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La actividad funcional de los transportadores ABCB1 (P-gp)
y ABCG2 (BCRP1) en pacientes con artritis reumatoide (AR)
esta determinada por la actividad de la enfermedad (AE)

Virginia Pascual-Ramos ™, Yemil Atisha-Fregoso2 Guadalupe Lima’, Hilda Fragoso-Loyo?,

Juan Jakez-Ocampo’, Irazt Contreras-Yafez'y Luis Llorente?
"Departamento de Inmunologia y Reumatologia; ?Direccion de Medicina. Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran,
Ciudad de México, México

Resumen

Antecedentes: La P-gp y el BCRP1 son transportadores cuya actividad se asocia a resistencia a fdrmacos. Objetivo:
Comparar la actividad de ambos en pacientes con AR activos e inactivos y definir la relacién con la AE. Métodos: Se
incluyeron 17 pacientes activos pareados (edad, sexo y seguimiento) con 17 inactivos, con evaluaciones en el momento
del ingreso; 27 tenian evaluacion a los seis meses. La actividad de P-gp y BCRP1 se midié en mononucleares de sangre
periférica por citometria de flujo y se expresé como el porcentaje de linfocitos que expulso el sustrato en presencia/ausencia
de inhibidores. Se solicitd consentimiento informado. Se aplicé estadistica descriptiva y modelos de regresion lineal.
Resultados: Los pacientes activos tuvieron mayor actividad de ambos transportadores que aquéllos inactivos: mediana
(Q25-Q75) para P-gp de 7.1% (1.4-29.3) versus 1.6% (0.7-3.5); y para BCRP1, de 6.2% (1.3-22.4) versus 1.3% (0.7-2);
(p < 0.02). En el momento del ingreso, la AE determind la actividad de ambos transportadores. A los seis meses, los cambios
en la AE se correlacionaron con los cambios en la actividad de P-gp (r = 0.35; p = 0.07) y BCRP1 (r = 0.33; p = 0.09).
Conclusiones: Los pacientes activos tuvieron mayor actividad de P-gp y BCRP1 que los inactivos. La AE pareciera
determinar la actividad de ambos transportadores.

PALABRAS CLAVE: Transportadores. Actividad. Artritis reumatoide.

Abstract

Background: P-gp and BCRP1 are transporter proteins that may confer drug resistance. Objective: To compare P-gp and
BCRP1 function in rheumatoid arthritis patients with active and inactive disease and to define their relation with disease
activity. Methods: We included 17 active patients paired (age, gender, disease duration) to 17 inactive patients. All had
baseline evaluations and 27 had additional six-month follow-up. P-gp and BCRP1 functional activity was measured in
peripheral mononuclear cells by flow cytometry. Percentage of lymphocytes able to extrude substrates for P-gp and BCRP1
were recorded in the presence/absence of selective inhibitors. Informed consent was obtained. Descriptive statistics and
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linear regression model were applied. Results: Active patients had higher efflux function of both transporters than inactive
patients: median (25-75 IQR) P-gp of 71% (1.4-29.3) vs. 1.6% (0.7-3.5), p = 0.02 and BCRP1 of 6.2% (1.3-22.4) vs. 1.3% (0.7-2),
p = 0.007 At baseline, disease activity was the only predictor of both transporter functions. At follow-up, changes in disease
activity correlated with shift in P-gp (r = 0.35, p = 0.07) and BCRP1 (r = 0.33, p=0.09) function. Conclusions: Patients with
active rheumatoid arthritis had a higher efflux function of P-gp and BCRP1 compared to inactive patients. The behavior of
P-gp and BCRP1 appeared to be conditioned by disease activity. (Gac Med Mex. 2016;152:741-54)

Corresponding author: Virginia Pascual-Ramos, virtichu@gmail.com

KEY WORDS: Disease activity. Rheumatoid arthritis. Transporters.

Introduccion

El fendbmeno de resistencia multiple a farmacos fue
descrito por primera vez en el cancer. Se caracteriza
por la extrusion de sustancias (contextualmente farma-
cos) desde el interior de la célula al espacio extrace-
lular mediante transportadores, los cuales ejercen su
accion a través de canales dependientes de energia;
como consecuencia, el farmaco disminuye su concen-
tracion intracelular y, por ende, su eficacia’. El primer
transportador descrito fue la glicoproteina de permea-
bilidad (P-gp), codificada por el gen MDR1?; en la
actualidad, se la identifica con el nombre genérico de
ATP-binding casette (ABC) B1 (ABCB1). Otro de los
transportadores mas estudiados ha sido el ABCG2 o
breast cancer resistant protein 1 (BCRP1)3. Ambos
funcionan como bombas dependientes de energia,
con especificidad variable y relacionada fisiolégica-
mente con la secrecion de hormonas y la expulsion de
toxinas bacterianas fuera de las células. EI aumento
en la funcién de ambos transportadores tiene como
consecuencia la resistencia a farmacos; éstos, al igual
que las toxinas, pueden ser sustratos de los transpor-
tadores, 1o que impide que los niveles intracelulares
alcancen a ser suficientes para que ejerzan su accion
terapéutica. En afos recientes, el conocimiento gene-
rado sobre su papel en la respuesta a la terapia on-
colégica se ha expandido a otros farmacos como los
antivirales* y los inmunosupresores®.

La AR es una enfermedad autoinmune y crénica
caracterizada por la inflamacion de la membrana si-
novial de las articulaciones, con una localizacion pre-
ferente en las articulaciones de las manos y los pies®.
Tiene una distribucion mundial, preferencia por el
sexo femenino y una amplia variedad de manifesta-
ciones extraarticulares. El tratamiento temprano,
agresivo y dirigido a alcanzar la remisién con farma-
cos modificadores de la enfermedad (FMDE) impacta
favorablemente en los desenlaces de los pacientes’®.
Cabe destacar que, en poblacion latinoamericana, la

enfermedad tiene caracteristicas distintivas de preva-
lencia'®, demogréficas, de presentacion clinica y de
respuesta al tratamiento'".

El concepto de artritis temprana (o de reciente inicio)
surge hace aproximadamente dos décadas y engloba
términos que corresponden a diferentes entidades,
como la artritis indiferenciada (que puede progresar o
no a AR), las fases tempranas de la AR e inclusive
otras entidades'®. La diferenciacion de cada una de
ellas es fundamental por las implicaciones funcionales
en los pacientes. En el contexto clinico de la AR, se
ha visto que se alcanza mas frecuentemente la remi-
sion en quienes se inicia tratamiento con FMDE con
menos de cuatro meses de duracion de los sintomas
que en quienes se les inicia el tratamiento mas tardia-
mente'®. De igual manera, se ha demostrado que se
retrasa mas efectivamente la progresion radiogréafica
de la enfermedad en quienes se instaura tratamiento
adecuado antes de los tres meses que en quienes se
inicia después de 12 meses'®. Dado que la tasa de
erosiones es mayor en los dos primeros afnos del diag-
nostico'® 6, en la actualidad es mas que una recomen-
dacion, una necesidad de salud establecer de mane-
ratemprana un diagndéstico y un tratamiento adecuados.
Lo anterior ha sido posible gracias a herramientas
diagndsticas novedosas, entre las cuales destacan los
criterios de clasificacion propuestos por el Colegio
Americano de Reumatologia y la Liga Europea en Con-
tra del Reumatismo en el afio 2010'"7. Ademas, el mar-
co clinico donde se optimiza el diagnéstico, tratamien-
to y seguimiento de los pacientes son las «clinicas de
artritis (reumatoide) temprana».

El impacto econoémico de la AR es considerable'®,
pues la enfermedad afecta a adultos en la cuarta dé-
cada de la vida y produce incapacidad laboral™, el
tratamiento con FMDE es prolongado y los pacientes
requieren frecuentes modificaciones de los tratamien-
tos empleados. En la més reciente actualizacion de la
Gufa Mexicana para manejo de la AR? se incluyen
mas de 15 FMDE; dado que habitualmente se usan en
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forma combinada, las opciones de tratamiento son
numerosas; a pesar de ello, mas del 50% de los pa-
cientes no responde adecuadamente al tratamiento
convencional®!, lo que implica peores desenlaces cli-
nicos, uso de combinaciones potencialmente mas to-
xicas y costos incrementados. Por tanto, existe la ne-
cesidad de brindar a los pacientes un tratamiento
eficaz y racional (y temprano), para lo cual es nece-
sario profundizar en la falta de respuesta al tratamien-
to. Una hipdtesis atractiva es la de que los pacientes
con AR activa tengan o adquieran resistencia a FMDE.

En el contexto clinico de la AR son pocos los es-
tudios que han analizado la relacion entre la activi-
dad de los transportadores y la respuesta al trata-
miento con FMDE y/o corticosteroides, y los
resultados han sido ambiguos. En estudios de disefio
transversal, se ha evidenciado un aumento en la ac-
tividad de la P-gp en los linfocitos de sangre perifé-
rica de pacientes con AR activa®’, de pacientes con
AR activa previamente tratados con prednisolona® y
en linfocitos de tejido sinovial de pacientes previa-
mente tratados con FMDE?4. Sin embargo, otro grupo
de estudio mostrd en linfocitos de sangre periférica
de pacientes multitratados un incremento en la ex-
trusion de los farmacos y, no obstante, una respues-
ta (in vitro) a los corticosteroides integra®®. Con res-
pecto a metotrexato, los estudios han sido
igualmente contradictorios®®?’, si bien en uno de los
escasos estudios con disefo longitudinal se demos-
tré6 que la expresion de la proteina de resistencia
multiple a farmacos (MRP1) involucrada en la extru-
sion del metotrexato se encontraba inesperadamen-
te regulada a la baja a los seis meses de haber ini-
ciado el tratamiento con dicho farmaco®’. Finalmente,
se ha descrito actividad inversa de dos transporta-
dores en pacientes con AR y resistencia adquirida a
sulfasalazina, de tal manera que la respuesta a los
diferentes FMDE puede estar incrementada y dismi-
nuida en un mismo paciente en funcion del trata-
miento empleado?®-30,

Dado que un porcentaje considerable de pacientes
con AR tratados persiste con actividad importante, el
concepto de resistencia como consecuencia de la ex-
trusion de los FMDE por un incremento en la funcién
de ciertos transportadores es una hipétesis estimulan-
te de trabajo en el marco de una clinica de AR tem-
prana, en la cual se realiza un seguimiento riguroso
de los pacientes.

Los objetivos del presente trabajo fueron:

— Determinar y comparar la actividad de los trans-

portadores P-gp y BCRP1 en pacientes con AR

activos y pacientes con AR inactivos (o en remi-
sion).

- Investigar asociaciones entre las dosis de corti-
costeroides y/o FMDE vy la actividad de los trans-
portadores P-gp y BCRP1.

— Investigar el impacto de la AE en la actividad
funcional de los transportadores P-gp y BCRP1.

Material y métodos

Poblacion de estudio:
Clinica de Artritis Temprana

Los pacientes fueron seleccionados de la Clinica de
Artritis Temprana del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ). Bre-
vemente, la clinica inici¢ en febrero del afio 2004 con
la finalidad de identificar y tratar tempranamente a
pacientes con sospecha de AR y sintomas de menos
de 12 meses de duracion. Estd constituida por un
equipo multidisciplinario (reumatélogo, enfermera vy
trabajadora social) que realiza un seguimiento exhaus-
tivo de los pacientes, el cual incluye evaluacion de la
AE (cuenta de articulaciones inflamadas y dolorosas,
reactantes de fase aguda, evaluacion del médico y
desenlaces reportados por el paciente), de la progre-
sion radiografica (toma de radiografias de manos y
pies con periodicidad anual), de la respuesta y apego
al tratamiento, de la presencia de comorbilidades y de
eventuales complicaciones y/o eventos adversos. El
seguimiento de los pacientes es cada seis u ocho
semanas durante los dos primeros afios y posterior-
mente cada dos, cuatro o seis meses en funcion del
estado clinico de cada paciente. El tratamiento incluye
el uso de FMDE vy va dirigido a alcanzar la remision.
Aunado a la labor asistencial, la clinica se disefi¢ para
el desarrollo de investigacion en AR en nuestro pais,
y cuenta con bases de datos actualizadas con infor-
macion relativa a desenlaces clinicos, serolégicos,
radiolégicos y funcionales de los pacientes a lo largo
del seguimiento, asi como con un banco de sangre,
de material genético y bioldgico.

Hasta la fecha se han reclutado 187 pacientes, de
los cuales 160 tienen seguimiento activo, dos han fa-
llecido, siete tienen un diagnostico diferente al de AR
y 18 se han perdido en el seguimiento (méas de un afio
sin acudir a la consulta). La clinica tiene mas de 10 afios
de experiencia y, por ende, el 4% de los pacientes
tiene menos de un afio de evolucion (ingreso reciente),
el 30% de uno a cinco afios de evolucion y el 66% méas
de cinco afios de evolucién3'-°,
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Diseno del estudio y definicion
de las variables

Se trata de un estudio de casos y controles anidado
en la cohorte de pacientes con AR temprana.

Se considero caso a todo paciente con AR de acuer-
do a dos grupos de criterios internacionales de clasi-
ficacion'41 quien tuvo un indice de actividad de la
enfermedad 28 (DAS28) > 3.2 en el momento de la
inclusion al estudio® a pesar de recibir dosis terapéu-
ticas y estables (cuando menos dos meses) de FMDE.

Se consider6d control a todo paciente con AR con
los mismos criterios arriba mencionados salvo el re-
lativo a la actividad en el momento de la inclusion al
estudio; el control se definid como en remision, es
decir, DAS28 < 2.6.

Cada caso fue pareado con su respectivo control
(1:1) de acuerdo a las siguientes variables: edad
(x 10 afos), sexo y tiempo de evolucion de la enfer-
medad o de seguimiento en la clinica (+ 5 afios).

Elnivel de AE se definié de acuerdo al valor del DAS28
en cuatro categorias: alta, media, baja y remision®.

Evaluacion de los pacientes y obtencion
de las muestras

Las evaluaciones que a continuacion se detallan se
realizaron en el momento de la inclusion de los pacientes
al estudio y a los seis meses de seguimiento. La estra-
tegia de inclusion de pacientes fue primero identificando
a los casos y en un tiempo no superior a una semana se
incluyeron los controles adecuadamente pareados.

La evaluacion clinica incluyo:

- Una breve entrevista para corroborar datos socio-
demograficos, investigar sintomas de AE, confir-
mar el tratamiento y apego al mismo y definir la
presencia de comorbilidades.

- Identificacién y cuenta de articulaciones inflama-
das y dolorosas (28 posibles localizaciones)*.

- Determinacién de reactantes de fase aguda en
suero (velocidad de sedimentacion globular y
proteina C reactiva [PCR]).

- Aplicacién al paciente de escala visual analoga
de dolor y del estado general de la enfermedad,
y de cuestionarios de autoevaluacion, validados
al espafiol, para definir actividad, fatiga, dolor,
discapacidad y calidad de vida®.

- Calculo del DAS28.

- Toma de 5 ml de sangre periférica para la medi-
cién por citometria de flujo de la actividad funcio-
nal de los transportadores P-gp y BCRP1.

Procesamiento de las muestras

Todas las muestras fueron procesadas en un lapso
no superior a 1 h tras la toma de las mismas.

Se aislaron células mononucleares de sangre peri-
férica (anticoagulada con 2% de é&cido etilendiamino-
tetraacético [EDTA]) por gradiente de centrifugacion
con Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS, Oslo, Noruega).
Después de dos lavados, las células mononucleares
se contaron, ajustaron a 3 x 10%/ml y se hicieron tres
alicuotas de 1 x 106. La actividad de P-gp se midié
incubando las células en presencia de 60 pl de 400 uM
de daunorubicina (Sigma-Aldrich, San Louis, MO), sus-
trato fluorescente de P-gp, por 1 h en las siguientes
condiciones: 1 x 108 a 4 °C (como control negativo de
extrusion), 1 x 108 a 37 °C (para permitir la extrusion)
y 1 x 108 a 37 °C con 5 pl de verapamilo (Sigma-Al-
drich, San Louis, MO) de 50 mM (inhibidor de P-gp).
Para medir la actividad de BCRP1 se agregaron 20 pl
de mitoxantrona (Sigma-Aldrich, San Louis, MO) 500
UM (sustrato fluorescente de BCRP1) a 3 x 10° células
y como inhibidor se utilizaron 75 pl de KO143 (Sig-
ma-Aldrich, San Louis, MO) de 10 pM (inhibidor espe-
cifico de BCRP1), incubando en las mismas condicio-
nes previamente descritas. Posteriormente, se lavaron
las muestras con Phosphate Buffered Saline (PBS) frio,
centrifugando 10 min a 1,600 rpm. Se descartd el
sobrenadante y las células se resuspendieron en
phosphate buffered saline (PBS) frio conservandose
en hielo hasta su andlisis. La citometria de flujo se
realizd en un equipo FACS Canto Il (BD Biosciences,
San José, CA). La fluorescencia de daunorubicina se
analizé con un laser de helio neén a 488 nm y la de
mitoxantrona utilizando un laser de argén a 633 nm.
En todos los casos se adquirieron 20,000 eventos y se
uso el programa de analisis BD FACSDiva (Figs. 1y 2).

La actividad funcional de cada transportador se
expres6 como el porcentaje de linfocitos que expul-
saron el sustrato (daunorubicina para P-gp y mi-
toxantrona para BCRP1). Se defini¢ resistencia de
los transportadores P-gp y BCRP1 cuando el por-
centaje de extrusion fue mayor de 1.67% de los
linfocitos. Dicho punto de corte se establecié con
base en la actividad de ambos transportadores de-
terminada en 25 sujetos sanos (media + 2 desvia-
ciones estandar [DE]).

Consideraciones éticas

La clinica fue aprobada por el Comité Institucional
de Investigacion Biomédica en Humanos del INCMNSZ,
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Figura 1. Actividad funcional de la P-gp en linfocitos de pacientes con AR. La figura muestra un experimento representativo de linfocitos
expulsores de daunorubicina en un paciente con AR y enfermedad activa. A y B: citograma e histograma de linfocitos incubados a 4 °C
en presencia de daunorubicina. C y D: citograma e histograma de linfocitos incubados a 37 °C en presencia de daunorubicina. Tanto los
linfocitos no expulsores (mayor intensidad de fluorescencia a la derecha [53.5%]) como los expulsores (menor intensidad de fluorescencia
a la izquierda [46.5%]) son claramente evidentes. E y F: citograma e histograma de linfocitos incubados a 37 °C en presencia de dauno-
rubicina y verapamilo (inhibidor competitivo de sustratos de la P-gp). La inhibicion in vitro se aprecia claramente al comparar los histogra-
mas en D y F. La linea de corte de positividad se establecid como 2 DE por encima de la media del grupo de control (1.67% de linfocitos
expulsores de daunorubicina).
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Figura 2. Actividad funcional de BCRP1 en linfocitos de pacientes con AR. La figura muestra un experimento representativo de linfocitos
expulsores de mitoxantrona en un paciente con AR y enfermedad activa. A y B: citograma e histograma de linfocitos incubados a 4 °C en
presencia de mitoxantrona. C y D: citograma e histograma de linfocitos incubados a 37 °C en presencia de mitoxantrona. Tanto los linfo-
citos no expulsores (mayor intensidad de fluorescencia a la derecha [66.7%]) como los expulsores (menor intensidad de fluorescencia a
la izquierda [33.3%]) son claramente evidentes. E y F: citograma e histograma de linfocitos incubados a 37 °C en presencia de mitoxan-
trona y KO143 (inhibidor competitivo de sustratos de BCRP1). La inhibicion in vitro se aprecia claramente al comparar los histogramas en
D y F. La linea de corte de positividad se establecio como 2 DE por encima de la media del grupo de control (1.67% de linfocitos expul-
sores de mitoxantrona).
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al igual que el presente proyecto (Referencia: 1128).
Todos los pacientes firmaron consentimiento informa-
do para someterse a las evaluaciones de la clinica,
otorgar muestras de sangre, revisar sus expediente
clinicos y publicar los datos obtenidos del presente
estudio.

Analisis estadistico

El tamafio de la muestra se calculé con base en la
hipotesis primaria del estudio, es decir, que los pa-
cientes con AR en remision tienen un menor porcen-
taje de actividad funcional de los transportadores P-gp
y BCRP1 que los pacientes con AE, tomando en cuen-
ta una diferencia estimada para los promedios del
porcentaje de extrusion por citometria de flujo. Se es-
tim6 una diferencia de 30 puntos porcentuales entre
ambos grupos, con un poder del 80% y un alfa de
0.025 debido a la presencia de dos hipdétesis primarias
(por el analisis de dos transportadores), por lo cual se
requeria un total de nueve pacientes por grupo (18 en
total). Sin embargo, intentando lograr una normaliza-
cién de la distribucion de los resultados y consideran-
do el andlisis multivariado con las variables de trata-
miento, por conveniencia se decidid incluir un total de
40 pacientes (20 por grupo).

Estrategia del andlisis estadistico

Para el andlisis descriptivo de datos se utilizaron
frecuencias relativas e indices de tendencia central y
dispersion adecuados a la forma de distribucion y
nivel de la escala de medicién. Para la comparacion
de las variables continuas se utilizaron t de Student
y U de Mann-Withney o prueba de rangos sefialados
de Wilcoxon de acuerdo a la distribucion de las va-
riables. Para conocer el grado de correlacion entre la
AE y las dosis puntuales o acumuladas de medica-
mentos durante el ultimo afio, con la medicion de la
actividad de los transportadores, se utilizd Rho de
Spearman. Finalmente, el andlisis multivariado para
establecer la asociacion de la AE con el valor de la
actividad de ambos transportadores (de forma inde-
pendiente cada una) ajustada para las dosis de me-
dicamentos recibidas, se realizé mediante un modelo
de regresion lineal multiple incluyendo aquellos me-
dicamentos que resultaron con asociacion significa-
tiva para cada transportador.

Se asumié como significativa una p < 0.05 a dos
colas. Se utilizd el programa estadistico SPSS ver-
sién 20.

Resultados

En el presente trabajo se reportan los resultados
preliminares obtenidos tras el analisis de las primeras
17 parejas de casos y controles, con un total de 34
pacientes con AR, de los cuales 27 tuvieron segui-
miento a los seis meses.

Caracteristicas generales de la poblacion
del estudio

En la tabla 1 se presentan las caracteristicas mas
relevantes de la poblacion en el momento del ingreso
al estudio. La mayorfa fueron mujeres (94.1%), en la
cuarta década de la vida (edad media + DE: 41.6 =
10.8 afios), con educacion basica completa (media +
DE afios de educacion: 10.6 + 4.2); en general, los
pacientes incluidos tenian (en el momento del ingreso
a la clinica) factor reumatoide (FR) positivo (85.3%) y
anticuerpos contra péptidos ciclicos citrulinados
(APCC) positivos (97.5%), (media = DE) tiempo de
evolucion de 6.3 + 3.5 afios y cuando menos una
comorbilidad (82.4%). Todos los pacientes recibian
algun FMDE, siendo el nimero (media + DE) de FMDE/
paciente de 1.7 £ 0.9; ademas, 27 pacientes (79.4%)
recibian adicionalmente corticosteroides orales y la
dosis promedio (x DE) por dia equivalente a predni-
sona fue de 8.1 mg (+ 4.2).

No hubo diferencia en las variables de pareamiento
entre los casos (pacientes activos) y los controles (Ta-
bla 1). Comparados con los controles, los casos tuvie-
ron mayor actividad clinica de la enfermedad, con un
DAS28 (media + DE) al ingreso al estudio de 4.8 + 1.3
versus 1.2 £ 0.6 (p < 0.001) y mayor actividad serolé-
gica, con una concentracion de PCR (media + DE) de
1.6 + 1.2 versus 0.2 + 0.2 mg/dl (p < 0.001). Los casos
también tuvieron mayores dosis diarias de corticoste-
roides (media + DE) al ingreso al estudio y mayores
dosis acumuladas en el afio previo que los controles:
10.1 = 5 versus 6.3 + 2.1 mg/dia en equivalente de
prednisona (p = 0.03) y 4041.2 + 1848.7 versus 2348.5
+ 859.5 mg (p = 0.004), respectivamente. El uso de
FMDE fue similar en ambos grupos.

Actividad de los transportadores
en el momento del ingreso al estudio

La tabla 2 y la figura 3 resumen los resultados rele-
vantes. Los pacientes con AE (DAS28 > 3.2) tuvieron
mas frecuentemente resistencia de los transportadores
P-gp y BCRP1 que los pacientes en remision (DAS28

747



748

Gaceta Médica de México. 2016;152

Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes a su ingreso al estudio y comparacion entre pacientes activos (casos) y

en remision (controles)

Poblacion total Pacientes con AR Pacientes con AR p
(n=34) activa (n = 17) en remision
(n=17)
Caracteristicas demogréficas
Numero de pacientes (%) de sexo 32 (94.1) 16 (94.1) 16 (94.1) 1
femenino
Edad, afos, al ingreso al estudio* 416 £ 108 435 + 121 39.6 £ 9.1 0.30
Numero de pacientes (%) fumadores 4(11.8) 2(11.8) 2(11.8) 1
al ingreso al estudio
Afios de educacion completa al 106 + 4.2 95+47 116 +34 0.15
ingreso a la clinica*
Caracteristicas propias de la AR
Tiempo de evolucion de la AR, afos, 6.3 +35 6.6 + 3.9 6+32 0.61
al ingreso al estudio*
DAS28 al ingreso al estudio® 3+21 48+13 12+06 < 0.001
PCR al ingreso al estudio (mg/dl)* 09+ 1.1 16+12 02=+02 < 0.001
Numero de pacientes (%) con 17 (50) 10 (58.8) 7 (41.2) 0.49
enfermedad erosiva al ingreso
al estudio
Numero de pacientes (%) con FR 29 (85.3) 15 (88.2) 14 (82.4) 1
al ingreso a la clinica
Numero de pacientes (%) con APCC 33 (97.5) 16 (94.1) 17 (100) 1
al ingreso a la clinica
Comorbilidades al ingreso al estudio
Numero de pacientes (%) con > 1 28 (82.4) 14 (82.4) 14 (82.4) 1
comorbilidad
Puntaje de Charlson* 11+04 11+05 1.1+02 0.66
Tratamiento al ingreso al estudio
Numero de pacientes (%) con 27 (79.4) 13 (76.5) 14 (82.4) 1
corticosteroides
Dosis de corticosteroides/paciente 8.1+42 101 £5 6.3 2.1 0.03
(mg/dia)*t
Dosis de corticosteroides acumulada/ 3134.4 + 1625.2 4041.2 + 1848.7 2348.5 + 859.5 0.004
paciente en el afio previo*
Numero de FMDE/paciente* 1.7+09 1.7+£09 1.8+08 0.85

*Media + DE
fEquivalente a mg/dia de prednisona, sélo en quienes recibian prednisona.

< 2.6): 12 pacientes (70.6%) versus 8 (47.1%) (p = 0.3)
y 12 pacientes (70.6%) versus 6 (35.3%) (p = 0.08); el
porcentaje de actividad funcional de cada transporta-
dor (mediana, rango intercuartilar) fue mayor en los
pacientes con DAS28 > 3.2 que en los pacientes en
remision: 7.1% (1.4-29.3) versus 1.6% (0.7-3.5) (p =
0.02) y 6.2% (1.3-22.4) versus 1.3% (0.7-2) (p = 0.007).
Se obtuvieron resultados similares al analizar al sub-
grupo de pacientes con AR vy resistencia a P-gp
(n=12) y BCRP1 (n = 12) (Tabla 2 y Fig. 3).
Finalmente, ambos transportadores, P-gp y BCRP1,
se correlacionaron de manera significativa con la AE,

evaluada por DAS28: Rho de 0.45 (p = 0.008) y 0.52
(p = 0.002), respectivamente (Figs. 4 y 5).

Correlacion de actividad funcional
de P-gp y BCRP1 con dosis de
medicamentos

Para cada paciente se determiné la dosis de medi-
camento en el momento del ingreso al estudio y acu-
mulada en el ano previo a su inclusion; los medica-
mentos analizados fueron corticosteroides (dosis
equivalente de prednisona), metotrexato, cloroquina
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Tabla 2. Nimero de pacientes (%) con AR activos (casos) y en remision (controles) con resistencia de P-gp y BCRP1 y los
respectivos porcentajes de actividad funcional de ambos transportadores

Pacientes con Pacientes en remision p
enfermedad activa (DAS28 < 2.6)
(DAS28 = 3.2) (n = 17) (n=17)
P-gp
Numero de pacientes (%) con resistencia de P-gp 12 (70.6) 8 (47.1) 0.30
Mediana (Q25-Q75) del % de actividad funcional 7.1 (1.4-29.3) 1.6 (0.7-3.5) 0.02
en todos los pacientes
Mediana (Q25-Q75) del % de actividad funcional 19.7 (6.9-38.4) 3.5(2.9-9.1) 0.01
en los pacientes con resistencia de P-gp (n = 12)
BCRP1
Numero de pacientes (%) con resistencia 12 (70.6) 6 (35.3) 0.08
de BCRP1
Mediana (Q25-Q75) del % de actividad funcional 6.2 (1.3-22.4) 1.3(0.7-2) 0.007
en todos los pacientes
Mediana (Q25-Q75) del % de actividad funcional 11.4 (4.2-32.8) 2.49 (2-4) 0.02

en los pacientes con resistencia de BCRP1
(n=12)

(o hidroxicloroquina), azulfidina, leflunomida (un pa-
ciente) y azatioprina (un paciente). En la tabla 3 se
resumen los resultados de toda la poblacion al ingreso
al estudio, de los medicamentos méas frecuentemente
indicados. No hubo diferencia en la dosis (puntual o
acumulada) de los medicamentos entre los pacientes
con resistencia de los transportadores y los pacientes
sin resistencia. Asimismo, no hubo correlacion entre el
porcentaje de actividad funcional de cada transporta-
dor (P-gp y BCRP1) y las dosis de los diferentes far-
macos (datos no mostrados).

Impacto de la AE en la actividad funcional
de los transportadores

El modelo de regresion lineal con los datos basales
de los 34 pacientes mostrd que el DAS28 fue el unico
predictor de la actividad funcional de P-gp (coeficiente
beta: 0.50; intervalo de confianza [IC] 95%: 1.6-6.7;
p = 0.002; R?=0.23) y BCRP1 (coeficiente beta: 0.48;
IC 95%: 1.4-6.8; p = 0.004; R?= 0.21).

En el momento del analisis de los datos aqui presen-
tados, 27 pacientes completaron seis meses de segui-
miento: cuatro de ellos (14.8%) incrementaron el nivel
de actividad de acuerdo al DAS28, 13 (48.1%) mantu-
vieron el mismo nivel y 10 (37.1%) disminuyeron el
nivel de AE. A los seis meses, se increment6 el nime-
ro de pacientes con resistencia de ambos transporta-
dores, si bien el incremento fue menor en los pacientes
con mejorfa de la AE (Tabla 4); de manera similar, la

magnitud del incremento de la actividad funcional de
los transportadores fue menor en los pacientes con
mejoria clinica (Tabla 4, p sin significancia estadistica).

Finalmente, se correlacionaron las diferencias del
DAS28 (entre la evaluacion basal y a los seis meses) y
las diferencias en la actividad funcional de ambos trans-
portadores, encontrandose una correlacion moderada
y con tendencia significativa: r = 0.35 (p = 0.07) para
P-gp y r =0.33 (p = 0.09) para BCRP1 (Fig. 6).

Discusion

Existe informacion limitada acerca de la participa-
cion de los transportadores P-gp y BCRP1 en las en-
fermedades reumaticas autoinmunes. En pacientes
que requieren de la administracion de farmacos anti-
inflamatorios y/o de FMDE, un incremento en la funcién
de éstos por células del sistema inmune pudiera estar
asociado con un efecto terapéutico insuficiente. En
AR, la respuesta a la terapia juega un papel determi-
nante en el pronostico de los pacientes. Mas adn, no
existe actualmente una férmula precisa ni una com-
binacién de medicamentos que haya demostrado ser
universalmente efectiva. Son numerosas las razones
que se pueden invocar, si bien una de ellas se fun-
damenta en la respuesta idiosincrasica de los pacien-
tes a las dosis, las combinaciones y los periodos de
los distintos tratamientos terapéuticos, en el marco
conceptual de un tratamiento que aun hoy, se conside-
ra de por vida. Entre los farmacos més frecuentemente
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Figura 3. Porcentaje de actividad funcional de P-gp y BCRP1 en pacientes con AR (casos) y pacientes en remision (controles). La figura
muestra el porcentaje de actividad funcional de P-gp (paneles superiores) y BCRP1 (paneles inferiores) en pacientes con enfermedad
activa y pacientes en remision. Los paneles de la izquierda muestran el andlisis en toda la poblacidn y los de la derecha, en la poblacion
de pacientes con AR y resistencia a los transportadores. Cada caja representa la mediana (barra horizontal en negrita), los percentiles 25
y 75 (limites inferior y superior de la caja) y el minimo y el maximo (lineas sobresalientes).

empleados destacan la prednisona, los antipaludicos
(cloroquina e hidroxicloroquina), el metotrexato, la leflu-
nomida y la sulfasalazina, los cuales son sustratos de
la P-gp (los dos primeros) y del transportador BCRP1
(los tres ultimos).

En el presente trabajo se observé que los pacientes
con AE fueron los que presentaron, a su vez, mayor
actividad de los transportadores P-gp y BCRP1 y ma-
yor resistencia por parte de éstos. Ademas, se eviden-
cié una correlacion significativa entre ambos transpor-
tadores con la AE. Finalmente, ésta, evaluada a través
de un indice compuesto validado, fue el Unico predic-
tor de la actividad funcional de la P-gp y del BCRP1

en las muestras basales, presentando una tendencia
similar cuando se incluyeron las muestras a los seis
meses de seguimiento. A este respecto, cabe subrayar
gue una de las funciones fisiolégicas de ambos trans-
portadores es la destoxificacion celular, por 1o que no
se puede descartar que la hiperfuncionalidad de am-
bas proteinas sea el resultado de la suma algebraica
de esquemas terapéuticos con multiples agentes y de
la secrecion activa de mediadores de la inflamacion,
pero no necesariamente un defecto inherente a la en-
fermedad. Asi, se sabe que varias citocinas como el
FNT-y, la interleucina (IL) 2, la IL-12 y el IFN-y, (interfe-
rén) son sustratos de los transportadores de la familia
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Figura 4. Correlacion entre la actividad funcional de P-gp y la AE
evaluada por DAS28. La figura muestra la correlacion entre la acti-
vidad funcional de P-gp (linea ordenada) y la AE de acuerdo al
DAS28 (linea abscisa).
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Figura 5. Correlacion entre la actividad funcional de BCRP1 y la AE
evaluada por DAS28. La figura muestra la correlacion entre la acti-
vidad funcional de BCRP1 (linea ordenada) y la AE de acuerdo al
DAS28 (linea abscisa).

Tabla 3. Tratamiento en el momento del ingreso al estudio y acumulado en toda la poblacién de pacientes con AR; incluye

corticosteroides y los FMDE mas frecuentemente indicados

Poblacion general

(n = 34)
Numero de pacientes (%) con corticosteroides 27 (79.4)
Prednisona/paciente (mg/dia)* 7.5 (5-10)

Miligramos de prednisona acumulados en afio previo/paciente*
Numero de pacientes (%) con metotrexato

Metotrexato (mg/semana), mediana (min-max)*

Miligramos de metotrexato acumulados en afio previo/paciente*
Numero de pacientes (%) con cloroquina

Cloroquina/paciente (mg/dia)*

Miligramos de cloroquina acumulados en afio previo/paciente*
Numero de pacientes (%) con azulfidina

Azulfidina/paciente (g/dia)*

Gramos de azulfidina acumulados en afio previo/paciente”

2807.5 (1880.6-3773.8)
30 (88.2)

25 (23.8-25)
1303.6 (930.5-1303.6)
12 (35.3)

150 (150-150)
39.700 (26.700-54.862.5)
13(38.2)

2 (2-3)

493 (295.6-714.8)

*Mediana (Q25-Q75): los datos se obtienen de la subpoblacién que tomaba dicho medicamento.

ABC incluidos la P-gp y el BCRP14%. Interesantemente,
se ha mostrado que el bloqueo in vitro de ambos
transportadores con quimiosensibilizadores tales como
el verapamilo y el KO143 ha sido capaz de inhibir
tanto la resistencia a algunos FMDE como la secrecion

de citocinas proinflamatorias, particularmente el FNT-a,
el cual juega un papel protagdnico en la fisiopatologia
de la AR,

Una de las fortalezas del presente trabajo es el mar-
co clinico en el cual se desarrollé. La poblacién de
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Tabla 4. Resistencia de transportadores y actividad funcional de los mismos a los seis meses de seguimiento de acuerdo a

la evolucioén clinica de los pacientes

Comportamiento = DAS28  Numero de p % de p Numero de p Incremento p
de la alos pacientes actividad pacientes (%) del % de
enfermedad 6 meses* (%) con funcional que actividad
a los 6 meses resistencia alos incrementan funcional*
6 meses* la actividad
funcional
Transportador P-gp
Pacientes que 3(2.7-3) 3(75) 0.4 9 (0-22) 05 3 (75) 0.6 3.7 (3.7-21.6) 0.9
empeoran,
(n=4)
Pacientes que se 2 (1-4) 12 (92) 0.4 5 (2.8-23) 0.5 10 (77) 0.6 4.4 (1.3-16.1) 0.9
mantienen con el
mismo nivel de
actividad,
(n=13)
Pacientes que 2.4 (1.8-3) 7 (70) 04 25(1.2-21) 05 5 (50) 0.6 2.7 (0.6-37.7) 0.9
mejoran,
(n =10)
Transportador BCRP1
Pacientes que 3 (2.7-3) 3 (75) 0.4 12 (0-20) 0.8 3(75) 0.4 13.9 (7.3-19.7) 0.7
empeoran,
(n=14)
Pacientes que se 2 (1-4) 12 (92) 0.4 4 (2.7-28) 0.8 11 (85) 0.4 3.1 (1.5-31.9) 0.7
mantienen con
el mismo nivel
de actividad,
(n=13)
Pacientes 2.4 (1.8-3) 7 (70) 0.4 3(1-19.8) 0.8 6 (60) 04 6.2 (2-27) 0.7
que mejoran,
(n=10)

*Mediana (Q25-Q75).

estudio incluy6 a pacientes con AR de poco tiempo de
evolucion, y con un seguimiento activo y estandarizado.
La gran mayoria de los pacientes tuvieron autoanticuer-
pos (FR y APCC), los cuales confieren homogeneidad
seroldgica y pronodstica a la poblacion, pues ambos
condicionan peores desenlaces de la enfermedad,
como una mayor actividad clinica y la progresion ra-
diolégica*®48; por otra parte, el seguimiento de los
pacientes fue riguroso, ya que se aplicaron regular-
mente indices internacionales de actividad y respues-
ta validados en nuestra poblacion. Con respecto al
tratamiento, éste se recopild con un instrumento tam-
bién estandarizado y se corrobord con una evaluacion
de la adherencia, por lo cual fue posible determinar
con exactitud el tratamiento acumulado real e investi-
gar su posible asociacién con la actividad funcional
de ambos transportadores. A este respecto, cabe

mencionar que, Si bien es cierto que los pacientes
incluidos tuvieron una media de seguimiento corta, de
seis afos, desde el punto de vista del medicamento
acumulado la dosis fue considerable; se ha descrito
que el uso de ciertos medicamentos induce la expre-
sion de transportadores*’; sin embargo, se desconoce
si lo anterior viene determinado por el tiempo de uso,
por las dosis acumuladas, por la combinacion de los
tratamientos empleados o por la suma de todo lo an-
terior. Si bien no encontramos una asociacion entre la
dosis de medicamento acumulada en el afio previo y
la actividad de los transportadores, pudiera tener que
ver con las caracteristicas de nuestra poblacion en el
momento del ingreso al estudio, ya previamente trata-
da. Idealmente, la actividad funcional de los transpor-
tadores debiera de medirse en pacientes virgenes a
tratamiento (poco probable por el tipo de institucion
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Figura 6. Correlacion entre los cambios (a los seis meses de seguimiento) en el DAS28 y en la actividad funcional de los transportadores.
La figura representa la correlacion entre los cambios en el DAS28 (linea abscisa) y los cambios en la actividad funcional de los transpor-
tadores P-gp (panel de la izquierda) y BCRP1 (panel de la derecha). Cada panel esta dividido por una linea vertical, la cual representa
que no hay variacion en el DAS28, y una linea horizontal, que representa que no hay variacion en la actividad funcional del transportador.
Cada punto representa un paciente. Los puntos localizados a la derecha de la linea vertical representan a pacientes con incremento en
la AE (y viceversa). Los puntos localizados por encima de la linea horizontal representan a pacientes con incremento en la actividad

funcional del transportador.

en la cual trabajamos) o poco de tiempo después de
haberlo iniciado. Dicho estudio esta siendo desarrolla-
do actualmente en la clinica de AR temprana.

Otro punto a resaltar como fortaleza del trabajo es
el procedimiento empleado para detectar la actividad
funcional de los transportadores mediante la medicién
de la expulsion de compuestos fluorescentes depen-
dientes de P-gp y BCRP1, a saber daunorubicina,
rodamina 123 y/o mitoxantrona. Con tales sustancias
es posible medir la capacidad individual de cada cé-
lula para expulsar medicamentos sustratos de dichos
transportadores*®. Asi, porcentajes tan bajos como un
3% de células expulsoras, bien sea de daunorubicina
0 mitoxantrona, pudieran ser responsables de condi-
cionar un estado de resistencia a los medicamentos
relacionados con tales transportadores (o bien reflejar
actividad o exacerbacion de la enfermedad). Intere-
santemente, existen varios inhibidores, en particular de
la P-gp, capaces de revertir el fenotipo de resisten-
cia®; si bien éstos se han empleado en neoplasias,
pudiéramos argumentar un beneficio terapéutico (toda
vez que se agreguen a los tratamientos empleados)
como optimizadores de la accion farmacologica de los
FMDE (toda vez que sean sustratos de los transporta-
dores aqui descritos).

En suma, nuestros resultados muestran que los pa-
cientes con AR activa presentan mayor actividad funcio-
nal de los transportadores P-gp y BCRP1 en comparacion
con los pacientes en remision. La AE se correlaciona
positivamente con la actividad de los transportadores,
de manera puntual y a los seis meses de seguimiento.
Hasta donde sabemos, éste es el primer estudio en la
literatura que valora concomitantemente la funcion
de los transportadores P-gp y BCRP1 en AR. A pesar
de nuestros datos preliminares, pareciera concluyente
que, en pacientes con AR, el comportamiento de la
P-gp vy la BCRP1 esta condicionado por la AE.
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