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RESUMEN

La leucemia es la proliferaciéon maligna de las células hematopo-
yéticas. La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la malignidad
mas comun en nifos y representa 20% de las leucemias agudas
en adultos. Aunque la etiologia de la LLA se desconoce, factores
genéticos y ambientales parecen estar involucrados. Cabe hacer
mencién que polimorfismos (SNP) en genes que participan en el
transporte y metabolismo de xenobidticos se han asociado con
un mayor riesgo para LLA. La glicoproteina-P (P-gp), producto
del gen resistente a multiples drogas (MDR1 o ABCB1), es un
importante transportador de membrana dependiente de energia
(ATP) que participa en la absorcién, distribucién y eliminacién
de numerosas drogas y actiia como una bomba de eflujo depen-
diente de energia que exporta su sustrato fuera de la célula.
Con base en lo anterior el objetivo del estudio fue determinar
la frecuencia del SNP C3435T (rs1045642) del gen MDR1 y su
asociacién con LLA en una poblacién del sureste mexicano. Se
realiz6 un estudio de casos y controles. Los datos clinicos fueron
colectados de los expedientes clinicos. Se incluyeron 102 sujetos;
34 pacientes con LLA (la edad promedio fue 39.9 + 18 afios) y 68
controles (la edad promedio fue 40.9 + 17.7 afios). El polimorfis-
mo fue analizado mediante PCR-RFLP. Las frecuencias obser-
vadas del SNP rs1045642 fueron similares en ambos grupos (p=
0.3090). El grupo control estuvo en Equilibrio de Hardy Wein-
berg. En nuestra poblacién de estudio no se encontré asociacién
entre los SNP evaluado y la predisposicién a LLA.

Palabras clave: Leucemia linfoblastica aguda, polimorfismo
C3435T, gen MDRI1.

INTRODUCCION

La leucemia es la proliferacién maligna de las
células hematopoyéticas (Sans, 2001), cuya
acumulacién progresiva se acompana de una
disminucién en la produccion de elementos san-
guineos normales (Hoffbrand, 2001). La leuce-
mia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer mas
comun de la nifnez y una causa importante de
morbilidad y mortalidad de neoplasias hema-
topoyéticas en adultos (Pui, 2004; Pui, 2008).
A pesar de los avances impresionantes en el re-
sultado del tratamiento de la LLA infantil en
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ABSTRACT

Leukemia is a malignant proliferation of hematopoietic cells.
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malig-
nancy in children and represents 20 percent of acute leukemia
in adults. Although the etiology is not well understood, ALL ge-
netic and environmental factors appear to be involved. It should
be mentioned that polymorphisms (SNPs) in genes involved in
the transport and metabolism of xenobiotics have been associa-
ted with an increased risk for ALL. The P-glycoprotein (P-gp),
product of the Multi-Drug Resistance-1 (MDR1) gene, is an im-
portant ATP energy-dependent transporter membrane which
is involved in the absorption, distribution, and elimination of
numerous drugs and which acts as an energy—dependent efflux
pump that exports its substrates out of the cell. Based on the
above, the aim of this study was to determine the frequency of
the C3435T (rs1045642) SNP of the MDR-1 gene and to deter-
mine its association with ALL in a population in southeastern
Mexico. A study of cases and controls was performed. The clini-
cal data were collected from medical records. One hundred and
two subjects were included: 34 patients with ALL (the median
age was 39.9 £ 18 years) and 68 controls (the median age was
40.9+ 17.7 years). They were typed by PCR-RFLP. The observed
frequencies of the rs1045642 SNP were similar in both groups
(p= 0.3090). The control group was in Hardy Weinberg Equili-
brium. In our study population, no association between the SNP
evaluated and predisposition to ALL was found.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia, C3435T polymor-
phism, MDR1 gene.

las ultimas cinco décadas, con tasas de curacién
que ya supera el 80% (Pui, 2010; Pui, 2009), la
LLA recidivante sigue siendo la principal causa
de muerte por cancer en nifos y jévenes adultos
(Rowe, 2005; Fielding, 2007; Nguyen, 2008). En
los adultos existe una tasa elevada de remision
después del tratamiento inicial; sin embargo,
s6lo 20-40% de los pacientes logran sobrevivir
a largo plazo (Thomas, 2003). Aunque la etiolo-
gia de la LLA no se conoce bien, factores gené-
ticos y ambientales parecen estar involucrados.
Por consiguiente, un mayor riesgo de LLA se
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ha asociado con polimorfismos en los genes que
participan en el transporte y metabolismo de
xenobidticos (Jamroziak, 2004; Belson, 2007).
La glicoproteina-P (P-gp), producto del gen re-
sistente a multiples drogas (MDR1 o ABCB1),
es un importante transportador de membrana
dependiente de energia (ATP) que participa en
la absorcion, distribucion y eliminaciéon de nu-
merosas drogas y actiia como una bomba de
eflujo dependiente de energia que exporta su
sustrato fuera de la célula (Hartmann, 2001;
Arceci, 1993; Szakacs, 2004). La expresion de
la P-gp en células tumorales esta asociada con
el fenotipo de resistencia a multiples drogas
en algunas malignidades hematolégicas, por
ejemplo Leucemia Mieloide Aguda (LMA) o
LLA en adultos. La mayoria de los sustratos
antitumorales de la P-gp son los alcaloides de
la Vinca, como lo son la vincristina y la vin-
blasina, atraciclinas como daunorrubicina y
doxorrubicina, las epipodoéfilotoxinas como el
etopdsido y tenopdsido y mds recientemente
los inhibidores de cinasa de tirosina (Jamro-
ziak, 2005; Tafuri, 2002; Illmer, 2002; Fernan-
dez, 1998). Hoffmayer (2000) y Ameyaw (2001)
reportaron un polimorfismo silencioso que esta
asociado con la expresion de la P-gp; este poli-
morfismo consiste de un cambio de la C a T en
la posicion 3435 en el ex6n 26 del gen MDR-1.
Individuos con el genotipo T3435T tienen me-
nor expresion y funciéon duodenal de la P-gp
que los del genotipo C3435C (Hoffmeyer, 2000;
Drozdzik, 2004).

EISNP C3435T enel gen MDR-1(rs1045642)
ha sido asociado con el riesgo de padecer Leu-
cemia (Illmer, 2002); sin embargo, datos publi-
cados no son concluyentes (Jamroziac, 2004),
pero encontraron asociaciéon entre el polimor-
fismo C3435T del gen MDR1 y LLA y que
ademas el genotipo TT estaba asociado con la
aparicion de LLA, al igual que lo reportado por
Hattori (2007) con respecto al genotipo TT. L,
H. (2012), Miladpour (2009), al igual que Na-
geswara (2010), encontraron asociacién entre
el genotipo TT y el riesgo de LLA; ademas, ha-
llaron que el genotipo CC podria estar unido a
un peor pronéstico de LLA, al igual que lo re-
portado por Ozdemir (2013), pero con respecto
al cancer diferenciado de tiroides.
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Urayama (2007) encontré que los portadores
de haplotipos CGC son menos susceptibles a
leucemias por pesticidas.

Sheng (2012) sugiere que este SNP contribu-
ye al riesgo de cancer, pero principalmente en
malignidades hematolégicas, mama, renal y en
caucasicos.

En otros reportes encuentran que el SNP
C3435T del gen MDR1 no contribuye a la resis-
tencia a drogas o al prondstico en los pacientes
con LLA, como lo demostraron Efferth (2003) y
Jamroziak (2005). Leal-Ugarte (2008) no encon-
tré asociacion entre la presencia del genotipo CT
o TT con el riesgo de desarrollar LLA en nifios
mexicanos. Wang (2012) sugiere que el SNP esta
asociado con la susceptibilidad al riesgo de can-
cer, principalmente de mama y renal, ya que no
encontrd asociacién con cancer colorectal, gas-
trico y LLA. En otro estudio realizado por Wang
(2013), sugiere que este SNP esta asociado con
la susceptibilidad al riesgo de cancer de mama.

El objetivo de este estudio fue determinar la
frecuencia del SNP C3435T (rs1045642) del gen
MDR1 y su asociacién con la LLA en una pobla-
ci6n del sureste mexicano.

MATERIAL Y METODOS
Poblacion de estudio
Paciente
En el estudio se incluyeron pacientes que acu-
dieron al Hospital Regional de Alta Especiali-
dad “Ciudad Salud”, en el periodo comprendido
de enero de 2011 a diciembre de 2012, con diag-
nostico de leucemia linfoblastica aguda, y que
aceptaron participar con previa firma de una
carta de consentimiento informado. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica y el Comité
de Ensenanza, Investigacién y Capacitacion del
Hospital Regional de Alta Especialidad “Ciudad
Salud”, de acuerdo con los principios éticos para
las investigaciones médicas en seres humanos
aceptados en la Declaracién de Helsinki de 1964
y todas sus enmiendas vigentes.
Los criterios de inclusién fueron los siguientes:
+ Pacientes diagnosticados con LLA por el
Departamento de Hematologia del HRAE “Ciu-
dad Salud”. Se les realizaron pruebas hematolé-
gicas, bioquimicas, inmunofenotipo y cariotipo.
* Mayores de edad.

AC



* Ambos géneros.

Los criterios de exclusion fueron:

* Pacientes con diagnéstico distinto de LLA y
que no aceptaron participar en el estudio.

Los criterios de eliminacién fueron:

* Muestra escasa para el analisis, muestras
degradadas, informacién incompleta.

Grupo control

Se incluyeron sujetos sanos, mayores de 18
anos, que acudieron y cumplieron los criterios
establecidos por el Banco de Sangre del Hospital
Regional de Alta Especialidad (HRAE) “Ciudad
Salud”.

Toma de muestras

A los pacientes con leucemia y grupo control que
aceptaron participar en el estudio, se les toméd
una muestra de 5-8 ml de sangre periférica por
puncién venosa, la cual se coloco en tubos con
EDTA, se mezclaron y se transportaron en hie-
lo al Laboratorio de Diagnostico Molecular (La-
boratorio Escuela, de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la UNACH), donde se continué
inmediatamente con la estrategia experimental
del estudio.

Extraccion de ADN genomico

A partir de 500 ul de la muestra sanguinea se
extrajo el ADN genémico empleando el método
estandar de lisis celular con buffer TSNT y ex-
traccién fenol-cloroformo; el ADN gendémico se
precipité con isopropanol y se resuspendio en 30
ul de buffer TE 1X.

Genotipificacion del SNP C3435T

del gen MDR1

Para determinar el polimorfismo del gen
MDR1 se obtuvo el ADN mediante la técnica
de fenol-cloroformo obtenido de las células mo-
nonucleares de pacientes y controles y para la
busqueda del SNP reportado en la secuencia
codificadora, se realizd primero una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
el juego de iniciadores especifico para el poli-
morfismo, el cual fue utilizado para amplifi-
car por PCR el fragmento correspondiente y
posteriormente analizado para detectar la va-
riante polimoérfica mediante RFLPs.
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Los oligonucleétidos empleados fueron los si-
guientes para el SNP C3435T: (primer forward
5-TGTTTTCAGCTGCTTGATGG-3’; primer re-
verse 3-AAGGCATGTATGTTGGCCTC-5. El
tamafio del amplicon que se obtiene con los oli-
gonucleotidos es: 197pb. La reaccion de PCR se
prepar6 en un volumen final de 25 ul, reaccion
1X: Agua MQ 13 pl, buffer 2.5 ul, 2.5 p,. MDR1
F, 2.5 ul MDR1 R, 1.5 pl MgCl2, 0.5 ul dNTPs,
0.5 pl Taq (GoTaq) y 2 ul ADN gendémico. El
programa de amplificacion fue de 5 minutos a
94 °C como etapa pre-PCR, 40 ciclos de 94°C/30
seg, 55 °C/30 seg, 72°C/30 seg, y 72°C/7 min.
Los amplicones obtenidos fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa al 2% en bu-
ffer TAE 1X a 100 volts durante 40 minutos;
posteriormente el gel se tiié con bromuro de
etidio (BrEt) y los resultados se visualizaron
por exposicion a luz UV.

Los fragmentos amplificados fueron digeri-
dos con la enzima de restricciéon Sau3Al (10 U/
ul, marca Promega) durante 4 h a 37°C. Pos-
teriormente los fragmentos generados fueron
separados en geles de agarosa al 3%, tefiidos
con bromuro de etidio y observados con una
lampara de luz UV (Cuadro 1).

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el soft-
ware STATA, version 11, y para el analisis de
los genotipos se utilizé el TagMan® Genoty-
per Sofware, versién 1.2.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se incluy6 un total de
102 sujetos, de los cuales 34 eran pacientes
con LLA (38% hombres y 62% mujeres), (la
edad promedio fue 39.9 + 18 afios) y 68 con-
troles (28% hombres y 72% mujeres), (1a edad
promedio fue 40.9 + 17.7 anos) (Cuadro 2),

Cuadro 1. Iniciadores y enzima de restriccion

Nombre Secuencia Enzima Fragmento  Horas Temperatura
del del de (Pb) (h) °C
primer primer restriccién

Primer 5-TGT TTT
1 CAG CTG
CTT GAT
GG 3

*158, *39

Sau3Al 4 37
Primer 3-AAGGCA **197
2 TGT ATG
TTG GCC
TC-5

* Fragmentos del alelo silvestre; **Fragmentos del alelo variante, Pb, pares de bases,
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Cuadro 2. Caracteristicas demograficas de la poblacién de estudio

Caracteristicas LLA Control
(n=34) (n=68)

Edad (afios) 39.9+18 40.9+17.7

Sexo Femenino 21(62%) 49(72%)

Sexo Masculino 13(38%) 19(28%)

Los resultados son expresados como media + DS o frecuencia (%).

los cuales se genotipificaron por la técnica de
PCR-RFLP (Figura 1). La presencia de un am-
plicon de 197 pb es indicativa de la presencia
del alelo T, mientras que la presencia de un
amplicon de 158 pb es indicativa de la presen-
cia del alelo C. El resultado de la presencia de
las dos bandas indica que el paciente es he-
terocigoto. La banda de 200 pb es el control
interno de amplificacion.

Se obtuvieron los siguientes resultados:
Para el grupo control 16% C/C, 50% C/T y 34%
T/T y para el grupo de pacientes 9% C/C, 59%
C/Ty 32% T/T. En los pacientes con LLA la fre-
cuencia alélica fue de 0.38 para el alelo C y 0.62
para el alelo T; en el grupo control, la frecuen-
cia alélica fue de 0.41 y 0.59 para el alelo Cy T,
respectivamente. No hubo diferencias significa-
tivas en la frecuencia genotipica (P=0.3090. El
valor de OR fue de 1.99, lo cual nos indica que
no se encontrd asociaciéon entre este polimor-
fismo y la LLA. Nuestros resultados concuer-
dan con otros estudios realizados, en el cual no
encontramos asociacién de este polimorfismo
con la LLA (Efferth, 2003; Jamroziak, 2005;
Leal-Ugarte, 2008; Wang, 2012). Leal- Ugarte
reporté ademas mayor frecuencia del genotipo

200 pb

Gel de agarosa 3.0%

CT; en nuestro estudio también encontramos
una mayor frecuencia de este genotipo (50%
grupo control y 59% grupo de pacientes).

Asi mismo, la poblacién control mostrd es-
tar en equilibrio de acuerdo con los criterios de
Hardy Weinberg (X2=0.070, P=0.7909). Como
se muestra en el Cuadro 3.

Las diferencias entre varios estudios po-
drian deberse al tamafio de muestra, factores
ambientales, genéticos, etc. Finalmente, cabe
hacer mencion que con la finalidad de esclare-
cer mas los hallazgos presentados en esta in-
vestigacién, seria conveniente incrementar la
poblacién de estudio, tratando de aparear por
edad y sexo a la poblacién control.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que la presencia
del genotipo T'T o CT no incrementa el riesgo de
LLA en la poblacién del sureste mexicano; sin
embargo, falta realizar mas estudios sobre el
gen MDR-1 en la poblacién mexicana.
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