedad), asi como la medicién de unas moléculas que
se denominan anticuerpos y que son los causantes de su enfermedad (anti-desmogleina 1 y 3 o anti-
BPA180 o 230).

Las responsabilidades de los participantes incluyen: ninguna
RIESGOS E INCONVENIENTES

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud, sefiala que la
obtencién de muestras bioldgicas representa un riesgo minimo dentro de la investigacion. Los riesgos de
la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de sangrado ligero o moretén en el sitio de la puncién,
mareo o sensacion de desmayo y raramente puede producirse puncién arterial. El personal que extraera

la muestra sanguinea esta entrenado para ello, lo que minimizara los riesgos de complicaciones.
Existe riesgo nulo o minimo originado durante la exploracion bucal o cutanea.

Los datos acerca de su identidad y su informacion médica no seran revelados en ningln momento como
lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccién de datos clinicos usted no enfrenta riesgos mayores a los
relativos a la proteccion de la confidencialidad la cual sera protegida mediante la codificacion de las

muestras y de su informacion.
BENEFICIOS POTENCIALES

Este estudio no esta disefiado para beneficiarle directamente. Sin embargo, la buUsqueda de
mecanismos relacionados a la respuesta al tratamiento en pacientes con pénfigo podria permitir
desarrollar nuevos blancos terapéuticos y con esto hacer un tratamiento mas personalizado de esta

enfermedad. Ademas, gracias a su participacion altruista, su comunidad se puede beneficiar
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significativamente al encontrar nuevas formas de atender esta complicacion médica.
CONSIDERACIONES ECONOMICAS

No se cobrara ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hara pago alguno. La participacion en el
estudio no generara ningln gasto econémico al paciente. No se contemplan estimulos o

compensaciones por dicha participacion.
ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

Su participacion es voluntaria. Por lo que usted puede elegir no participar en el estudio. Sin embargo,

usted puede elegir no participar en el estudio, sin que esto altere su consulta o modifique su atencion.
ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:

Usted puede solicitar los resultados de sus examenes clinicos y de las conclusiones del estudio a la Dra.
Silvia Méndez Flores del INCMNSZ (tel. 5487 0900 ext. 2435). La investigacion es un proceso largo y

complejo. El obtener los resultados finales del proyecto puede tomar varios meses.
PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Recuerde que su participacién es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, tanto su relacion habitual
con el INCMNSZ, como su derecho para recibir atencion médica o cualquier servicio al que tenga
derecho no se veran afectados. Si decide participar, tiene la libertad para retirar su consentimiento e
interrumpir su participacion en cualquier momento sin perjudicar su atencion en el INCMNSZ. Se le
informara a tiempo si se obtiene nueva informacién que pueda afectar su decisién para continuar en el

estudio.

Si decide participar, tiene la libertad para retirar su consentimiento e interrumpir su participacién en

cualquier momento, sin perjudicar su atenciéon en el INCMNSZ.
CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

Su nombre no sera usado en ninguno de los reporte publicos del estudio y se protegera su identidad en
caso de uso de las fotografias clinicas. Las muestras biolégicas obtenidas no contendran ninguna
informacion personal y seran codificadas con un ndmero de serie para evitar cualquier posibilidad de
identificacion. Por disposicion legal, las muestras bioldgicas, incluyendo la sangre, son catalogadas como
residuos peligrosos biolégico-infecciosos y por esta razon durante el curso de la investigacion su muestra
no podra serle devuelta. Es posible que sus muestras biolégicas, asi como su informacién médica y/o
genética, puedan ser usadas para otros proyectos de investigacion analogos relacionados con la
enfermedad en estudio. No podran ser usados para estudios de investigacién que estén relacionados

con condiciones distintas a las estudiadas en este proyecto, y estos estudios deberan ser sometidos a
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aprobacion por un Comité de Etica.
Sus muestras podran ser almacenadas por los investigadores hasta por 5 afios.

Los cédigos que identifican su muestra estaran solo disponibles a los investigadores titulares, quienes
estan obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos cddigos seran guardados en un archivero con
llave. Sélo los investigadores tendran acceso a ellos. El personal del estudio (monitores o auditores)

podra tener acceso a la informacion de los participantes.

Las fotografias tomadas so6lo incluiran areas de piel con lesiones, no se incluira la cara completa. Los
archivos fotograficos seran codificados con un nimero de serie que no contendra informacién personal.

Solo tendran acceso a ellas los investigadores.

Si bien existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de su participacién en el
estudio, su confidencialidad sera protegida como lo marca la ley, asighando cédigos a su informacion. El
cédigo es un namero de identificacién que no incluye datos personales. Ninguna informacién sobre su

persona serd compartida con otros sin su autorizacién, excepto:

- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido una lesion y

requiere tratamiento de emergencia); o
- Es solicitado por la ley.

Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccién de su material biolégico y de
su informacion. Todas las hojas de recoleccion de datos seran guardadas con las mismas medidas de
confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendran acceso a los datos que tienen su nombre. Si

asi lo desea, usted debera contactar a la Dra. Silvia Méndez Flores y expresar su decision por escrito.

El Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ aprob0 la realizacion de este estudio. Dicho comité es
quien revisa, aprueba y supervisa los estudios de investigacion en humanos en el Instituto. En el futuro,
si identificamos informacién que consideremos importante para su salud, consultaremos con el Comité
de Etica en Investigacion para decidir la mejor forma de darle esta informacion a usted y a su médico.
Ademas, le solicitamos que nos autorice contactarlo, en caso de ser necesario, para solicitarle

informacion que podria ser relevante para el desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en publicaciones o
presentaciones médicas. Su nombre y otra informacién personal serdn eliminados antes de usar los

datos.
Si usted lo solicita su médico de cabecera sera informado sobre su participacion en el estudio.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:
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En caso de que usted sufra un dafio relacionado al estudio, por favor péongase en contacto con la Dra.
Silvia Méndez Flores en el INCMNSZ (teléfono: 54 87 09 00 ext 2435).

Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con la Dra. Silvia Méndez Flores
en el INCMNSZ (teléfono: 54 87 09 00 ext 2435).

Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en el estudio, puede hablar con el
Presidente del Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ Dr. Arturo Galindo Fraga, teléfono:
54870900 ext. 6101).

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que he tenido y
todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el estudio, estoy de acuerdo con

todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos generales, particulares

del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han sido explicados a mi entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas de suero y plasma para ser
utilizadas en este estudio. Asi mismo, mi informacién médica y bioldgica podra ser utilizada con los

mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto requiere

colectar informacién adicional o si encuentran informacion relevante para mi salud.
Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.
Por favor responda las siguientes preguntas:

Si NO

(marque (marque

por por
favor) favor)
a. ¢ Ha leido y entendido el formato de consentimiento informado, en su lengua O O
materna?
b. ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este estudio? O O
c. ¢ Ha recibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas? a O
d. ¢ Ha recibido suficiente informacién acerca del estudio y ha tenido el tiempo O O

suficiente para tomar la decision?
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Si NO

(marque (marque

por por
favor) favor)
e. ¢Entiende usted que su participacién es voluntaria y que es libre de O O
suspender su participacion en este estudio en cualquier momento sin tener
gue justificar su decision y sin que esto afecte su atencién médica o sin la
pérdida de los beneficios a los que de otra forma tenga derecho?
f. ¢Entiende que puede no recibir algun beneficio directo de participar en este O O
estudio?
g. ¢ Entiende que no esté renunciando a ninguno de sus derechos legales alos 0O O
gue es acreedor de otra forma como sujeto en un estudio de investigacién?
h. ¢Entiende que usted recibird un original firmado y fechado de esta Forma O O
de Consentimiento para sus registros personales?
Declaracion del paciente: Yo,

declaro que es mi decisién

participar como sujeto de investigacion clinica en el estudio. Mi participacion es voluntaria.

Se me ha informado que puedo negarme a participar o terminar mi participacion en cualquier momento
del estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios. Si suspendo mi participacién, recibiré
el tratamiento médico habitual al que tengo derecho en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) y no sufriré perjuicio en mi atencién médica ni en futuros estudios
de investigacion. Yo puedo solicitar informacién adicional acerca de los riesgos o beneficios potenciales
derivados de mi participacion en este estudio. También puedo obtener los resultados de mis examenes

clinicos si asf los solicito.

Si tengo preguntas sobre el estudio, puedo ponerme en contacto con la Dra. Silvia Méndez Flores, tel. 54
87 09 00 ext 2435.

He leido y entendido toda la informacién que me han dado sobre mi participacién en el estudio. He tenido
la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las preguntas han sido respondidas a mi

satisfaccion. He entendido que recibiré una copia firmada de este consentimiento informado.

Tengo claro que en caso de tener preguntas sobre mis derechos como sujeto de investigacion clinica en
este estudio, problemas, preocupaciones o dudas, y deseo obtener informacion adicional, o bien, hacer
comentarios sobre el desarrollo del estudio, tengo la libertad de hablar con el presidente del Comité de
Etica en Investigacion del INCMNSZ (Dr. Arturo Galindo Fraga, tel: 54870900. ext. 6101).

38



Nombre del / de la Participante

Fecha

Coloque la huella digital del participante sobre esta

Firma del / de la Participante

linea si no sabe escribir

Nombre del representante legal (si aplica)

Fecha

Nombre del Investigador

que explico el documento

Fecha

Nombre del Testigo 1

Firma del representante legal

Firma del Investigador

Firma del Testigo 1

Fecha Relacién con el participante:

Direccion:

Nombre del Testigo 2

Firma del Testigo 2
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Fecha Relacién con el participante:

Direccion:

Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 7 paginas)

14.2 Formato de consentimiento informado para pacientes del HGDMGG

Secretaria de Salud. Hospital General "Dr. Manuel Gea Gonzalez".

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
2° version 17/01/18

De acuerdo con las disposiciones contenidas en la Ley General de Salud, Titulo Quinto “Investigacion
para la Salud”, Capitulo Unico, articulo 100, fraccion IV; asi como del Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud, Titulo Segundo “De los Aspectos Eticos de la
Investigacion en Seres Humanos” Capitulo I, Disposiciones Comunes, articulo 13 que sefala que en
toda investigacién en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del
respeto a su dignidad y la proteccién de sus derechos y bienestar, articulos 14 fraccion V, 20, 21y 22 de
dicho Reglamento; y, de conformidad con los principios éticos contenidos en la Declaracién de Helsinki,

se me ha explicado e informado que:

Soy una persona con diagndstico de pénfigo. Se me explicé que el pénfigo es una enfermedad
inflamatoria de la piel en donde aparecen ampollas de diferentes tamafios y formas, consecuencia del
ataque del sistema de defensas en la piel y que son tratadas con medicamentos como la prednisona.
Se me explicé que el motivo del estudio al que me invitan a participar es conocer la relacion que tiene
un marcador en las células de defensa (glicoproteina P) en la respuesta al tratamiento con

prednisona en mi enfermedad de la piel.

. Se me explicaron los procedimientos que se realizardn: me citaran en el sexto piso de la Unidad del

Paciente Ambulatorio (UPA) del Instituto Nacional de Nutricion y Ciencias Médicas Salvador Zubiran,
donde se me realizara una evaluacién de la piel y boca buscando lesiones de pénfigo (ampollas,
erosiones, costras, manchas y/o cicatrices), se me preguntaran los medicamentos y dosis que tomo, si
tengo molestias en la boca, me mediran y pesaran sin ropa, usando una bata. Sélo en caso de tener
lesiones de pénfigo se tomaran fotografias de las lesiones, aunque no se fotografiara mi cara

completa. La Dra. Alba Cicero Casarrubias me tomara una muestra de sangre de aproximadamente
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VI.

VII.

VIII.

X

10 ml de sangre (dos tubos de 5 ml) de una de las venas de mis brazos y sera analizada en el
laboratorio del Instituto sin algin costo para mi.

Se me explicd que la toma de sangre puede generar en el peor escenario dolor al momento de
introducir la aguja, moretones, sangrados e infeccion. En el caso que esto suceda, se resolvera con
las indicaciones del médico en término de una o 2 semanas. Se me asegur6 que el resto de mi sangre
gue no se use, serd desechado segun las normas del laboratorio clinico establecidas por el hospital.
Se me explico que estas pruebas son rapidas y la incomodidad al tomar la muestra de sangre es

minima.

. Los resultados de éste estudio pueden ayudar a determinar un mejor tratamiento para mi enfermedad.

Entiendo que los resultados de este estudio pueden no modificar directamente la decisién de

medicamento por la que optara mi médico para mi control a largo plazo

. Mi participacién es voluntaria, por lo que puedo elegir no participar en el estudio, sin que esto altere mi

consulta o modifique la atencién que recibo en el Hospital.

Se me asegur6 que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo relacionado con el estudio y mi
participacion hasta que se resuelvan todas mis dudas respecto a la enfermedad de pénfigo y los
procedimientos del presente estudio, asi como los potenciales efectos adversos y benéficos del
estudio.

Se me aclar6 que tengo la libertad de abandonar o retirar mi consentimiento a participar en el
presente protocolo en cualquier momento que yo lo decida. Se me indicé avisar al investigador a
cargo en el Servicio de Dermatologia del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” si llego a tomar
esta decision. Se me aclar6 que al tomar esta decision tendré el mismo derecho a solicitar (en caso de
requerirlo) atencién por parte del servicio de Dermatologia como cualquier otro paciente del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”.

Autorizo la publicacion cientifica de los datos obtenidos en los medios que el investigador responsable
del servicio de Dermatologia decida. Se me asegura que los datos relacionados a mi identidad y mi

privacidad se mantendran confidenciales y no seran publicados.

.En caso de que se presenten efectos negativos que ameriten la suspension del estudio, se me

informara oportunamente.

. Las muestras de sangre y revision seran realizadas Instituto Nacional de Nutricién y Ciencias Médicas

Salvador Zubiran por la Dra. Alba Cicero Casarrubias, aunque en caso de que se presenten efectos
adversos o algun problema de salud no inmediato como consecuencia de la toma de muestra de
sangre, se me informd que estos seran resueltos por el investigador a cargo de la Division de

Dermatologia (Dra. Lorena Lammoglia Ordiales) y por el Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”.

.Se me informé que el costo del estudio de la muestra de sangre que se realizara y la evaluacion

dermatolégica sera cubierto por completo por los investigadores a cargo del Servicio de Inmunologia y

Reumatologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.
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Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que se me

aclararon todas las dudas que surgieron con respecto a mi participacion en el proyecto, yo

con numero de expediente acepto participar en el

estudio titulado: Funcién de la glicoproteina-P en pacientes con enfermedades ampollosas autoinmunes

y su relacién con la respuesta al tratamiento con corticosteroides

Nombre y firma del paciente o responsable legal

Nombre, y firma del testigo 1 Nombre, y firma del testigo 2
Direccion Direccion

Relacion que guarda con el sujeto Relacion que guarda con el sujeto
Nombre y firma del Investigador Principal Nombre y firma de quien aplica el

consentimiento informado

Este documento se extiende por triplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de investigacion o
de su representante legal y el otro en poder del investigador, asi mismo es obligatorio integrar al
expediente clinico una copia del mismo, anexando una nota donde se especifigue que el sujeto de
estudio esta participando en el protocolo (sefialando titulo y nimero de registro y nombre del
investigador responsable). Queda entendido que la Direccion de Investigacion, o los Comités podran
requerir este documento en cuanto lo consideren necesario. Este documento deber4 ser conservado por

el investigador responsable durante un minimo de 5 afios.

Para preguntas o comentarios comunicarse con la Dr. José Pablo Maravilla Campillo (01 55) 4000-3000
Ext 3217 Presidente del Comité de Investigacién o con el Dr. Samuel Weingerz Mehl, Presidente del
Comité de Etica en Investigacion al (01 55) 4000-000 Ext-3032.

2° Version 17/01/2018
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14.3 Formato de consentimiento informado para voluntarios sanos
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO: Funcion de la glicoproteina-P en

pacientes con enfermedades ampollosas autoinmunes y su relacién con la respuesta al tratamiento con
corticoesteroides

11/10/2017 VERSION 3

Investigador principal: Dr. Luis Guillermo Llorente Peters

Direccidn del investigador: Departamento de Inmunologia y Reumatologia

Teléfono de contacto del investigador (incluyendo uno para emergencias 24 horas): 5487 0900 ext.
2603 (Emergencias 044 55 1835 9994)

Investigadores participantes:

Dra. Alba Cicero Casarrubias

Biol. Guadalupe Arminda Lima Gonzalez

Dra. Silvia Méndez Flores

Dra. Lilly Esquivel Pedraza

Dra. Judith Guadalupe Dominguez Cherit

Dra. Dra. Maria Teresa Hojyo Tomoka (Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez)

Instituciones participantes:

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) (Centro reclutador y
evaluador)

Direccidn: Av. Vasco de Quiroga No.15, Col. Belisario Dominguez Seccién XVI, Tlalpan, CP 14080
Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez (HGDMGG) (Centro reclutador)

Av. Calzada de Tlalpan N0.4800, Col. Seccién XVI, Tlalpan, CP 14080.

Versioén del consentimiento informado y fecha de su preparaciéon: 11/10/2017 VERSION 3

INTRODUCCION:

Este documento es una invitacién a participar en un estudio de investigacién del Instituto. Por favor, tome
todo el tiempo que sea necesario para leer este documento; pregunte al investigador sobre cualquier
duda que tenga.

Procedimiento para dar su consentimiento. Usted tiene el derecho a decidir si quiere participar o no como
sujeto de investigacion en este proyecto. El investigador le debe explicar ampliamente los beneficios y
riesgos del proyecto sin ningun tipo de presion y usted tendra todo el tiempo que requiera para
pensar, solo o con quien usted decida consultarlo, antes de decidir si acepta participar. Cualquiera
gue sea su decisién no tendra efecto alguno sobre su atencion médica en el Instituto.

Con el fin de tomar una decisién verdaderamente informada sobre si acepta participar o no en este
estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los posibles riesgos y beneficios a su
salud al participar. Este documento le dard informacion detallada acerca del estudio de investigacion, la
cual podr4 comentar quien usted quiera, por ejemplo un familiar, su médico tratante, el investigador

principal de este estudio o con algin miembro del equipo de investigadores. Al final, una vez leida y
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entendida esta informacioén, se le invitara a que forme parte del proyecto y si usted acepta, sin ninguna
presion o intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, la Declaracién de Helsinki, y a las Buenas
Practicas Clinicas emitidas por la Comision Nacional de Bioética.

Al final de la explicacion, usted debe entender los puntos siguientes:

La justificacion y los objetivos de la investigacion.

Los procedimientos que se utilizaran y su propésito, incluyendo la identificacion de qué son
procedimientos experimentales.

Los riesgos 0 molestias previstos.

Los beneficios que se pueden observar.

Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para usted

Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre los procedimientos,
riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion y el tratamiento de la materia.

La libertad que tiene de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el
estudio, sin que por ello se afecte su atencion y el tratamiento en el Instituto.

La seguridad de que no se le va a identificar de forma particular y que se mantendra la confidencialidad
de la informacidn relativa a su privacidad.

El compromiso del investigador de proporcionarle la informacion actualizada que pueda ser obtenida
durante el estudio, aunque esto pudiera afectar a su disposicién para continuar con su participacion.

La disponibilidad del tratamiento médico y compensacion a que legalmente tiene derecho, en el caso de

gue ocurran dafios causados directamente por la investigacion.

Puede solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario antes de tomar una decision final en

los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPAR COMO SUJETO DE INVESTIGACION Y DESCRIPCION DEL
PROYECTO
Estimado(a) Sr(a).

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ), a través del grupo de

investigacion, le invitan a participar como sujeto de investigacion en este estudio que tiene como
objetivo: Determinar el nivel de actividad de la glicoproteina-P (que es una molécula que podria
asociarse a la falta o poca respuesta a medicamentos que se utilizan cominmente en la enfermedad
ampollosa en estudio (pénfigo).

La duracion total del estudio es: 18 meses.

Su patrticipacion en el estudio tendra una duracién de: 1 dia.
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El numero aproximado de participantes sera: 40 pacientes con diagnésticos de pénfigo y 25 voluntarios
sanos
Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes caracteristicas:

e Edad mayor a 18 afios

e Sexo indistinto

e Sano

¢ No toma medicamentos

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Procedimientos del estudio:

Su participacion en el estudio consiste en la toma de una muestra de sangre de 5 ml, la muestra sera
tomada en el sexto piso de la Unidad del Paciente Ambulatorio en un dia previamente acordado. Los
horarios de visitas seran de 8 a 14 hrs de martes a jueves. La duracion total del procedimiento sera de 5
minutos.

Los procedimientos del estudio incluyen la toma de una muestra de sangre de 5 ml para determinacién
de la funcién de la glicoproteina P (que es una molécula que podria estar asociada a la falta de
respuesta a los tratamientos usados en la enfermedad pénfigo).

Las responsabilidades de los participantes incluyen: ninguna.

RIESGOS E INCONVENIENTES

El Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud, sefiala que la
obtencidn de muestras biolégicas representa un riesgo minimo dentro de la investigacion. Los riesgos de
la toma de muestra sanguinea son: posibilidad de sangrado ligero o moretén en el sitio de la puncién,
mareo o sensacion de desmayo y raramente puede producirse puncion arterial. El personal que extraera
la muestra sanguinea esta entrenado para ello, lo que minimizara los riesgos de complicaciones.

Existe riesgo nulo o minimo originado durante la exploracion bucal o cutanea.

Los datos acerca de su identidad y su informacion médica no seran revelados en ningln momento como
lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccion de datos clinicos usted no enfrenta riesgos mayores a los
relativos a la proteccién de la confidencialidad la cual sera protegida mediante la codificacién de las

muestras y de su informacion.

BENEFICIOS POTENCIALES

Este estudio no esta disefiado para beneficiarle directamente. Sin embargo, la busqueda de
mecanismos relacionados a la respuesta al tratamiento en pacientes con pénfigo podria permitir
desarrollar nuevos blancos terapéuticos y con esto hacer un tratamiento mas personalizado de ésta
enfermedad. Ademas, gracias a su participacion altruista, su comunidad se puede beneficiar

significativamente al encontrar nuevas formas de atender esta enfermedad.
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CONSIDERACIONES ECONOMICAS
No se cobrara ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hara pago alguno. La participacion en el
estudio no generara ningin gasto econdémico al paciente. No se contemplan estimulos o

compensaciones por dicha participacion.

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:
Su participacion es voluntaria. Por lo que usted puede elegir no participar en el estudio. Sin embargo,

usted puede elegir no participar en el estudio, sin que esto altere su consulta o modifique su atencién.

ACCIONES A SEGUIR DESPUES DEL TERMINO DEL ESTUDIO:
Usted puede solicitar los resultados de sus exdmenes clinicos y de las conclusiones del estudio a la Dra.
Silvia Méndez Flores del INCMNSZ (tel. 5487 0900 ext. 2435). La investigacidon es un proceso largo y

complejo. El obtener los resultados finales del proyecto puede tomar varios meses.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:

Recuerde que su participacién es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, tanto su relacion habitual
con el INCMNSZ, como su derecho para recibir atencion médica o cualquier servicio al que tenga
derecho no se veran afectados. Si decide participar, tiene la libertad para retirar su consentimiento e
interrumpir su participacién en cualquier momento sin perjudicar su atencion en el INCMNSZ. Se le
informara a tiempo si se obtiene nueva informacién que pueda afectar su decision para continuar en el
estudio.

Si decide participar, tiene la libertad para retirar su consentimiento e interrumpir su participacién en

cualquier momento, sin perjudicar su atenciéon en el INCMNSZ.

CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

Su nombre no sera usado en ninguno de los reporte publicos del estudio y se protegera su identidad en
caso de uso de las fotografias clinicas. Las muestras biolégicas obtenidas no contendran ninguna
informacion personal y seran codificadas con un niamero de serie para evitar cualquier posibilidad de
identificacion. Por disposicion legal, las muestras bioldgicas, incluyendo la sangre, son catalogadas como
residuos peligrosos biolégico-infecciosos y por esta razon durante el curso de la investigacion su muestra
no podra serle devuelta. Es posible que sus muestras bioldgicas, asi como su informacion médica y/o
genética, puedan ser usadas para otros proyectos de investigacion analogos relacionados con la
enfermedad en estudio. No podran ser usados para estudios de investigacién que estén relacionados
con condiciones distintas a las estudiadas en este proyecto, y estos estudios deberan ser sometidos a
aprobacion por un Comité de Etica.

Sus muestras podran ser almacenadas por los investigadores hasta por 5 afios.
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Los cédigos que identifican su muestra estaran sélo disponibles a los investigadores titulares, quienes
estan obligados por Ley a no divulgar su identidad. Estos cddigos seran guardados en un archivero con
llave. Sélo los investigadores tendran acceso a ellos. El personal del estudio (monitores o auditores)
podra tener acceso a la informacion de los participantes.

Si bien existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de su participacion en el
estudio, su confidencialidad sera protegida como lo marca la ley, asignando codigos a su informacion. El
cbdigo es un namero de identificacién que no incluye datos personales. Ninguna informacién sobre su
persona sera compartida con otros sin su autorizacién, excepto:

- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido una lesién y
requiere tratamiento de emergencia); o

- Es solicitado por la ley.

Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccién de su material biolégico y de
su informacion. Todas las hojas de recoleccion de datos serdn guardadas con las mismas medidas de
confidencialidad, y solo los investigadores titulares tendrdn acceso a los datos que tienen su nombre. Si
asi lo desea, usted debera contactar a la Dra. Silvia Méndez Flores y expresar su decisién por escrito.

El Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ aprobd la realizacion de este estudio. Dicho comité es
quien revisa, aprueba y supervisa los estudios de investigacion en humanos en el Instituto. En el futuro,
si identificamos informacién que consideremos importante para su salud, consultaremos con el Comité
de Etica en Investigacion para decidir la mejor forma de darle esta informacion a usted y a su médico.
Ademas, le solicitamos que nos autorice contactarlo, en caso de ser necesario, para solicitarle
informacion que podria ser relevante para el desarrollo de este proyecto.

Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en publicaciones o
presentaciones médicas. Su nombre y otra informacidn personal seran eliminados antes de usar los
datos.

Si usted lo solicita su médico de cabecera sera informado sobre su participacién en el estudio.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

En caso de que usted sufra un dafio relacionado al estudio, por favor péngase en contacto con la Dra.
Silvia Méndez Flores en el INCMNSZ (teléfono: 54 87 09 00 ext 2435).

Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con la Dra. Silvia Méndez Flores
en el INCMNSZ (teléfono: 54 87 09 00 ext 2435).

Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en el estudio, puede hablar con el
Presidente del Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ Dr. Arturo Galindo Fraga, teléfono:
54870900 ext. 6101).

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
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He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que he tenido y
todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el estudio, estoy de acuerdo con
todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos generales, particulares
del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han sido explicados a mi entera satisfaccion.
Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas de suero y plasma para ser
utilizadas en este estudio. Asi mismo, mi informacién médica y bioldgica podra ser utilizada con los
mismos fines.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto requiere
colectar informacién adicional o si encuentran informacion relevante para mi salud.

Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.

Por favor responda las siguientes preguntas:

Sl NO

(marque (marque

por por
favor) favor)
a. ¢ Ha leido y entendido el formato de consentimiento informado, en su lengua O O
materna?
b. ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir este estudio? a O
C. ¢ Ha recibido usted respuestas satisfactorias a todas sus preguntas? a O
d. ¢ Ha recibido suficiente informacién acerca del estudio y ha tenido el tiempo O O
suficiente para tomar la decision?
e. ¢Entiende usted que su participacién es voluntaria y que es libre de O O
suspender su participacién en este estudio en cualquier momento sin tener
gue justificar su decision y sin que esto afecte su atencion médica o sin la
pérdida de los beneficios a los que de otra forma tenga derecho?
f. ¢ Entiende que puede no recibir algun beneficio directo de participar en este O O
estudio?
g. ¢ Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus derechos legales alos 0O O
gue es acreedor de otra forma como sujeto en un estudio de investigacién?
h. ¢Entiende que usted recibird un original firmado y fechado de esta Forma 0O O
de Consentimiento para sus registros personales?
Declaracion del paciente: Yo,

declaro que es mi decisién

participar como sujeto de investigacion clinica en el estudio. Mi participacién es voluntaria.
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Se me ha informado que puedo negarme a participar o terminar mi participacién en cualquier momento
del estudio sin que sufra penalidad alguna o pérdida de beneficios. Si suspendo mi participacién, recibiré
el tratamiento médico habitual al que tengo derecho en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ) y no sufriré perjuicio en mi atencién médica ni en futuros estudios
de investigacion. Yo puedo solicitar informacion adicional acerca de los riesgos o beneficios potenciales
derivados de mi participacion en este estudio. También puedo obtener los resultados de mis exadmenes
clinicos si asf los solicito.

Si tengo preguntas sobre el estudio, puedo ponerme en contacto con la Dra. Silvia Méndez Flores, tel. 54
87 09 00 ext 2435.

He leido y entendido toda la informacién que me han dado sobre mi participacion en el estudio. He tenido
la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. Todas las preguntas han sido respondidas a mi
satisfaccion. He entendido que recibiré una copia firmada de este consentimiento informado.

Tengo claro que en caso de tener preguntas sobre mis derechos como sujeto de investigacion clinica en
este estudio, problemas, preocupaciones o dudas, y deseo obtener informacion adicional, o bien, hacer
comentarios sobre el desarrollo del estudio, tengo la libertad de hablar con el presidente del Comité de
Etica en Investigacion del INCMNSZ (Dr. Arturo Galindo Fraga, tel: 54870900. ext. 6101).

Nombre del / de la Participante Firma del / de la Participante

Fecha

Coloque la huella digital del participante sobre esta linea si no sabe escribir

Nombre del representante legal (si aplica) Firma del representante legal
Fecha
Nombre del Investigador Firma del Investigador

que explico el documento

Fecha
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Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo
Fecha Relacion con el participante:
Direccion:

Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo

Fecha

Direccion:

Relacion con el participante:

Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 7 paginas)

14.4 Puntaje de intensidad de enfermedades autoinmunes ampollosas de la piel (ABSIS)

Factor de ajuste para apariencia predominante de las lesiones

Lesiones erosivas, exudativas

Lesiones erosivas, secas

Fecha:

Peso (kg): 15
1
0.5

Lesiones reepitelizadas

Afeccién cutanea [area superficie corporal (SC)

maximaj]

ASC del paciente

Factor de ajuste

Cabeza y cuello (9%)

Brazo derecho incluyendo mano (9%)

Brazo izquierdo incluyendo mano (9%)

Tronco (anterior y posterior) (36%)

Pierna derecha (18%)

Pierna izquierda (18%)

Genitales (1%)

Puntaje total de afeccién cutdnea= %ASC x factor de ajuste= (0-150 puntos)

Afeccién oral

I. Extensidn (1 presencia de lesiones, 0 ausencia de cualquier lesién)

Gingival superior

Lengua
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Gingival inferior Piso de la boca

Labial superior Paladar duro
Labial inferior Paladar blando
Bucal izquierda Faringe

Bucal derecha

Puntaje total (0-11)

Il. Gravedad (malestar al comer/beber)

Comida Nivel Factor de malestar Puntaje de gravedad

Agua

Sopa

Yoghurt

Flan/gelatina

Puré/huevos revueltos

Pescado horneado

Pan blanco

QO N O O | W N|

Manzana/zanahoria cruda

Carne frita/pan integral 9

Puntaje de gravedad= nivel multiplicado por el factor de malestar= 0-45

puntos
Factor de malestar
1 Siempre dolor/sangrado
0.5 Algunas veces dolor/sangrado
0 Nunca con problemas

Puntaje total (0-206)

14.5 Escala modificada de evaluacion de la presentacién de mucositis

Ausencia de mucositis

Eritema

Placa blanca o0 pseudomembrana

1-2 Ulceras <1 cm

>2 Ulceras <1 cm

1-2 Ulceras >1 cm

o O | W| N| | O

Multiples Ulceras >1 cm
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14.6 Escala de la OMS de mucositis oral

0 Sin evidencia subjetiva u objetiva de mucositis
1 Dolor oral con o sin eritema, sin Ulceras

2 Eritema y ulceracion: puede tragar sélidos

3 Eritema y ulceracién: no puede tragar sélidos
4 Eritema y ulceracién: no puede alimentarse
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