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Resumen

Introduccién: El tratamiento actual de la leucemia aguda consiste esencialmente en un in-
tensivo régimen de quimioterapia. Un factor de gran importancia para la respuesta al trata-
miento es la presencia del gen de resistencia a multidrogas (MDR-1). Este gen se ha detectado
en diferentes enfermedades neopldsicas y constituye la principal causa de quimioresistencia a
diferentes firmacos.

Objetivo: Evaluar la expresion del gen MDR-1 en pacientes con leucemia aguda mieloblds-
tica que ingresaron al servicio de Hematologia.

Métodos: La expresion del gen MDR-1 fue analizada a nivel de mensajero por medio de la
RT-PCR. Se correlaciond estadisticamente la expresion del gen MDR-1 con factores que
influyen en el prondstico del paciente.

Resultados: Se encontrd expresion del gen MDR-1 en el 27.3% (6/22) de los pacientes. En
el andlisis estadistico, se encontrd correlacion (p = 0.009) de la expresiéon del MDR-1 con
la actividad del padecimiento de base posterior al tratamiento de Induccién (leucemia
refractaria).

Conclusién: La resistencia celular a las drogas quimioterapéuticas, representa en la actua-
lidad, la principal causa de falla en el tratamiento de la mayoria de las enfermedades onco-
hematolégicas por lo que es de gran importancia identificar el gen MDR-1 en la mayoria de
los padecimientos hematologicos para mejorar las estrategias terapéuticas.
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Abstract

Introduction: Current treatment of acute leukemia is essentially an intensive chemotherapy regimen. A
major factor for response to treatment is the presence of gene the expression of the multidrug-response gene
(MDR-1). This gene has been detected in various malignancies and is the main cause of resistance to
chemotherapy.

Objective: Evaluate the expression of MIDR-1 gene in patients with acute myeloid leukemia admitted to
the hematology department.

Methods: The expression of the MDR-1 gene was analyzed by RT-PCR. Was correlated the expres-
sion of the MDR-1 gene with factors that could influence in the prognosis of patients.

Results: Our results showed that the expression of the MDR-1 gene was around the 27.3% (6/22).
There was a statistical correlation between the MIDR-1 gene and the presence of refractory leukemia p =
0.009.

Conclusion: The chemotherapy resistance is now the leading cause of treatment failure, and this is of great
importance to evaluate the MIDR-1 gene expression in most of the oncological diseases in order to improve

the therapeutic strategies.
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Introduccion

El gen MDR-1 se localiza en el brazo largo del cro-
mosoma 7, codifica para una proteina de 170 kDa,
también conocida como glicoproteina P (gP)." Este
gen forma parte de una familia que tiene dos miem-
bros en los humanos (MDR1, MDR2/3).>3 La glu-
coproteina pertenece a la superfamilia de proteinas
ABC (casete de unién de ATP) especializadas en el
transporte celular dependiente de energla, que par-
ticipa en un amplio rango de eventos como la ex-
pulsion de sustancias nocivas, secreciéon de toxinas y
movilizacidn de iones y péptidos.'-* La gP estd com-
puesta por una cadena de aproximadamente 1280
residuos de aminoicidos con dos mitades homolo-
gasy 12 dominios transmembranales.!* Presenta dos
zonas de unién al ATP ubicadas en la parte citoplas-
mitica, un sitio de glucosilacién entre el primero y
el segundo dominio transmembranal y varios sitios
de fosforilacion. Se especula que las drogas pasan a
través de un poro hidrofébico formado por un do-
minio transmembranal y que la salida de sustancias
requieren un cambio conformacional de la proteina
dependiente de energia.®® La gP constituye un sis-
tema de desintoxicacién natural que se expresa en
varios tejidos normales, como higado, intestino del-
gado, rinén, placenta, células endoteliales del siste-
ma nervioso central y testiculo.” La mayoria de los
sustratos antitumorales de la gP son los alcaloides de la

Vinca como lo son la vincristina y la vinblasina, atra-
ciclinas como daunorrubicina y doxorrubicina, las
epipodofilotoxinas como el etopdsido y tenopdsido y
mds recientemente los Inhibidores de cinasa de tirosi-
na.?? La expresion de este gen se ha observado en di-
ferentes neoplasias como el sarcoma indiferenciado,?
carcinoma hepatocelular,’!" linfoma nasal de células
T,"? cancer mamario,"> " neoplasias hipofisiarias,'
cancer de células germinales'® y leucemias,”'® siendo
en gran medida, la responsable de la respuesta al trata-
miento. En las leucemias agudas, diversos factores se
han relacionado con la supervivencia y éxito del tra-
tamiento; los principales son: la edad al diagnéstico,
la cifra inicial de leucocitos," el inmunofenotipo, las
diversas alteraciones citogenéticas y moleculares,?” el
género vy, en especial, la respuesta al esquema de in-
duccidn a la remision. Este altimo factor depende en
gran medida de la presencia o ausencia de la expre-
sion de los genes de resistencia a multidrogas.?2* En
las leucemias agudas tanto mieloides (LAM) como
linfoides (LLA), la expresion del gen MDR-1 se ha
asociado a una falla al tratamiento de induccién y por
ende a una menor tasa de supervivencia.'>!"2* La fre-
cuencia de expresion en LAM al diagndstico es cerca-
naa 33%, sin embargo en la recaida, se ha informado
hasta de 40%. En el caso de LAL al diagnostico, no
se ha informado la presencia de este gen, sin embar-
go ante la recaida, la frecuencia es en promedio de
3596.%% Actualmente se desconocen los factores que



propician el aumento en la expresion de este gen, sin
embargo su sobre-expresion en pacientes en recaida,
es un indicativo para un prondstico desfavorable. La
frecuencia de expresion de este gen en la poblacion
mexicana se desconoce y no existe algiin estudio mo-
lecular que relacione su expresion, con la respuesta al
tratamiento. Es por eso que nuestro grupo de traba-
jo analiz6 la expresion del gen MDR-1 por medio de
técnicas de biologia molecular al diagndstico en pa-
cientes con leucemia aguda mielobldstica del Hospital
General de México.

Métodos

Se realiz6 un estudio de tipo experimental, prospecti-
voylongitudinal en el periodo comprendido de enero
de 2008 a enero de 2009 en el Servicio de Hematolo-
gia del departamento de Biologia molecular U-103 y
U-204. La realizacion de esta investigacion fue apro-
bada por los Comités de Investigacion y de Etica de la
Institucidn. Se incluyeron en el estudio pacientes con
diagnéstico de LAM de novo, de independientemente
del sexo, a los que se les realizé la toma de muestra de
sangre periférica previa firma del consentimiento in-
formado. El diagnéstico de LAM se realizé mediante
los criterios de la Asociacion Franco-Américo-Bri-
tinica y con apoyo mediante inmunofenotipo y ci-
toquimica. El seguimiento de los pacientes se realizd
por medio de las consultas subsecuentes y los datos
clinicos se recabaron del archivo clinico.

Protocolo de tratamiento: Todos los pacientes inicia-
ron tratamiento con base en el protocolo institucional
3 +7, que consiste en la administracion de citarabina
(Ara C)adosis de 100 mg/m? en infusién continua de
24 horas durante siete dias y daunorrubicina a dosis
de 60mg/m?en bolo durante los primeros tres dias de
quimioterapia; en caso de no contar con daunorrubi-
cina, se considero la administracién de doxorrubicina
o epirrubicina. En caso de presentarse una leucemia
refractaria se consider6 el inicio de un esquema de
rescate.

Metodologia: Entre las principales variables con-
sideradas, se incluyeron la edad, género, cifra inicial
de leucocitos, respuesta al tratamiento de induccidén
(protocolo institucional 3 + 7), buscando una corre-
lacién con la expresion del gen MDR-1 y pardmetros
clinicos.

Lineas celulares: Se utilizaron las lineas celulares
K562 (leucemia mieloide crénica), U937 (linfoma
histiocitico), HL-60 (leucemia aguda promielociti-
ca), Jurkat (leucemia aguda linfoblistica de células
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T) y Raji (linfoma de Burkitt). Se cultivaron en me-
dio RPMI-1640 suplementado con 10% de sucro
fetal bovino (Gibco BRL, Grand Island,NY), L-
glutamina 2mM, piruvato de sodio 1mM (Hyclone
Laboratorios, Logan, UT), penicilina/estreptomi-
cina 1% y 2mercaptoctanol 50uM (Gibco BRL,
Grand Island, NY).

Células leucémicas de pacientes: Se colectaron mues-
tras de médula 6sea de pacientes con LAM, previa
firma del consentimiento informado. Las muestras
fueron obtenidas con un tubo heparinizadas y cen-
trifugadas utilizando Lymphoprep (Nycomed Phar-
ma AS, Oslo, Norway), obteniendose células mo-
nonucleares.

RT-PCR: La extraccién del RNA celular total
por medio del reactivo de Trizol (Life Thechnolo-
gies, Paisley, UK ) y lug de RNA fue utilizado para
la sintesis de cDNA por medio de la MMLV (Life
Thechnologies, Paisley, UK).

La amplificacién de PCR fue realizada con los
primers MDR-1F 5- AAA GCG ACT GAA TGT
TCA GT - 3 y MDR-1 R 5- TCT GCA TTC
TGG ATG GTG G - 3. E1 RNA de la linea celular
K562 y HL-60 fue usado como control positivo y ne-
gativo respectivamente. Cada cDNA fue probado por
PCR usando primers especificos para el gen GADPH
(Gliceraldheido 3- fosfato deshidrogenasa). La reac-
ci6n de PCR fue realizada por 35 ciclos: un minuto
a 94°C, un minuto a 55°C, un minuto a 72°C. Lo
productos de PCR fueron visualizados en un gel de
agarosa a 1.5% tenido con bromuro de ctidio

Analisis Estadistico: El método estadistico utilizado
fue el de Ji cuadrada, prueba exacta de Fisher y la prue-
ba de Mann-Whitney; considerandose significativo

un nivel de p de 0.05

Resultados

Caracteristicas de los pacientes: Se analizaron 22 pa-
cientes, la media de edad fue de 40 afios (rango 18-
84), en cuanto al género, el 36% correspondieron
al sexo femenino (n=8) y 64% al sexo masculino
(n=14).

Resultados de la induccion: Acorde con la clasifica-
cién morfologica, la mayoria de de los casos (n=14,
63%) presentaron leucemia aguda mielo-monoblas-
tica (LAM-M4), seguido de leucemia aguda mieloi-
de con diferenciacién (n=7, 31%); por dltimo, leuce-
mia aguda mieloide sin diferenciacién (LAM-MT1),
4.5%. En cuanto a los resultados de induccién, se
registrd remision completa en 45% de los casos.
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Figura 1. Andlisis de la expresiéon del gen MDR-.1 en lineas hema-
topoyéticas leucémicas. Panel Superior: Expresion del gen MDR-1
amplificando un fragmento de 420 pb en lineas celulares leucémicas,
Carril 1 Jurkat, Carril 2 Molt 4, Carril 3 Reh, Carril 4 HL-60, Carril 5
U-937 y Carril 6 K-562; Panel Inferior: Expresion del gen constitu-
tivo GAPDH amplificando un fragmento de 230 pb en lineas celulares

leucémicas (Carril 1-6).

MP 1 2 3 4 5 6

420 pb

MP 1 2 3 4 5 6

230 pb

Expresion del gen MDR-1 en lineas celulares leucémi-
cas: Se analizd la expresion del gen MDR-1 en seis
lineas celulares leucémicas por medio de RT-PCR,
(Jurkat, Molt-4, Reh, HL-60, U-937, K562). Se
observo expresion en la linea celular K-562 amplifi-
cando un fragmento de 400pb, el resto de las lineas
celulares leucémicas fueron negativas (Figura 1). Los
productos amplificados de la linea celular K562 fue-
ron secuenciados en el ABI Prism Dye Terminator Cy-
cle. La secuencia obtenida fue alineada en el programa
BLASTN del Gene-Bank, con resultado de 95% de
homologia con el gen MDR-1 de la familia ABC-B1.

Expresion del gen MIDR-1 en pacientes con Letcemia
Aguda Mieloblastica: Se analizd la expresion del gen
MDR-1 por RT-PCR en 22 pacientes con diagnds-
tico de LAM, virgenes de tratamiento. La calidad del
RNA fue evaluada por medio de la amplificacién
del gen de expresion constitutiva GADPH que am-
plifica un fragmento esperado de 230pb. Los resul-
tados mostraron una frecuencia de expresion del gen
MDR-1 de 27.3% (6/22). Se utilizd como control
positivo la linea celular K562 y control negativo la li-
nea celular leucémica HL-60 (Figura 2).

Correlacion de factores clinicos con la expresién del
gen MDR-1: Se correlacionaron la expresion del gen
MDR-1 vy los factores clinicos como: edad, sexo,
numero de leucocitos hemoglobina, hematocrito,
numero de plaquetas, tipo de leucemia, y remisiéon
clinica. De acuerdo con los resultados obtenidos, se
evidenci6é correlacidn estadisticamente significa-
tiva (p = 0.009) entre la expresion del MDR-1, con
la actividad del padecimiento de base posterior al
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Figura 2. Anilisis de la expresion del gen MDR-.1 en los pacientes con
LAM. Panel Superior: Carril 1 control positivo linea celular K562,
Carril 2 control negativo linea celular HL-60, Carriles 3-6 muestras de
los pacientes con LAM. Panel Inferior: Amplificacién del gen consti-
tutivo GAPDH de 230 pb.

MP 1 2 3 4 5 6

420 pb

MP 1 2 3 4 5 6

230 pb

Tabla 1. Correlacion clinica entre la expresion del gen MDR-1 'y pard-

metros clinicos en los pacientes con LAM.

Positivo Negativo P
MDR-1 6 (27.3%) 16 (72.7%)
Edad 41122 40 +16 NS
Leucocitos 81783 £121240 44031 £72548 NS
Plaquetas 44500 + 44939 77938 £ 148256 NS
Hb 71 7£2 NS
Hto 2114 22+6 NS
Sexo Femenino 3 5
Masculino 3 11
Dx M1 1 0 NS
M2 1 6
M4 4 10 NS
Remisién
SR 6 6
RC

0 10 0.009%*

SR = Sin remisién; RC = Remision completa; * = valor estadisticamente significati-

vo, p<0.05; NS = no significativo.

tratamiento de Induccion (leucemia refractaria). No
se observd correlacidén con ningun otro pardmetro

clinico (Tabla 1).
Discusion

En la actualidad, las tasas de éxito en el tratamiento de
las LAL, es de alrededor de 80% a 95% en poblaciéon



pedidtrica y entre 209% a 30% en la poblacién adulta.
En cuanto a la LAM, su prondstico continua siendo
desfavorable, tanto en poblacion pediitrica (25%) y
poblacién adulta (15%0).2%° En la actualidad, la re-
sistencia celular a la quimioterapia representa la prin-
cipal causa de falla en el tratamiento de las neoplasias
onco-hematologicas; esto se traduce en elevadas tasas
de mortalidad. Uno de los mecanismos mas estudiados
en la resistencia a las diversos agentes quimioterapicos
y quizds el mds importante, es la presencia de la glu-
coproteina P (gp-P170), resultante de la expresion del
gen MDR-1 sobre las células leucémicas. La actividad
de bomba dependiente de energia de la gp-P170 per-
mite la eliminacion rapida del firmaco localizado en el
interior de la célula expulsindolo a través de una bomba
de cationes hacia el espacio extracelular y por lo tanto
la falla al tratamiento. Los resultados que informamos
en este trabajo, estin encaminados a evaluar la impor-
tancia del estudio del gen MDR-1 en los pacientes con
LAM en la poblacién mexicana y su correlacion clini-
ca. Se analiz6 la expresion del gen MDR-1 en diversas
lineas celulares, detectando expresiéon unicamente en
la linea celular K562. La frecuencia de la expresion del
gen MDR-1 en pacientes con LAM es de 39%°- y
en recaida alcanza 71%.%-% En nuestros pacientes se
obtuvo una frecuencia de expresion de 27.3%. Las
diferencias obtenidas de expresién podrian deberse al
nimero de muestras incluido en el estudio. En cuanto
ala correlacion con factores clinicos se encontro signi-
ficancia estadistica entre la expresion del gen MDR-1
y la presencia de refractariedad al tratamiento inicial
(induccibn a la remision), lo que condiciona leucemia
refractaria, lo que coincide con lo informado por di-
versos autores en pacientes con recaida de su enfer-
medad.**% En cuanto al resto de las variables (edad,
género, subtipo morfoldgico, cuenta inicial de blastos)
no se evidenci6 correlacion estadistica.

En conclusion, la deteccion del gen MDR-1 es de
gran importancia como un marcador molecular que
podria tener relevancia en la falla al tratamiento en
LAM.
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