pacientes fueron homocigotos A/A normal, 7.3 heterocigoto A/G y no se

observé ningun homocigoto mutado G/G para este SNP (Fig. 9).

12 34 5 67 8 9 10 1112 13 14

Figura 8. Digestiones con la enzima Tagq | de los productos amplificados de 317 pb
del polimorfismo A61G. Electroforesis en gel de agarosa al 3% que muestra en el
Carril 1: Marcador pBS + Msp |; Carriles 2- 11: Producto amplificado de 317 pb digerido
con Tag |, Las muestra que se observa en el carril 2 es heterocigoto y la de los carriles
3-11 son normales. Carril 12; Producto amplificado sin digerir. Camil13: pBabe sin
digerir y en el carril 14 : Control de corte digerido con Taqg |
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Fig. 9. Frecuencia del polimorfismo AG1G en los pacientes con LLA
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4.3.2 Frecuencia del polimorfismo (SNP) T307C

El producto amplificado de 317 pb obtenido para la identificacion del SNP
T307C fue digerido con la enzima Ban Il (Fig.10). Para este polimorfismo
encontramos que el 100% de los pacientes fueron homocigotos normales T/T

(Fig. 11).

317 pb
320 pp —> e

Figura 10. Digestiones con la enzima Ban Il de los productos amplificados de 317 pb
del polimorfismo T307C. Electroforesis en gel de agarosa al 3% que muestra en el
Carril 1: Marcador pBS + Msp [; Carriles 2- 6. Producto amplificado de 317 pb digerido
con Ban ll. Las muestras que se observan son de pacientes con LLA homocigotos
normales. Carril 7: pBabe sin digerir y en el carril 8: Control de corte digerido con Ban
I
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Fig. 11. Frecuencia del polimorfismo T307C en los pacientes con LLA

4.3.3 Frecuencia del polimorfismo (SNP) G1199A

Mediante el analisis de los resultados obtenidos después de la digestién con
la enzima Eco 571 del producto amplificado de 258 pb para este polimorfismo
(Fig. 12), se encontro6 que el 36.3% de los pacientes fueron homocigotos
normales G/G, el 45.4% fueron heterocigotos G/A y el 18.1% homocigotos

mutados (Fig. 13)
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Figura 12. Digestiones con la enzima Eco 57! de los productos amplificados de 258
pb del polimorfismo G1199A. Electroforesis en gel de agarosa al 3% que muestra en
los Carriles 1- 10: Producto amplificado de 258 pb digerido con Eco 571. Camil 11:
Marcador escalera de DNA de 100 pb. Las muestras que se observan en el carril 1-9
son heterocigotos; la muestra del carril 10 es homocigoto mutado.
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Fig. 13. Frecuencia del polimorfisma G1199A en los pacientes con LLA
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4.3.4 Frecuencia del polimorfismo (SNP) C1236T

La frecuencia del polimorfismo C1236T fue determinado mediante la
digestion del producto amplificado de 366 pb con la enzima Hae Il (Fig. 14). La
frecuencia encontrada en las muestras de los pacientes analizados fue de un
54.5% homocigoto normal C/C, 36.3% heterocigoto C/T y de un 9.0%

homocigotos mutado T/T (Fig. 15)

123 45 678 9 M

Figura 14. Digestiones con la enzima Hae lll de los productos amplificados de 366 pb
del polimorfismo C1236T. Electroforesis en gel de agarosa al 3% que muestra en los
Carriles 1- 7. Producto amplificado de 366 pb digerido con Hae lll. Camil 8: producto
amplificado sin digerir. Carril 9: Control de corte digerido con Hae lll. Caril M:
Marcador escalera de DNA de 100 pb. Las muestras que se observan en el carril 1,3,5
y 7 son homocigoto mutado y las muestras del carril 2,4 y 6 son homocigoto normal.
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Fig. 15. Frecuencia del polimorfismo C1236T en los pacientes con LLA

4.3.5 Frecuencia del polimorfismo (SNP) G2677A

Después de hacer la digestion del producto amplificado de 220 pb con la
enzima Bsr | (Fig. 16) encontramos que el 100% de los pacientes LLA eran
homocigotos normales G/G, y no encontramos las otras variedades de este

polimorfismo (Fig. 17).
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Figura 16. Digestiones con la enzima Bsr | de los productos amplificados de 220 pb
del polimorfismo G2677A. Electroforesis en gel de agarosa al 3% que muestra en los
Carriles 1- 12: Producto amplificado de 220 pb digerido con Bsr |. Carril 14: producto
amplificado sin digerir. Carril 13: Marcador escalera de DNA de 100 pb. Las muestras
que se observan son normales.
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Fig. 17. Frecuencia del polimorfismo G2677A en los pacientes con LLA

4.3.6 Frecuencia del polimorfismo (SNP) C3435T

Para determinar la frecuencia del genotipo C3435T del exén 26 se hizo la
digestién del producto amplificado de 197 pb con la enzima Sau 3Al (Fig.18) y
se encontrd que el 41.8 % (23/55) de los pacientes fueron homocigotos
normales (C/C), el 10.9% (6/55) homocigotos mutados (T/T) y el 47.2% (26/55)

heterocigotos (C/T) (Fig. 19).
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Figura 18. Digestiones con la enzima Sau 3Al de los productos amplificados de 197
pb del polimorfismo C3435T. Electroforesis en gel de agarosa al 3% que muestra en
los Carriles 1- 5: Producto amplificado de 197 pb digerido con Sau 3Al. Carril 6:
Marcador escalera de DNA de 100 pb. Carril 7: Control de corte digerido con Sau 3Al.
Las muestras que se observan en el carril 1, 4 y 5 son heterocigotos; la muestra del
carril 2 es homocigoto normal y la muestra del carril 3 es homocigoto mutado.
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Fig. 19. Frecuencia del polimorfismo C3435T en los pacientes con LLA
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4.4 Expresion del gen MDR-1 en los pacientes con LLA

Para determinar la expresion del gen MDR-1 se utilizé la técnica de PCR en
Tiempo Real, y para normalizar y optimizar el ensayo se incluyé el analisis de

expresion del gen GAPDH (Fig. 20).
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Fig. 20. Expresion del gen MDR-1 mediante la técnica de PCR en Tiempo Real. Figura
representativa de los valores de CT o nimero de ciclos en el que se detecta la
expresion tanto del gen MDR-1 como el de GAPDH.

Encontramos variaciones en la expresion relativa del gen MDR-1 en cada
uno de los pacientes. El valor mas bajo de expresion observado es de 0.486 y

el mas alto es de 1.142. (Fig. 21).
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Fig. 21. Expresion relativa normalizada del gen MDR-1 en los pacientes con LLA. Se
muestra los valores individuales de expresion de cada uno de los pacientes con LLA
incluidos en el estudio.

Se mostraran mas adelante los resultados de la comparacion entre la
expresion y la presencia de los polimorfismos, ya que aunque la mayoria de los
pacientes presentaron valores de expresion relativa intermedia y alta, éstos
fueron Unicamente significativos en pacientes con el polimorfismo C3435T y no

se encontro significancia en pacientes con los otros SNPs.

4.5 Correlacion entre la expresion y actividad de la Gp-P del gen MDR-1 y
la presencia de los polimorfismos.

Se hizo la correlacion de la expresién y actividad de la Gp-P del gen MDR-1

con respecto a la presencia de los polimorfismos C1236T, G1199A, A61G y
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C3435T, ya que los pacientes analizados para los SNPs T307C y G2677A

fueron homocigotos normales.

4.5.1 Correlacion de la expresion y actividad de la Gp-P con la
presencia del polimorfismo C1236T.

Tanto la expresibn como la actividad no presentaron diferencias

significativas cuando fueron comparadas con las variantes alélicas C/C, C/T y

T/T del polimorfismo C1236T (Fig. 22).
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Fig.22. Relacion entre la actividad de la Gp-P, el genotipo C1236T y la expresion del
RNAm del gen MDR-1. (A), Resultados individuales (medias y desviacion estandar) de
la actividad de la Gp-P de las células mononucleares de los pacientes LLA con
diferentes genotipos MDR-1 en la posicion 1236. (B), Resultados individuales de la
expresion relativa del RNAm del gen MDR-1 en relacién con diferentes genotipos del
polimorfismo C1236T de 55 pacientes LLA, medido por PCR en Tiempo Real. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos tanto para la expresiéon como
para la actividad.

4.5.2 Correlacidn de la expresion y actividad de la Gp-P con la presencia
del polimorfismo G1199A

Para este polimorfismo na se encontraron diferencias significativas al
relacionar la expresién relativa y la actividad de la Gp-P con las vanantes
alélicas G/G, G/A y A/A del polimorfismo G1199A. A pesar de no ser

significativos los valores de expresion relativa entre los genotipos, para este
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polimorfismo se observaron valores mas altos en los pacientes con el genotipo
normal G/G, valores intermedios en los heterocigotos y valores mas bajos en

los homocigotos mutados A/A (Fig. 23).
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Fig.23. Relacion entre la actividad de la Gp-P, el genotipo G1199A y la expresion del
RNAm del gen MDR-1. (A), Resultados individuales { medias y desviacién estandar) de
la actividad de la Gp-P de las células mononucleares de los pacientes LLA con
diferentes genotipos MDR-1 en la posicion 1199. (B), Resultados individuales de la
expresion relativa del RNAm del gen MDR-1 en relacién con diferentes genotipos del
polimorfismo G1199A de 55 pacientes LLA, medido por PCR en Tiempo Real. No se .
encontraron diferencias significativas entre los grupos tanto para la expresién como
para la actividad.

4.5.3 Correlacion de la expresion y actividad de la Gp-P con la presencia
del polimorfismo A61G

En este polimorfismo Gnicamente encontramos las variantes alélicas
homocigoto normal A/A y heterocigoto A/T, las cuales al compararlas con la
expresion relativa y la actividad de la Gp-P, no encontramos una correlacion

significativa (Fig. 24).
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Fig.24. Relacion entre la actividad de la Gp-P, el genotipo A61G y la expresion del
RNAm del gen MDR-1. (A), Resultados individuales { medias y desviacion estandar) de
la actividad de la Gp-P de las células mononucleares de los pacientes LLA con
diferentes genotipos MDR-1 en la posicion 61. (B), Resultados individuales de la
expresion relativa del RNAm del gen MDR-1 en relacién con diferentes genotipos del
polimorfismo A61G de 55 pacientes LLA, medido por PCR en Tiempo Real. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos tanto para la expresion como
para la actividad.

4.5.4 Correlacion de la expresion y actividad de la Gp-P con la presencia
del polimorfismo C3435T

Mediante el ensayo de rodamina 123 se pudieron detectar diferencias
significativas entre los valores de actividad de las células mononucleares de los
pacientes con LLA con diferentes genotipos en el exén 26 del gen MDR-1. Los
sujetos homocigotos C/C tuvieron una mayor actividad de la Gp-P que los
sujetos homocigotos mutados TT (P= 0.001). Los sujetos heterocigotos
presentaron valores intermedios de actividad. Con respecto a los valores de
expresion relativa, no se encontraron diferencias significativas al comparar con

los diferentes genotipos C3435T (Fig. 25).
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Fig.25. Relacién entre la actividad de la Gp-P, el genotipo C3435T vy la expresion del
RNAm del gen MDR-1. (A), Resultados individuales ( medias y desviacién estandar) de
la actividad de la Gp-P de las células mononucleares de los pacientes LLA con
diferentes genotipos MDR-1 en la posicion 3435, P = 0.001. (B), Resultados
individuales de la expresion relativa del RNAm del gen MDR-1 en relacién con
diferentes genotipos del polimorfismo C3435T de 55 pacientes LLA, medido por PCR
en Tiempo Real. No se encontraron diferencias significativas de expresion relativa
entre los grupos.

4.6 Relacion entre el polimorfismo C3435T del gen MDR-1 y la respuesta
clinica de los pacientes con LLA.

De acuerdo al analisis de la carga genética del polimorfismo C3435T del
gen MDR-1 que se realiz6 a todos los pacientes LLA, encontramos que existe
un factor de riesgo de 2.7 mayor de sufrir recaidas en aquellos que son
homocigotos CC comparado con los pacientes CT/TT [P = 0.029 (RR, 95% ClI
2.7, 1.1 = 7.0)] (Tabla 10). De estos pacientes, 15 (25.4 %) sufrieron recaidas
durante el tratamiento y 40 (72.7 %) permanecieron estables (Tabia 9). Se hizo
tambien el andlisis de riesgo relativo entre ios pacientes LLA homocigotos CC
comparado con los pacientes CT/TT con respecto a la sobrevivencia
considerando que 12 (21.8 %) fallecieron y 43 (78.2) sobrevivieron durante el

presente estudio (Tabla 9). Ademas se encontré con el analisis estadistico que
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los pacientes CC presentaron un riesgo relativo de 2.7 veces mas de fLLAecer
[P = 0.060 (RR, 95% Cl 2.7, 0.9 -8.1)] comparado con los que fueron CT/TT,

aungue la diferencia no fue significativa (Tabla 10).

Tabla 10. Refacién entre el polimorfismo C3435T del gen MDR-1y la respuesta
clinica de los pacientes con LLA

Pacientes LLA  Genotipo CC Genotipo RR (IC 95%) ValordeP
(n=155) (%) CT/TT (%)

Recaidas 10 (18.3) 5 (9.2)

2.7(1.1-17.0) 0.029
No Recaidas 13 (23.3) 27 (49.2)
Sobrevivientes 15 (27.2) 28 (50.9)

2.7(0.9-8.1) 0.06
Fallecidos 8 (14.6) 4 (7.3)
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CAPITULOV

DISCUSION

El gen MDR-1 humano estd compuesto por 28 exones y los
polimorfismos fueron identificados por primera vez por Kioka y colaboradores
mediante estudios in vifro en células cancerosas®, subsecuentemente otros
grupos, entre los que se incluye a Hoffmeyer y colaboradores® han realizado
un estudio completo de toda la region codificante del gen. La mayoria de estos
trabajos se han llevado a cabo en sujetos voluntarios sanos caucasicos,
asiaticos, africanos, etc, y existen diferencias importantes en las frecuencias
alélicas debido a las diferencias étnicas, como es el caso del SNP C3435T del
exdn 26 que se ha observado mas frecuentemente en las poblaciones africanas

y caucasicas®; el genotipo G2677A del exon 21 que es mas comdn entre la

67,68,

poblacion japonesa® % el SNP C1236T mas frecuente en sujetos asiaticos y
caucasicos y la variante 1236T que se ha detectado mas en los asiaticos que
en los caucéasicos. Con esto se ha demostrado ampliamente que la frecuencia y
combinaciones de haplotipos del gen MDR-1 es diferente entre las

poblaciones®.

A partir de que se reportd que el polimorfismo C3435T del gen MDR-1
esta asociado con cambios en la expresién y funcion de la Gp-P*, la gran
mayoria de los estudios se han enfocado sobre este polimorfismo sinénimo ya

que no provoca cambio de aminoacido en la proteina. El estudio de Hoffmeyer
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fue el primero en el que se reporté la reduccidon de dos veces la expresion de la
Gp-P en muestras de duodeno de sujetos caucasicos sanos, cuando portaban
el alelo 3435T y esto fué asociado a aitos niveles de digoxina plasmatica. Estos
resultados fueron confirmados por Johne™, Verstuyft’' , Kurata vy
colaboradores. Sin embargo estas observaciones no concuerdan con lo
reportado poreGerloff y colaboradores’™ quienes no encontraron diferencias
signicativas en los niveles de digoxina al comparar sujetos caucasicos sanos
con el alelo 3435T y 3435C. Por otro lado Nakamura y colaboradores’™
cuantificaron el RNAm del gen MDR-1 a partir de muestras de duodeno y
encontraron niveles elevados en sujetos japoneses con el alelo 3435T al
compararios con sujetos 3435C, resultados que también son contrarios a los
encontrados por Hoffmeyer y colaboradores. La controversia no se limita a
poblaciones asiaticas, en un estudio realizado en sujetos caucasicos sanos por
Siegmund y colaboradores, ellos no encontraron influencia de este polimorfismo
sobre la expresién de la Gp-P. De la misma manera van der Heiden y
colaboradores™ trabajando con células de médula ésea de pacientes con
Leucemia Mieloide Aguda no encontraron diferencias tanto en la actividad como
en la expresién de la Gp-P. Los mismos resultados fueron obtenidos por
Tanabe y colaboradores pero con muestras de placentas’™. Por lo
anteriormente descrito es claro que hay mucha controversia en el efecto del

polimorfismo C3435T y la actividad de la Gp-P.

La presencia del polimorfismo C3435T es de gran relevancia en otras

enfermedades, como en el cancer de mama donde los pacientes con el
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genotipo T/T presentan una mayor respuesta a la quimioterapia’’, en la
epilepsia donde los pacientes responden mejor al tratamiento cuando tienen el
genotipo T/T'®, de la misma manera los pacientes con HIV responden mejor con
el mismo genotipo T/T'®, y esto se ve reflejado en la cuenta de células CD4+.
Es importante mencionar que aunque existen discrepancias en la mayoria de
los estudios greporlados, se considera la relevancia funcional de este
polimorfismo C3435T a nivel del RNAm, de la proteina Gp-P o de la actividad
de la misma en diversos tejidos. La pregunta sigue estando presente, en
cuanto a como este polimorfismo puede influenciar sobre la expresion y
actividad de la Gp-P ya que como ya se menciond es silencioso (lle142lle). Se
postula que puede estar relacionado con otro polimorfismo, o bien que podria
depender de la estabilidad del RNAm, o de algin cambio a nivel del promotor
del gen, presencia de potenciadores o variaciones en el procesamiento del

RNAM™,

En el presente trabajo se evalué la influencia de seis polimorfismos de la
secuencia codificadora del gen MDR-1 sobre la expresién del RNAm vy la
actividad de la Gp-P en pacientes con LLA. Los SNPs que se analizaron fueron
el A61G del exén 2, el T307C del exdn 5, el G1199A del exén 11, el C1236T del
exon 12, el G2677A del exén 21 y el C3435T del exdn 26. Para el polimorfismo
AB1G encontramos una frecuencia del 92.7% de homocigotos normales A/A, un
7.3% de heterocigotos y no se detectd el alelo G/G; en el analisis del T307C

todos los pacientes fueron T/T homocigotos normales; para el G1199A se
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obtuvo una frecuencia de 36.3% G/G, 45.4% G/A y 18.1 G/G; para el
polimorfismo C1236T encontramos una frecuencia del 54.5% del alelo C/C,
36.3% del C/T y 9.0% del T/T; para el SNP G2677A todas las muestras
analizadas fueron G/G homocigotos normales. Se analizé también la frecuencia
del polimorfismo C3435T en los pacientes y se encontré que el 41.8 % (23/55)
de ellos fueroen homocigotos normales (C/C), el 10.9% (6/55) homocigotos

mutados (T/T) y el 47.2% (26/55) heterocigotos (C/T).

De los seis polimorfismos estudiados, sélo se enconiré diferencia
significativa para el caso de la actividad de la Gp-P en los pacientes que
portaban el polimorfismo C3435T, de los cuales, los que tenian el alelo C/C
presentaron una mayor actividad de la Gp-P al ser comparados con los del
alelo T/T; los portadores del alelo heterocigoto C/T tuvieron valores intermedios
de actividad. Estos resultados son similares a los encontrados por Hitzl y
colaboradores *® quienes trabajaron con células CD 56+ de sujetos caucasicos
y encontraron mayor actividad de la Gp-P en los sujetos con el alelo C/C
comparados con los que tenian el alelo T/T utilizando también el mismo ensayo
con rodamina 123. Otros estudios no han encontrado diferencias en la
actividad, por ejemplo van der Heiden y colaboradores®', igualmente, Calado y
colaboradores® no encontraron diferencias de actividad en células CD 34+ de
voluntarios sanos y Tanabe y colaboradores® en placenta, tampoco
encontraron diferencias al comparar los diferentes alelos del polimorfismo

C3435T del gen MDR-1.
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Debido a la importancia que se le ha dado al polimorfismo C3435T y en
base a los resultados significativos que encontramos con respecto a la
actividad, también analizamos si existia alguna influencia de las variantes
alélicas de este SNP sobre la respuesta clinica de los pacientes con LLA
estudiados, y encontramos que existe 2.7 veces mas riesgo de sufrir recaidas
en aquellos que son homocigotos CC comparados con los pacientes CT/TT [P =
0.029 (RR, 95% CIl 2.7, 1.1 = 7.0 )]. Se hizo también el analisis de riesgo
relativo entre los pacientes CC comparado con los pacientes CT/TT con
respecto a la sobrevida y se encontré que los pacientes CC presentaron un
riesgo relativo de 2.7 veces mas de fallecer [P = 0.060 (RR, 95% Cl 2.7, 0.9 -
8.1)] comparado con los que fueron CT/TT, aunque la diferencia no fue
significativa. Estos resultados concuerdan con los obtenidos recientemente por

Jamroziak y colaboradores®

quienes publicaron que el polimorfismo C3435T
esta involucrado tanto en la susceptibilidad como en la respuesta clinica de
pacientes caucdsicos con LLA; de acuerdo al estudio realizado por estos
autores los pacientes portadores del genotipo T/T tienen mas riesgo de

desarrollar LLA que los otros individuos, mientras que los pacientes con el

genotipo CC presentan un mal pronéstico.

Siegmund y colaboradores® realizaron un estudio con 212 pacientes y
567 sujetos sanos y encontraron una correlacion entre un mayor riesgo de
desarrollar tumor renal en pacientes con el genotipo C/T y T/T. En otro estudio
pero trabajando con pacientes con Leucemia Mieloide Aguda, limer y

colaboradores® encontraron que los pacientes con el genotipo C/C presentaron
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un menor tiempo de sobrevida comparado con los que tienen los otros
genotipos C3435T del gen MDR-1. Efferth y colaboradores® no encontraron
diferencias significativas en la sobrevida de pacientes con LLA con los

diferentes genotipos C3435T.

Nosotros encontramos que los pacientes' C/C presentaron un riesgo
relativo de 2.7 veces mas de fallecer [P = 0.060 (RR, 95% CIl 2.7, 0.9 -8.1)]

comparado con los que fueron CT/TT (aunque la diferencia no fue significativa).

Este es el primer estudio realizado en México en el que se analizé la
participacion del gen MDR-1 en pacientes con LLA y se correlacioné los niveles

de actividad con la respuesta a la quimioterapia.

Es importante considerar que para entender el mecanismo de
modulacién del gen MDR-1 es necesario evaluar |a actividad y expresion de la
Gp-P producto del gen, aplicando estudios de correlacién genotipo-fenotipo con
un mayor nimero de muestras y aparearlos con muestras control, con la
finalidad de incrementar el conocimiento entre la presencia de los SNPs , la
respuesta clinica y el pronéstico de los pacientes que dependen de tratamientos

en los que los medicamentos son sustratos naturales de la Gp-P.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se evaluaron seis polimorfismos de la secuencia codificadora del gen
MDR-1 en pacientes con LLA. Los SNPs fueron el A61G del exén 2, el
T307C del exdn 5, el G1199A del exén 11, el C1236T del exén 12, el

G2677A del exdn 21 y el C3435T del exdn 26.

Sélo se encontré diferencia significativa para el caso de la actividad de la
Gp-P en los pacientes que portaban el polimorfismo C3435T, de los
cuales, los que tenian el genotipo C/C presentaron una mayor actividad

al ser comparados con los del genotipo T/T.

Debido a la importancia que se le ha dado al polimorfismo C3435T y en
base a los resultados significativos que encontramos con respecto a la
actividad, se observé que existe 2.7 veces mas riesgo de sufrir recaidas
en aquelios pacientes con LLA que son homocigotos CC comparados

con los pacientes CT/TT.
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