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RESUMEN

El cancer es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, en México
de acuerdo a la SSA y el INEGI las leucemias son la segunda causa de muerte, siendo la
Leucemia linfoblastica aguda el tipo mas frecuente en la poblacion (40%). Solo el 40-80%
de los pacientes ingresados con leucemia aguda presentan remision completa con los
regimenes terapéuticos, sin embargo la mayoria presentan una recaida con enfermedad
resistente, por lo tanto la tasa de supervivencia global a 5 afios es solo del 35%.

La tasa de mortalidad y morbilidad atribuida al cancer se encuentra en continuo
crecimiento, siendo la falta de respuesta al tratamiento y la recaida de tumores inicialmente
quimiosensibles los responsables de la muerte de los pacientes neoplasicos. Se ha descrito
la sobreexpresion de proteinas responsables de la resistencia a farmacos en diversos tipos
de céncer. Las principales proteinas de resistencia a farmacos son codificadas por los genes
ABC-Bl, ABC-C1 y ABC-G2, estas proteinas reconocen una amplia gama de
quimioterapéuticos utilizados como primera eleccién para el tratamiento de las leucemias.

Este trabajo evalUa la relacion entre la expresion y co-expresion de los genes ABC-
B1, ABC-C1 y ABC-G2 con la respuesta hematoldgica de 35 pacientes con leucemia
linfoblastica aguda que ingresaron al Hospital General de México, a los cuales les fueron
evaluados factores pronostico como edad, sexo, cuenta inicial de leucocitos, cuenta de
plaquetas, infiltracidn a sistema nervioso, recaida y expresion del cromosoma Filadelfia.

Los resultados obtenidos muestran que la expresion de los genes ABC-B1 y ABC-
C1 no tienen relacién con los factores prondsticos, sin embargo existe una relacion
independiente (p=0-004) entre la expresion del gen ABC-G2 con respecto a la expresion
del cromosoma Filadelfia. Respecto a la co-expresion de ABC-B1/ABC-C1/ABC-G2 y
ABC-B1/ABC-C1 no se encontrd relacién con los factores pronostico, sin embargo se
observa una relacién independiente (p=0.017) entre la expresion de ABC-B1/G2 con
respecto a la edad, y la co-expresion de ABC-C1/ABC-G2 tiene una relacion independiente
(p=0.006) con respecto a la cuenta inicial de leucocitos.

Se evalud la expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en 20 muestras
de donadores sanos y fue comparada con la expresion de los pacientes con LLA. Se
determino que existe una relacion significativa (p=0.026) entre la expresion de los genes, es
decir la frecuencia de expresion esta relacionada con la leucemia linfoblastica aguda.
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1. RESISTENCIA A MULTIDROGAS

La mayoria de los tumores solidos de forma innata o adquirida, generan resistencia a
multiples agentes quimioterapéuticos, con estructura quimica y mecanismos de accion diferentes.
Este fendmeno fue descrito experimentalmente y conocido como resistencia a multiples drogas o
MDR (“Multidrug Resistance”). La resistencia a multiples farmacos es un factor importante en el

fracaso de muchas formas de quimioterapia (Sanchez-Suarez, 2006).

En los ultimos afios ha sido ampliamente aceptado que esta resistencia se correlaciona con
la sobreexpresion de proteinas que actuan como “bombas” que expulsan los farmacos de manera
dependiente de ATP, esto significa que las células tumorales que se hacen resistentes a un
medicamento, se hacen al mismo tiempo resistentes a otros medicamentos, las células con este
fenotipo expresan en su superficie proteinas que se encargan del bombeo activo del medicamento
fuera de la célula, estas proteinas son miembros de la superfamilia ABC (Sanchez-Suarez, 2006;
Martinez,2011).

Las proteinas llamadas de “resistencia a multiples farmacos” fueron descubiertas como
transportadores de membrana produciendo resistencia a la quimioterapia en el cancer. A
mediados de los afios 1970°s, los oncologos clinicos se dieron cuenta de que ciertos tumores
muestran un patron de resistencia inherente, mientras que otros desarrollan la resistencia durante
el curso del tratamiento contra una serie de compuestos quimioterapéuticos de otro modo
altamente eficientes. Estas proteinas transportadoras pertenecen a una familia altamente
conservada de manera evolutiva de las proteinas de unién al ATP (ABC por sus siglas en inglés
“ATP Binding Cassette”) (Sarkadi, 2005).

I ——
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2. FAMILIA ABC

Las proteinas transportadoras de membrana se pueden dividir en cuatro tipos: los canales
ionicos, los transportistas, las acuaporinas y las bombas dependientes de ATP (Vasiliou, 2009).
Estas dltimas proteinas utilizan la energia liberada por la hidrolisis de ATP para mover los
sustratos a través de membranas dentro o fuera de las células o en vesiculas celulares, en contra
de su gradiente electroquimico. La mayoria de los genes ABC codifica las proteinas de
membrana que participan directamente en el transporte de un amplia gama de moléculas a través
de las membranas, de manera general se clasifican en importadores y exportadores, en funcion de

la direccion de transporte en relacion con el citoplasma.

Las proteinas transportadoras acarrean diferentes tipos de moléculas como las grasas,
azucares, bloques que forman proteinas y los medicamentos, a través de las membranas celulares.
En la mayoria de los casos, los transportadores mueven las moléculas en los compartimientos
celulares especificos para que puedan ser procesados, o fuera de la célula para que puedan ser
utilizados en otros lugares o excretadas por el cuerpo. Si las moléculas no se transportan
correctamente pueden no estar disponibles donde méas se necesitan para las funciones corporales.
Las moléculas también se pueden acumular y dafiar a las células. Defectos en estos

transportadores causan enfermedades genéticas (Tabla 1) (Stefkova, 2004)

Por definicién, las proteinas ABC poseen un cassette de union al ATP, también conocido
como dominio de unién al nucledtido (NBD por sus siglas en inglés “Nucleotide Binding
Domain”). El NBD contiene varios dominios altamente conservados, entre ellos las secuencias
Walker A y Walker B, el bucle H y el circuito Q. Los transportadores ABC también contienen
dominios transmembrana (TTM), cada uno de los cuales esta compuesto por hélices hidrofobicos.
De manera general se compone de dos NBD’s y dos TTM. Los dos NBD’s se unen y juntos
hidrolizan ATP (proporcionando asi la fuerza que impulsa el transporte), mientras que el TTM
participa en el reconocimiento del sustrato y la translocacion a traves de la membrana lipidica
(Figura 1) (Vasiliou, 2009; Linton, 2007).

SANCHEZ TELLEZ MARIA GUADALUPE 2



e ]

INTRODUCCION

GEN FUNCION ENFERMEDAD
ABCB1 Transportador de colesterol y lipidos Familia de lipoproteina
ABCA2 Resistencia Farmacos Desconocido
ABCA4 Transportador de foto receptor de retinoided
ABCB1 Resistencia Farmacos Desconocido
ABCB2 Transportador de péptidos Deficiencia Inmune
ABCB3 Transportador de péptidos Deficiencia Inmune
ABCB4 Transportador de acido biliar Colestasis intrahepatica progresiva
ABCB6 Transportador de metales Desconocido
ABCB7 Transportador de metales Sideroblastosis ligada al cromosoma X y anemia
ABCB1 Transportador de acido biliar Colestasis intrahepatica progresiva
ABCC1 Resistencia Farmacos Desconocido
ABCC2 Transportador de acido biliar Sindrome Dubin-Johnson
ABCC7 Canal idnico de Cloro Fibrosis quistica
ABCC8 Receptor Sulfonilurea Desconocido
ABCE1 Proteina de Unién a Oligoadenilato Desconocido
ABCG1 Transportador de colesterol Desconocido
ABCG2 Resistencia a Farmacos Desconocido
ABCG5 Transportador de esteroles Sitosterolemia
ABCG8 Transportador de esteroles Sitosterolemia

Tabla 1.- Genes de la familia ABC y su relacién con algunas enfermedades (Tomado y modificado de
Linton, 2007)

La comparacion de la superfamilia ABC en los humanos y otros eucariotas secuenciados
incluyendo Drosophila indic6 que existe una alta tasa de encendido y apagado de genes ABC y
que la mayoria de los miembros que llevan a cabo funciones muy especificas son aquellos que

han sido conservados evolutivamente (Linton, 2007; Vasiliou, 2009).

Espacio extracelular A

secrecion del
ligando

Ftosal Dimero abierto Dimero cerrado Dimero abierto
Figural.- MECANISMO DE LOS TRANSPORTADORES ABC La alta afinidad de unién de los
ligandos a los TTM induce un cambio conformacional en los NBD’s resultando una alta afinidad para la
molécula de ATP. Dos moléculas de ATP se unen a los NBD’s, donde la energia liberada por la formacion del
dimero cerrado causa el cambio conformacional de los TTM. La hidrdlisis del ATP provoca la disolucién del
dimero cerrado, provocando el cambio conformacional de los TTM y finalmente la liberacién de P y ADP
restauran la conformacién del dimero abierto. (Tomado y modificado de Linton, 2007).

SANCHEZ TELLEZ MARIA GUADALUPE 3
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3. LOS GENES ABC EN HUMANOS

Esta diversa familia de transportadores desempefia un papel fundamental en muchos
procesos celulares; por ejemplo, transportan una serie de sustratos incluyendo los iones
metalicos, péptidos, aminoacidos, azlcares y un gran ndmero de compuestos hidrofobicos y
metabolicos a través de la membrana plasmatica y membranas celulares, sin embargo también

son responsables de la resistencia a maltiples farmacos de las células cancerosas (Vasiliou, 2009)

El genoma humano tiene 48 genes ABC los cuales estan distribuidos en siete subfamilias
designados de la A a la G, definiendo que para cada gen, la ubicacion del mapa preciso en los
cromosomas humanos, los datos de expresion, y la localizacién dentro de la superfamilia han sido
ya determinados. Estos datos permiten hacer predicciones en cuanto a la funcion potencial o

fenotipo de la enfermedad asociada con cada proteina (Tabla 1) (Linton, 2007).

3.1. SUBFAMILIA ABC-B

Esta subfamilia tiene 11 genes y Unicamente se expresan en mamiferos, varios de los

miembros de la familia B se sabe confieren resistencia a maltiples farmacos en las células de
cancer (Tabla 2) (Glavinas, 2004).

ABCB1 MDR1(PGP)

TAP1
ABCB2 TAP?
ABCB3 MDR3 Cerebro Resistencia a drogas
ABCB4 (PGP3) Rifion Transporte de péptidos dentro de
ABCB5 Reticulo reticulo endoplasmico

ABC B ABCB6 MTABC3 Endoplasmico Transporte de fosfatidilcolina

ABCB7 Higado Transporte de hierro

ABC7 . .
ABCBS8 MABC1 Mitocondria
ABCB9 Corazon
ﬁgggﬂ MTABC2

SPGP (SEP)

Tabla 2.- Subfamilia de genes ABC-B, su ubicacién y su funcion principal (Glavinas, 2004).

I ——
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3.1.1. ABC-B1

Este gen que codifica una proteina denominada MDR1/Pgp fue localizado en el cromosoma
7 en posicion g21.1 (Figura 2) (Callen, 1987).
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Figura 2.- Representacion esquematica de localizacion del gen ABC-B1 en el cromosoma 7 (Genetics
Cards, 2011).

Roninson y colaboradores (1986) encuentran que la resistencia a multiples farmacos en
humanos se relacionaba con la amplificacion de dos secuencias de ADN homdlogas a la
secuencia del gen mdr en el Hamster Chino, y fueron denominadas MDR1 y MDR2. El gen
MDR1 codifica un ARNm de 4.5 kb., es Ueda y colaboradores (1986) quienes confirman que
este gen codifica una proteina a la que se denomina P-glicoproteina; sin embargo el ARNm

correspondiente a MDR2 no fue detectado.

Se reporta que en los mamiferos la glicoproteina de membrana que se encuentra implicada
en el fendmeno de la resistencia a maltiples farmacos en las células tumorales tienen homologia a
una clase de proteinas de transporte bien estudiado en bacterias, también fue reportada la
secuencia del cDNA de MDR del ser humano y se informa la homologia de la secuencia humana

con la secuencia del ratén. (Chen,1986; Gros,1986).

Fojo y colaboradores (1987) midieron la expresion de MDR1 por ARNm en tumores y
tejidos humanos normales, encontraron que el gen MDR1 se expresa en un nivel elevado en la
glandula suprarrenal y en el rifién, en niveles intermedios en el pulmdn y el higado, bajos niveles
en el yeyuno, colon y recto asi como muchos otros tejidos. El gen MDR1 codifica una proteina
transmembrana de gran tamafio que es expresada en diversos tumores humanos, sin embargo
también es una parte integral de la barrera hemato-encefalica y funciona como una bomba de
infusion de transporte de una variedad de drogas de la parte posterior del cerebro a la sangre
(Figura 3).

Chan y colaboradores (1991) midieron los niveles de la  P-glicoproteina por

inmunohistoquimica en muestras de tumores en nifios con neuroblastoma y concluyeron que la
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expresion de P-glicoproteina antes del tratamiento predice el éxito o el fracaso de la terapia. La P-
glicoproteina fue identificada por primera vez en células tumorales humanas, donde se encontro

que se asocia con resistencia a multiples farmacos pleiotrdopicos a los agentes quimioterapéuticos

contra el cancer (Roninson, 1986)

De manera normal este transportador de salida es altamente expresado en tejidos como el
riidn, el higado, el intestino, las células endoteliales capilares de la barrera hemato-encefalica y

se encuentra en diversos linajes de leucocitos (Schinkel, 2003; Hoffmann, 2004)
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Figura 3.- Representacion esquematica de la P-glicoproteina (Tomado de Ambudkar,
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Alrededor del 20% de los pacientes con Leucemia Mieloide Cronica (LMC) no responden

Nucleotido
\\1

al tratamiento con Imatinib ya sea inicialmente o por la resistencia adquirida. Para estudiar el
desarrollo de resistencia se gener6 in vitro lineas celulares con diferentes niveles de resistencia a
Imatinib y Dasatinib; se midieron los niveles de expresion del mMRNA de los genes ABC-B1

ABC-C1, ABC-G2 entre otros y se observo que en este tipo de leucemia los transportadores
fueron sobre expresados en la mayoria de las lineas celulares, siendo su patron de expresion
dindmico, es decir, varia con el nivel de resistencia y la exposicion crénica de drogas (Gromicho

2011).
_
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Svirnovski y colaboradores (2009) estudiaron células de adultos con Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA), Leucemia Mieloide Aguda (LMA) y Leucemia Linfocitica Cronica
(LLC), donde observo que la expresion de los transportadores ABC-B1 y ABC-G2 se
sobreexpresaban en células de pacientes con LLC que tenian un régimen de terapia agresivo;
también se correlaciond la resistencia a Doxorrubicina, Rubomicina y L-asparginina con la
sobreexpresion de la proteina  P-gp en las muestras de Leucemias Agudas. Una tendencia de
disminucion de actividad citotoxica de la Doxorrubicina fue demostrada en células que sobre
expresaron la proteina BCRP, sugiriendo que los transportadores juegan un papel importante en

la resistencia a farmacos.

3.2. SUBFAMILIA ABC-C

Esta subfamilia tiene 13 genes, dentro de los cuales esta el gen de la fibrosis quistica
(CFTR, también llamado ABC-C7); codifican transportadores asociados con la resistencia a
multiples farmacos (Tabla3) (Glavinas, 2004).

ABCC1 MRP1

ABCC2 MMRP2
ABCC3 MRP3 Higado
ABCC4 MRP4 Pulmon . .
ABGCE MRPS Prostata Resmter;ma a drogas
. Transporte de iones organicos
Intestino

ABCC ﬁgggg I(\:AFR_I_PF? Riﬁéln Transporte de nucledtidos
ABCCS SUR PAncreas Transporte de ion cloro
ABCCY SUR? Corazén Receptores de sulfonilurea
ABCC10 MRP7 Musculo
ABCC11 MRP8
ABCC12 MRP9

Tabla 3.- Subfamilia de genes ABC-C, su ubicacion y su funcién principal (Glavinas, 2004).

3.2.1. ABC-C1
La proteina de resistencia a multidroga (MRP1/ABCC1) de 190kDa fue identificada

originalmente por Cole y colaboradores en 1992 por su sobreexpresion en células de cancer de
pulmon, es mapeado y localizado el gen en el cromosoma 16p13.1 (Figura 4). Grant y
colaboradores (1997) encuentran el gen MRP1 cerca del punto de corte de brazo corto de la
inversion pericéntrica asociados a la Leucemia Mieloide Aguda subtipo M4Eo vy en el lado de los
telomeros de los genes MYH11.

I ——
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Figura 4.- Representacion esquematica de localizacion del gen ABC-C1 en el bazo corto del cromosoma 16 en
la posicion 13.11 (Genetics Cards, 2011).

ABC C1 es un transportador miembro de la subfamilia MRP que participa en la resistencia
a multiples farmacos, la proteina MRP1 se encuentra en el pulmon, testiculos, y las celulas
mononucleares de sangre periférica; ademas de su capacidad para conferir resistencia en las
células tumorales mediante la reduccién de la acumulacion del farmaco por la expulsion activa,
Mrpl se expresa en tejidos normales para la exportacién de aniones organicos y drogas desde el
citoplasma, es dependiente de ATP de transporte de glutation y de conjugados de glutation, C4
leucotrienos, estradiol-17-beta-o-glucurénido, el metotrexato, los medicamentos antivirales y

otros xenobidticos.. (Leslie, 2001; Rosenberg, 2001).

Mrpl, Mrp2 y Mrp3 tiene un gran parecido estructural, confieren resistencia a una
variedad de productos, como el metotrexato, y tiene la facilidad para el transporte de glutatiéon y
los conjugados de glucoronato. Mrpl es una bomba de desintoxicacion de Xenobidticos, tiene
una estructura basica que consiste en dos dominios que abarcan la membrana, cada una seguida

por un dominio de unién de nucleétidos (Figura 5) (Rosenberg, 2001; Kruh, 2001).

xtracelular

G\

Intracelular

Figura 5.- Representacion esquematica de forma estructural de la proteina MRP1 (Sharom, 2008).
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3.3. SUBFAMILIA ABC-G

La subfamilia G comprende 5 genes que codifican el medio inverso de los transportistas, lo
que significa que forman la segunda mitad de los heterodimeros (Tabla 4). Debido al corte y
empalme alternativo, por lo menos se han identificado 18 proteinas distintas como productos de

los cinco genes (Glavinas, 2004).

FAMILIA MIEMBRO NOMBRE COMUN UBICACION FUNCION
ABCG1 ABC8(Human, White)
ABCG2 ABCP (MXR,BCRP) Placenta Resistencia a drogas
ABC G ABCG4 WHITE2 Higado Transporte de colesterol
ABCG5 STEROLINE1 Intestino Transporte de esteroides
ABCG8 STEROLINE2

Tabla 4.- Subfamilia de genes ABC-G, su ubicacion y su funcion principal (Glavinas, 2004).

3.3.1. ABC-G2

Allikmets y colaboradores (1998) caracterizan un gen transportador de la familia ABC, que
se designa ABCP, por estar altamente expresado en la placenta asi como en una variedad de
tejidos normales, incluyendo rifién, e intestinos, ademas de células endoteliales cerebrales y
células madre hematopoyéticas. Su expresion es fuertemente inducida en glandulas mamarias
durante el embarazo y lactancia. Similar a la Pgp, asume la funcion de proteger los tejidos de
toxinas, y comunmente juega un papel en la absorcion intestinal, penetracion cerebral y pasaje de
medicamentos a la placenta. Se encuentra localizado en el cromosoma 4 en la posicion gq22.1 y

codifica una proteina de 663 amino&cidos (Figura 6y 7).

Figura 6.- Representacion esquematica de localizacion del gen ABC-G2 en el en el brazo largo del
cromosoma 4 en la posicion 22.1 (Genetics Cards, 2011).

MCEF-7/AdrVp es una sub-linea celular multi-resistente de cancer de mama humano que
demuestra una reduccion dependiente de ATP en la acumulacién intracelular de medicamento

como antraciclina en ausencia de la sobreexpresion de transportadores de resistencia a multiples
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farmacos conocidos como la P-glicoproteina (PGY1), Doyle y colaboradores (1998)
identificaron un mRNA de 2,4 kb que se sobreexpresa en las células de la sub-linea en relacién a

las células originales MCF-7, por lo que la Ilamaron proteina de resistencia al cancer de mama

(BCRP por sus sigla en inglés Breast Cancer Resistance Protein).

NoALA

Extracelular

ABCG2

Intracelular
N NBD

Figura 7.- Representacion esquematica de la proteina BCRP (Sharom, 2008).

Miyake y colaboradores (1999) clonan dos cDNA de ABCG2, a los que Ilamaron MRX1 y
MRX2, que se sobreexpresan en las células de carcinoma de colon seleccionadas por su
resistencia a mitoxantrona. Mediante un analisis de Northern blot se confirmé la sobreexpresion
del MRNA marcado en las células resistentes, utilizando células endoteliales de cerebro porcino

como un modelo para la barrera hemato-encefélica.

Eisenblatter y colaboradores (2002) identifican en las células porcinas que el mMRNA de
ABCG2 es sobreexpresado en las células que son tratadas con hidrocortisona. Por lo tanto
concluye que BCRP confiere resistencia a la mitoxantrona, doxorrubicina y daunorrubicina, y
reduce la acumulacién y retencion de daunorrubicina, por lo cual BCRP es un transportador de
xenobioticos que parece desempefiar un papel importante en el fenotipo de resistencia a multiples
farmacos en el cancer de mama. ABC-G2 tiene funciones de transporte de multiples farmacos
generando resistencia, los esteroides (colesterol, estradiol, progesterona y testosterona) y ciertos
metabolitos de clorofila, asi como aniones organicos, son transportados por ABC-G2. (Vasiliou,
2009),

I ——
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4. LEUCEMIA

El cancer es la principal causa de mortalidad a escala mundial, se le atribuyen 7.6 millones
de defunciones (aproximadamente el 13%) ocurridas en todo el mundo en 2008 (OMS, 2011).

Nuevos casos estimados Muertes estimadas
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
Pulmén y bronquios Cancer de Mama Pulmoén ybronquios Cancer de Mama
1,095,200 1,383,500 951,00 458,400
Préstata Colony recto Higado Pulmén y bronquios
903,500 570,1[00 478,300 427,400
Colony recto Cérvix Utero Estomago Colony recto
663,600 529,800 464,400 288,100
Estomago Pulmén y bronquios Colony recto Utero
640,600 513,600 320,600 275,100
Higado Estomago Eséfago Estomago
522,400 349,000 276,100 273,600
Eséfago Cuerpo utero Préstata Higado
326,600 287,100 258 400 217,600
Vejiga urinaria Higado Leucemias Ovario
297,300 225,900 143,700 140,200
Linfoma No-Hodgkin Ovario Pancreas Eséfago
199,600 225,500 138,100 130,700
Leucemias Tiroides Vejiga urinaria Pancreas
195,900 163,000 112,300 127 900
Cavidad Oral Linfoma No-Hedgkin Linfoma No-Hodgkin Leucemias
170,900 156,300 109,500 113,300
Total Total Total Total
6,629,100 4,038,400 4,225,700 3,345,800

Figura 8.- Relevancia de las Leucemias a Nivel Mundial, nimero de casos y muertes estimadas (Tomado de
Jemal, 2011)

La leucemia representa el 3.2% de la causa de muerte en el caso de los hombre y 2.7% en
mujeres a nivel mundial (Jemal, 2011) (Figura 8). En México de acuerdo a la Secretaria de Salud
(SSA) vy las estadisticas del INEGI en 2008 se reporta que del egreso hospitalario por cancer, la
leucemia tuvo mayor presencia (8.7%), afectando principalmente a los hombres 15.1%, mientras
que las mujeres un 5.6% (Tabla 5), siendo LLA el tipo de leucemia més frecuente con alrededor
del 40% (INEGI, 2008). La produccion de células sanguineas es un proceso complejo a traves
del cual las células troncales hematopoyéticas proliferan y se diferencian, dando lugar a los
distintos tipos de células maduras circulantes (i.e, eritrocitos, granulocitos, linfocitos, monocitos
y plaquetas). La hematopoyesis tiene lugar en la médula dsea, en donde una intrincada red de
células estromales y sus productos, regulan cada una de las etapas que conducen a la generacion

de células primitivas, intermedias y maduras (Figura 9) (Mayani, 2007).

El concepto de enfermedades hemato-oncoldgicas designa un grupo de neoplasias
generadas por alteraciones en los mecanismos de la vida, del crecimiento, de la diferenciacion y

de la muerte de las células progenitoras hematopoyéticas. La importancia de las enfermedades
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hemato-oncoldgicas radica en que algunas de ellas presentan elevada incidencia y mortalidad en
poblacion infantil o adulta joven (Tirado-Gomez, 2007).

Tipo de Tumor Maligno Total Hombres Mujeres |

Total 100 100.0 100.0
Leucemias 8.7 15.2 5.6
Mama 5.8 0.4 8.3
Cuello del Utero 3.3 0.0 48
Ovario 2.1 0.0 3.1
Traquea, bronquios y pulmén 20.0 4.1 1.0
Prostata 1.9 6.0 0.0
Estomago 18 31 11
Colon 1.8 3.2 1.2
Higado 1.2 1.9 0.8
Recto igmoides, recto y ano 11 2.0 0.7
Vejiga 1.0 2.2 0.4
Labio, cavidad bucal y faringe 0.9 1.9 0.5
Pancreas 0.9 15 0.7
Cuerpo del Utero 08 0.0 1.1
Melanoma y otros tumores de la piel 0.5 0.6 0.3
Esé6fago 0.4 1.1 0.1

Otros 65.8 56.8 70.3

Tabla 5.- relevancia de las leucemias en México Fuente. SSA DGS (2008) Egresos hospitalarios 2008 Proceso INEGI

Por lo tanto la Leucemia se define como la proliferacion neoplésica de células
hematopoyéticas en una simple estirpe con posterior proliferacion y expansion, cuya acumulacion
se acomparfia de una disminucion del tejido hematopoyético normal en médula ésea y posterior

invasion de sangre periférica y otros tejidos (Tirado-Gomez, 2007)
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Figura 9.- Representacion esquematica del proceso hematopoyético (Tomado de Ramirez, 2004)
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4.1. CLASIFICACION

A partir de la década de los setenta, la leucemia aguda y los sindromes mielodisplésicos
(SMD) se han definido y clasificado de acuerdo con las recomendaciones del grupo Franco-
Americano-Britanico (FAB). Actualmente, estas clasificaciones estan siendo sustituidas por las
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicadas en 2001, las cuales son mucho mas
amplias en sus objetivos e incluyen trastornos mieloproliferativos y linfoproliferativos crénicos.
La aplicacion de los criterios de la OMS requiere conocer los resultados de los andlisis de

inmunofenotipificacion y citogenéticos (Lewis, 2008).

Las LLA es un trastorno heterogéneo cuya clasificacion se basa en criterios morfolégicos
e inmunoldgicos; segun el sistema FAB divide esta enfermedad en tres grupos (Tabla 6)
(Martinez-Murillo, 2007):

Subtipo Marcador de superficie Morfologia
Células T CD2 (Leub) (+) L1, L2
(15 a 20%) CD7 (Leu9) (+)

CD5 (Leul) (+)
Células pre-B la (HDLA DR) (+) 100% L1, L2
(75 a 80%) CD19 (B4)(+) 95%

CALLA (CD10)(+)75%

Cadena m citoplasmica (+)15%
Células B Ig de superficie en membrana (Igsm) L3
(2a7%) CD20 (+)

CD19(+)

la (+)

Tabla 6.- Clasificacién de la Leucemia Linfocitica Aguda (Martinez-Murillo, 2007; OMS, 2011)

Las LMA son neoplasias hematoldgicas caracterizadas por la proliferacion incontrolada
de blastos de estirpe mieloide en la médula 6sea y los tejidos periféricos. Se diferencian de
acuerdo a las caracteristicas citologicas, inmunofenotipicas y citogenéticas en ocho subtipos
(Tabla 7) (Vardiman, 2009; OMS, 2011).
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Morfologia Histoquimica Inmunofenotipo Citogenética
MO Indiferenciada MPO + <3%. PAS y esterasa- HLA-DR, CD13 CD33, 11913; cambios complejos
CD34+; CD7 Y TdT +/- en5o0 7;t(9;22)
ocasionalmente
M1 Mieloide MPO + <3%. PAS y esterasa- Similar a MO excepto -5,-7,-17, del 3p, +21, +8
CD15+/-
M2 Mieloide con MPO >10%; PAS y esterasa- HLA-DR+; CD13 CD33+; -5, -7, t(6,9), +8
diferenciacion (8;21); CD34+/-; CD15+
M3 Promielocitica MPO ++; esterasay PAS - HLA-DR-; CD13, CD15,
CD33; (15;17); CD34+/-
CD15+
M4 Mielomonocitica MPO y esterasa+; PAS - HLA-DR, CD14, CD15 +/- Inv (16) 0 -16q, t(8,21) a
;CD4 débil +; CD34+/-; veces -5, -7, +8
M5 Monocitica MPO -; PASy esterasa+ CD33 >CD13; CD11b
+(9;11) (p21;p23), +8
M6 Eritroleucemia PAS ++; MPO y esterasa - HLA-DR, CD13, CD33+/- -7, o del (79) y/o -5 o del -
;glicoforina A++ 3, +8
M7 | Megacariobléstica PAS+/-; MPO vy esterasa- HLA-DR, CD34 +; CD33+/-; Hiperploidia; +8, +21
(12:21) CD41, CD61 +
glicoproteina plaquetaria
+

Tabla 7.- Clasificacién de las Leucemias Mieloides Agudas (Tomado y modificado de Vardiman, 2009;
Martinez-Murillo, 2007; OMS, 2011)

4.2. ETIOLOGIA GENERAL

La etiologia de la Leucemia Aguda sigue siendo desconocida, sin embargo, una
localizacion de especial interés en el caso de las LMA es el brazo largo del cromosoma 5, donde
se encuentran varios factores de crecimiento (IL-3, GM-CSF, etc.), la anomalia citogenética
sugiere que la delecion de esta region podria ser importante en estas enfermedades clonales; la
alteracion molecular mejor caracterizada de las LMA es la translocacion t(15:17) (g22:911) de
la LMA-M3 (promielocitica) (Sans-Sabrafen, 2006). De todas las leucemias, la LMA es la que
muestra mayor asociacion con la exposicién a la radiacién y a las toxinas. En las LLA la
translocacion mas conocida es la t (8:14) (q24.932) caracteristica de la LLA-L3 y del linfoma
de Burkitt, el oncogén c-myc sufre una translocacion desde el cromosoma 8 al 14, donde se
situa estratéegicamente junto al locus de la cadena pesada de la inmunoglobulina relacionandose
con el desarrollo y progresion de la LLA. Se ha comprobado que la exposicion a la radiacion de
los sobrevivientes de las bombas atémicas lanzadas en Japdn se asocia a un mayor riesgo de
LLA (Sans-Sabrafen, 2006).
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4.3. FACTORES PRONOSTICO

El prondstico dependerd de la interrelacion entre algunos factores como la edad,
alteraciones citogenéticas, inmunofenotipo, leucocitos, e infiltracion a sistema nervioso; el
impacto de los factores prondstico se ha relacionado con la eficacia terapéutica a través de

mejores regimenes de tratamiento que toman en cuenta variables prondsticas.

La LLA-L1 representa el 78% de las leucemias infantiles pero la LLA-L2 es frecuente en
el adulto. Con el uso de protocolos prolongados e intensivos de quimioterapia de combinacion y
profilaxis del SNC se ha logrado tasas de remision del 60- 80% y supervivencias a largo plazo
de 40% en adultos. Los factores prondstico (Tabla 8) que identifican a los subgrupos de LLA de
alto riesgo ayudan a individualizar el tratamiento y a definir el papel que desempefian
(\Vardiman, 2009).

Variables

Riesgo habitual

Riesgo alto

Edad
Cuenta leucocitaria inicial
Genética
Inmunofenotipo
Morfologia

Respuesta
Infiltracion SNC

< 35 afios

<30 x10%ul b
<100 x10%ul t
normal
hiperdiploidia (50 cr)
linaje b
L1, L2
remisién 4 semanas
ausente

>35 afios

> 30 x10%ul b
>100 x10%/ul t
1(9:22), t(8:14)
<45cr
linaje t
L3 Burkitt
no remisiéon 4 semanas
Presente

Tabla 8.- Factores pronostico de las Leucemia Aguda Linfoblastica.

El desarrollo de una LMA secundaria es una complicacion grave de la quimioterapia, que
presenta escasas posibilidades de curacion en la actualidad. Mdltiples estudios han demostrado
que el principal factor pronostico para conseguir la curacion de la enfermedad es la ausencia de
alteraciones citogenéticas desfavorables; otros pronosticos desfavorables incluyen la edad
avanzada en el momento del diagnostico (>60 afios), los antecedentes de mielodisplasia, la
expresion del gen de resistencia a multidroga MDR-1 y la presencia de blastos CD34+ (Tabla 9)
(Martinez-Murillo, 2007; Sans-Sabrafen, 2009).
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FAVORABLE INTERMEDIO DESFAVORABLE
Edad <60 afios <60 afios >60 afios
Alteracién 1(8:21)(922.1;922.3) Cariotipo normal (>20 Cariotipo complejo (3 0 mas anormalidades
cromosomica t(15;17)(q22:911.2) metafases) que No incluyan
Inv t(8:21),
16(p13.2;q22)/t(16:1) t(15;17),
(p13;922) Inv 16, t(16:16) o t(9:11)
Re-arreglo | - T(9;11)(p22;923) Inv 3(g21:926) /t(3:3) (g21;926)
balanceado del (7q) t(6;9) (p23;924)
del (9q) t(6;11) (927;923)
del (11q) t(11;19) (923;p13.1)
del (20q)
Re-arreglo | --------- -Y del (5q)
desbalanceado +8
+11
+13
+21
Aberraciones | - e -5
numéricas -7
Otros factores |  ---—--—-—--  —emeee Anomalias 12p
Haber padecido trastornos hematoldgicos por
més de un mes antes del Dx de LAM como:
anemia, trombocitopenia, leucopenia
Leucositosis en el primer analisis
(<50,000/uL)
Enfermedades Cronicas o Recurrentes

Tabla 9.- Tabla de Factores pronostico en las LMA (Martinez-Murillo, 2007; Rozen, 2005)

4.4. TRATAMIENTO

El objetivo de la quimioterapia consiste en erradicar todas las células neoplésicas dentro
de la medula dsea para permitir la repoblacion con precursores hematopoyéticos normales. El
problema en este tipo de tratamiento consiste en que los farmacos usados no son especificos
para las células leucémicas, por tanto, durante el tratamiento también mueren muchas células
normales. La mayor parte de los farmacos utilizados son: antimetabolitos, agentes alquilantes y
antibidticos. El procedimiento de quimioterapia incluye tres fases, induccion a la remision,
consolidacién y mantenimiento. El objetivo del tratamiento de induccion a la remisién es
erradicar el 99% de la masa leucémica inicial, restaurar la hematopoyesis normal y alcanzar un
estado funcional normal. Los medicamentos incluidos en los esquemas de induccion a la
remision son: glucocorticoides (prednisona o dexametasona), vincristina, antraciclina, L-
asparginasa y la adicion de ciclofosfamida en pacientes de alto riesgo como parte de una terapia
intensiva. La terapéutica de induccion clésica de la LMA con una antraciclina (habitualmente
idaurrubicina) junto al arabinosido de citosina (Ara-C) presenta una actividad escasa en las
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leucemias secundarias, alcanzandose la respuesta citogenética (RC) solo en el 50% de los
pacientes y habitualmente de corta duracion (media de <5 meses). Este tratamiento solo puede
considerarse estandar en aquellos casos con alteraciones genéticas favorables, e incluso en estos

casos los resultados son peores que en las leucemias primarias (Diaz, 2003).

Las mejorias en los regimenes de tratamiento ha modificado el pronostico de los
pacientes. La terapia para la LLA es uno de los tratamientos mas complejos en oncologia,
multiples medicamentos se encuentran implicados, con dosis e intensidades progresivas con el
objetivo de reconstituir la hematopoyesis normal, prevenir el desarrollo de subclonas
resistentes, proveer una proteccién adecuada a diversos sitios denominados santuarios (ej. SNC,
testiculos) y eliminar la enfermedad minima residual. Los protocolos de tratamiento de la LLA
tanto en nifios como en adulto se basan en la prolongada administracion de farmacos y la
profilaxis del SNC, es decir se aprovechan agentes quimioterapéuticos de distintas toxicidades y
mecanismos de accion, siendo los farmacos mas activos las antraciclinas, la vincristina, la
prednisona, el metotrexate, la ciclofosfamida y la 6-mercaptopurina; la administracion
combinada sdlo genera una remision de 70-90%, pero la supervivencia global sélo llega entre
35-50% en un periodo de 5 afios (Martinez-Murillo, 2011; Sans-Sabrafen, 2006).

Los esquemas que han mostrado mejores tasas de remisién completa son aquellos que han
empleado dosis altas de quimioterapia combinada de diferentes agentes, un ejemplo es el
esquema de tratamiento LAL 2007 que consiste en una fases de induccion basadas en
vincristina, prednidsona, metrotexate, Ara-C y ciclofosfamida (dos ciclos con intervalo de 28
dias), seguido de una fase de consolidacién basada en metrotexate, etopésido y citarabina (dos
ciclos con intervalo de 28 dias) y una fase de mantenimiento basada en mercaptopurina,
metrotexate, vincristina y prednidsona (duracion de 2 afios), también existen los esquemas
alternativos como el HyperCVAD, AL-87 y el esquema IDA-FLAG que se basan en dosis mas
altas de quimioterapia para los pacientes que no respondan o tengan una recaida. Sin embargo
los tratamientos actuales de las Leucemias en particular, presentan dos inconvenientes: el
primero viene dado por su inespecificidad, no diferencian células tumorales de células
normales y el segundo los mecanismos de resistencia conferida por los genes ABC’s, los cuales
presentan afinidad a los medicamentos anti-cancerigenos (Tabla 10) (Sharom, 2008; Hoffmann,
2004).
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ABCBl1 ABCCl1 ABCG2
Sinénimo MDR-1 MRP-1 BCRP
mRNA 4.5 kb 4.3 kb 2.4 kb
Localizacion Cromosoma 7 sitio Cromosoma 16 sitio Cromosoma 4 sitio q22.1
g21.1 p13.11
Proteina 170 kDa 160 kDa 72 kDa
Funcién Proteccion Barrera Desintoxicacion de Protege tejidos de
Hemato-encefélica Xenobidticos toxinas, pasaje a placenta
Transp. Glutation
Organo Barrera hemato- Pulmén testiculo, y Placenta, rifién, intestino
principal encefalica, higado, CMN de sangre
rifién e intestino periférica
Tipos de Leucemias, Pulmén, Leucemia Cancer de Mama, Colon,
canceres Leucemias
Sustratos Paclitaxel, Doxorrubicina, Topotecan,
Doxorrubicina, Daunorrubicina, Doxorrubicina,
Daunorrubicina, Vincristina, Rodamina, Daunorrubicina,
Imatinib, Vincristina, Metrotexate, Rodamina,
Vinblastina, Etoposido, Mitoxantrona, Antraciclinas
etc. Metotrexate.
Imatinib, Gefitinib.
Inhibidores Verapamilo Ciclosporina A Fumitremorgin ,
Ciclosporina A V-104 GF120918
Ketokonazol

Tabla.- 10 Cuadro comparativo de las caracteristicas de los genes ABC’s y sus principales sustratos e
inhibidores (Tomado y modificado de Sharom, 2008; Hoffmann, 2004; Roninson, 1986)
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5. JUSTIFICACION

Las principales proteinas de resistencia a multiples farmacos son codificadas por los genes
ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2, se ha establecido que estas proteinas reconocen una amplia gama
de sustratos de drogas utilizadas como quimioterapéuticos de primera eleccion para el tratamiento

del céancer.

Respecto a los canceres hematoldgicos en particular en las leucemias agudas el 40-80% de
los pacientes logran una remisién completa con los regimenes terapéuticos actuales, sin embargo
la mayoria de estos pacientes presentan una recaida con enfermedad resistente, incluso con

tratamiento intensivo, por lo tanto la tasa de supervivencia global a los 5 afios es de solo el 35%.

Este trabajo pretende evaluar la participacion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2
en la Leucemia Aguda, su importancia como principal mecanismo de resistencia a drogas y su

relacion con el prondéstico de la enfermedad.

| |
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6. HIPOTESIS

Si los pacientes con Leucemia Aguda de novo que ingresan al servicio de Hematologia del
Hospital General de México presentan expresion o co-expresion de alguno de los genes ABC-B1,

ABC-C1 y ABC-G2, entonces existird una relacion con la respuesta hematoldgica.

I ——
SANCHEZ TELLEZ MARIA GUADALUPE 20



OBJETIVOS
e ___________________________________________________________________________________ |

7. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la expresion de los genes ABC-B1l, ABC-C1 y ABC-G2 en pacientes con

Leucemia Aguda del Hospital General de México y su relacidn con la respuesta hematoldgica.

7.1, OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en las lineas
celulares hematoldgicas K562, Jurkat, HL-60, Reh

e Evaluar la expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en donadores
sanos del Banco de Sangre del Hospital General de México.

e Evaluar la expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en pacientes con la
Leucemia Aguda Linfoblastica y Leucemia Aguda Mieloblastica

e Determinar si la expresion de los genes ABC-B1l, ABC-C1 Y ABC-G2 tiene

relacién con la respuesta hematoldgica

I
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8. DISENO DE LA INVESTIGACION

a. TIPO DE ESTUDIO
El presente trabajo es un estudio de tipo: Experimental, Prospectivo, Longitudinal.
b. DEFINICION DEL UNIVERSO
Lineas celulares hematoldgicas K562, Jurkat, HL-60, Reh, muestras de Individuos sanos
y pacientes con Leucemia Aguda de novo.
C. MUESTRA
En el estudio se incluiran 35 pacientes con diagnostico de Leucemia Linfoblastica Aguda
y 10 pacientes con Leucemia Aguda Mieloblastica de novo del servicio de Hematologia del
Hospital General de México, en el periodo comprendido de Diciembre de 2011 a Agosto del
2012,
d. CRITERIOS DE SELECCION
i. INCLUSION
e Pacientes con Dx de Leucemia Aguda Mieloide o Linfoide confirmado
e Pacientes sin tratamiento
e Hombres y mujeres
e Mayores de 18 afios
e Pacientes que al inicio se les haya tomado muestra de Medula Osea
e Pacientes que tengan carta de consentimiento informado
ii. EXCLUSION
e Pacientes con Leucemia Aguda Mieloide o Linfoide con tratamiento
e Menores de 18 afios
iii. CRITERIOS DE ELIMINACION
e Pacientes que abandonen el tratamiento
e Pacientes que no tengan expediente

e Pacientes que se cambien de clinica

I ——
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e. VARIABLES
i. DEPENDIENTE
Respuesta hematoldgica al tratamiento.
ii. INDEPENDIENTE
Expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2
f. DEFINICION DEL GRUPO CONTROL

i. Positivo

K562, Linea celular, derivada por Lozzio y Lozzio, de una efusion pleural de paciente
femenino de 65 afios, con Leucemia Mieloide Cronica, en crisis blastica terminal; BCR-ABL
positivo, rompimiento mayor (b3a2).

g. MANEJO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos obtenidos seran analizados mediante una prueba de X2. La significancia estadistica

sera determinada como p<0.05.
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9. DIAGRAMA DE TRABAJO

Cultivo K562 Recoleccion de muestras de Donadores Sanos _
pacientes con LLA o LAM de
novo
|
Aislamiento de mRNA
Sintesis de cDNA »

Recoleccion de Datos
Clinicos

|

Realizacion de RT-PCR

|

Analisis de Resultados

F 9
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9.1. CULTIVO CELULAR

La lineas celulares K562 derivada una LMC en crisis blastica, HL-60 derivada de una
LAM-M3, Jurkat derivada de LAL infantil, y REH derivada de una LAL de adulto, fueron
obtenidas del banco de lineas celulares del Laboratorio de Biologia Molecular del servicio de
Hematologia (U-204 del Hospital General de México) y fueron cultivadas en condiciones de
esterilidad, en medio RPMI-1640 (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA) suplementado al
10% con Suero Fetal Bovino (FBS, Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA), piruvato de sodio
1ImM (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA), L- glutamina 2 mM (Invitrogen, Life
Technologies Carlsbad, CA), Bicarbonato de sodio 1 mM (Sigma, Life Science) , Penicilina 100
u/ml (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA), Estreptomicina 100 pg/ml (Invitrogen, Life
Technologies Carlsbad, CA), manteniendo la incubacién a 37 °C en una atmosfera controlada al
5% de CO2

9.2. SEPARACION DE POBLACIONES CELULARES POR
SOLUCION LITICA

Las muestras de Aspirado de Médula Osea de pacientes con LA, fueron obtenidas en
jeringa previamente heparinizada para evitar la coagulacion de la sangre (tomadas por médicos
hematdlogos). Las muestras de pacientes con LA, fueron diluidas con PBS 1X (Phospathes Buffer
Solution), homogeneizando 3 veces por inversion. La mezcla PBS-sangre fue centrifugada a 2500
rpm durante 7 minutos a 4°C, se recuperd el anillo de células mononucleadas (CMN) vy se afiadio
Solucién Litica (NH4CI 2X, EDTA 5M, NaHCO3 0.1M, pH 7.2) incubando por 15 minutos y
transcurrido se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos, fue lavado el pellet con PBS 1X, a

temperatura constante de 4°C. Las muestras se almacenaron -80 °C hasta su uso.

Para la separacién de poblaciones en individuo sano, se colectaron 20 muestras de Individuo
Sano, donadas por el Banco de Sangre del H.G.M., utilizando tubos al vacio con anticoagulante
EDTA. Las muestras se procesaron de forma normal por Solucion Litica para aislar los monocitos

y linfocitos.

I
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9.3. AISLAMIENTO DE RNA
9.3.1. TECNICA DE CHOMCZYNSKI Y SACCHI

Para la extraccion de RNA total de pacientes con LA y lineas celulares, al pellet obtenido, se
agregd 500 ul de solucién D (tiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio 25 mM, sarcosyl al
0.5% y 2-mercaptoetanol 0.1 M), mezclado por vortex hasta homogenizar completamente. Se
adicion6 100 pL de acetato de sodio 2 M pH 4, se agitd vigorosamente. Se agregd 500 uL de
fenol saturado homogenizado por inversion, posteriormente se adicion6 100 pL de una mezcla de
cloroformo: alcohol isoamilico (49:1) y fue homogeneizado por completo. Posteriormente se
incubé a 4°C durante 15 minutos y se centrifug6 a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C,
observando tres fases: la parte inferior (acetato de sodio y fenol saturado), la intermedia (DNA y
proteinas) y la superior (RNA). La fase superior fue colectada y se agregd 1ml de etanol absoluto
(99.9%) frio para precipitar el RNA mezclando por inversién. Posterior a una incubacién a -20
°C durante toda la noche, se centrifug6 a 12000 rpm durante 15 min, a 4°C, cuidadosamente fue
decantado el sobrenadante, se adicion6 500 pl etanol al 75 %, y se centrifugd a 7500 rpm durante
10 min, a 4°C, el sobrenadante se decantd, se dejo secar el pellet a temperatura ambiente
aproximadamente 8 min. Por ultimo fue disuelto el RNA total en agua inyectable estéril (de 10 a
40 pl, segun el tamafio del pellet). Para linearizar el RNA se incub6 a 70°C por 10 minutos. Fue

cuantificado y se determind su pureza. Las muestras se almacenaron a -80°C.

9.4. CUANTIFICACION DE RNA

La cuantificacion de RNA total se realiz6 por espectrofotometria, utilizando una dilucion
1:500 de RNA total, se leyd las absorbancias a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm

respectivamente. Para el célculo de concentracion fue utilizada la siguiente formula:
[RNA (ng/ul)]= A260 x Factor de dilucion x 0.04 pg/ uLl

Después se calculd la pureza de las muestras, haciendo una relacion entre los valores

obtenidos de las absorbancias, de la siguiente manera:

Pureza® del RNA= A260 / A280

1.- 1 unidad de densidad 6ptica de RNA total corresponde a 0.04 ug/pL.

2.- Donde el rango de pureza es de 1.2 a 2.
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9.5. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA:

La calidad del RNA, fue corroborada por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, y para el
andlisis de los productos de PCR, se utiliz6 un gel de agarosa al 2 %, ambos fueron tefiidos con
bromuro de etidio (Sigma-Aldrich) al 0.08 %, utilizando como solucién amortiguadora TAE 1x
pH 7.6 (Tris-HCI 40 mM, é&cido acético 10 % y EDTA 2 mM). Para el revelado de RNA se
utilizé: 2 pl de colorante (Loading Buffer al 1%), 2 pl de TAE 1x (pH 7.6) y 2 pl de RNA, en
una camara de electroforesis (Electroforetic gel system, VWR) a voltaje constante de 60 Volts
durante 20 minutos. Fueron observadas las bandas caracteristicas de RNA ribosomal 28S 'y 18S y

los fragmentos de amplificacion de la PCR.

9.6. SINTESIS DE cDNA (REVERSO TRANSCRIPCION)
CONOLIGO dT

El Oligo dT esta constituido Unicamente por timinas las cuales se unen a la cola poli A de
cada uno de los RNA mensajeros. La sintesis de cDNA de las linea celular y pacientes con LA

para realizar RT-PCR fue realizada con una concentracion inicial de 2 pg/uL,

Se utiliz0 un volumen final de 20 ul. El volumen de RNA fue ajustado a las
concentraciones indicadas previamente, se adiciond a 0.8 ul (0.5 ug/ul) de oligo dT (PROMEGA,
Madison WI, USA) y el volumen correspondiente de agua inyectable, se dejé incubar a 70°C
durante 10 minutos. Se paso la reaccion a hielo se adicion6 4 ul de buffer de reaccion 5X (250
mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI, 25 mM MgCI2, 10mM DTT) (PROMEGA, Madison WI,
USA), 2 uL de dNTPs 10 uM (Invitrogen, Life Technologies Carlsbad, CA), y se incub6 a 37 °C
durante 2 minutos, finalmente se agregd 0.8 pl de enzima reverso transcriptasa MMLV (200
U/ul), (PROMEGA, Madison WI, USA) incubando a 37 °C durante 50 min. La enzima fue
inactivada a 70 °C durante 10 min. Se almacen0 a -80 °C hasta su uso.

I
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9.7. REACCION EN CADENA POLIMERASA (PCR)

Se utilizé al gen GAPDH como gen constitutivo, para corroborar la integridad de cada
una de las muestras analizadas. La secuencia de los primers, el tamafio del producto y los

exones a los que se une, se muestran en la Tabla 10.

GEN SECUENCIA AMPLICON  UNION ™
GAPDH 5’-CGGGAGCTTGTCATCAATGG-3’ 221PB Exon 5 60°C
3’-GCAGTACCCACACTTGGTAC-S’ Exon 6
ABC-B1 5-AAAGCGACTGAATGTTCAGT-3 420pb Exon 27 60°C

(MDR-1) 3-TCTGCATTCTGGATGGTGGA-5’ Exon 29

ABC-B1 5-GCTCCTGACTCTGCCAAAGC-3 202pb Exon 24 60°C
3-TCTTCACCTCCAGGCTCAGT-S’ Exon 25

ABC-C1 5-CTGGGCTTATTTCGGATCAA-3’ 173pb Exon 28 60°C
3-TGAATGGGTCCAGGTTCATT-S’ Exon 29

ABC-G2 5’-CACCTTATTGGCCTCAGGAA-3’ 206 pb Exon 7 60°C
3-CCTGCTTGGAAGGCTCTATG-S’ Exon 9

Tabla 10.- Muestra la secuencia de los primers, el producto de amplificacion.

Fue utilizado un volumen final de 10 pl, adicionando 2.5 pl de Buffer de reaccion 5X
Gotaq Flexi (200 mM Tris HCI, pH 8.4, 500 mM KCI, 25 mM MgClI2), 0.5 ul de primer
forward (700 pM/uL) y 0.5 ul primer reverse (700 pM/uL), 0.7 ul de MgCl2, 0.5 ul de
dNTPs, 4.15 ul de H20 inyectable estéril, 0.15 pl de Tag DNA polimerasay 1 pl de cDNA.
Se llevo a cabo la desnaturalizacion en un ciclo de 94 °C durante 5 minutos, posteriormente
30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, la elongacion en 1
ciclo a 72 °C durante 10 minutos. Los productos obtenidos por la técnica de PCR fueron
visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Se colocaron 10 pl del producto y 2
pl de colorante (Loading Buffer al 1%) utilizando una camara de -electroforesis
(Electroforetic gel system, VWR) a voltaje constante de 60 volts durante 35 minutos. El gel

fue visualizado en transiluminador UV (High Performance, UV Transilluminator UVP).
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9.8. SECUENCIACION DE ABC-B1, ABC-C1 Y ABC-G2

Se realizo la amplificacion del gen ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 por RT-PCR en la linea
celular K562, los fragmentos amplificados se secuenciaron con el kit (ABI Prism Dye
Terminator Cycle secuencing).

ABI Prism Dye Terminator Cycle secuencing se basa en la fluorescencia emitida por los
nucleotidos en la sintesis de los fragmentos ADN en la PCR. La secuencia fue alineada en el
programa BLAST del Gene-Bank.
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10. RESULTADOQOS
10.1. Expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en las lineas celulares

hematologicas

Se observo la expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2; en 4
lineas celulares hematoldgicas, HL-60 (LAM), Jurkat (LAL), K562 (LGC) y Reh
(LAL). Se aisl6 el RNA, se hizo la sintesis de cDNA con Oligo dT y se llevo a cabo
la PCR amplificando el gen constitutivo GAPDH de 221 pb, en cada una de ellas,
asi como también se realizd la PCR para los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2
generando un fragmento de 202pb, 173pb y 206pb respectivamente (Figura 10).

MPM GAPDH ABC-B1 ABC-C1 ABC-G2
221pb 202pb 173pb 206pb

A) K562

D) Jurkat

C) HL-60

B) Reh

Figura 10.-LINEAS CELULARES, gel de agarosa al 2% en donde se observa la expresién del gen
constitutivo GAPDH (221 pb) asi como la expresién de los genes ABC-B1 (202 pb), ABC-C1 (173 ph) vy
ABC-G2 (206 pb) en las lineas celulares K562, Jurkat, HL-60 y Reh.
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La expresion de los transportadores en las lineas celulares es reportado en la tabla
12 donde se observa que la linea celular HL-60 y Reh solo expresaron dos de los
transportadores (ABC-B1 y ABC-G2), la linea celular Jurkat no tuvo expresion de ninguno
de los transportadores, la linea celular K562 expreso todos los transportadores (ABC-B1,
ABC-C1l y ABC-G2) por lo tanto se utiliz6 como control positivo para los experimentos
posteriores.

Lineas Celulares ABC-B1 ABC-C1 ABC-G2
K562 + + +
Jurkat - - -
HL-60 + - +
Reh + - +

Tabla 12.- EXPRESION DE LOS GENES ABC’s EN LINEAS CELULARES, se muestra la expresion de
los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en las lineas celulares hematoldgicas K562, Jurkat, HL-60 y Reh.

10.2. Expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en donadores sanos del
Banco de Sangre del Hospital General de México.

Fue observada la expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en una
muestra de sangre periférica de 20 donadores sanos que fueron proporcionadas del Banco
de Sangre del Hospital General de México.

10.2.1. Integridad del RNA de donadores sanos

El RNA de los donadores sanos extraido a partir de las células mononucleares fue
visualizado en un gel de agarosa al 1% donde se observaron las bandas caracteristicas de
RNA ribosomal 28S y 18S que corroboran la integridad de la muestra (Figura 11).

1 2 3 4

e® N e 28s
: F ‘ 18s

Figura 11.- INTEGRIDAD DEL RNA DE DONADORES SANOS, gel de agarosa al 1% para
verificar la integridad del RNA de los donadores sanos, se observan las bandas caracteristicas del RNA 28S 'y
18S, los carriles del 1 al 10 corresponde a una muestra representativa de los 20 donadores sanos.
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10.2.2. Expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1y ABC-G2 en donadores sanos

La expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 para las muestras de los
donadores sanos obtenidos del banco de sangre después de realizarse el cDNA, se realizo
PCR del gen constitutivo GAPDH (221pb) para verificar la integridad (Figura 12). Una vez
verificada la expresion del gen constitutivo se realiz6 la PCR para la amplificacion de los
genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 con un producto de 420 pb, 173pb y 206 pb
respectivamente. (Figura 13).

Figura 12.-GAPDH EN DONADORES SANOS, gel de agarosa al 2%, se observa la amplificacion del gen
constitutivo GAPDH (221pb), en el carril MPM e marcador de peso molecular (100pb), el carril 1 el control
positivo (K562), el carril 2 el control negativo (H20), del carril 3-15 donadores sanos (13/35 muestras
representativas)

A) ABCBI

MEM 1 2 3 4 3 b ! 8 9 10 1 12 13 14 15
—‘:_ -
B) ABCCI

C) ABCG?

206 pb

Figura 13.- EXPRESION DE LOS GENES ABC’s DONADORES SANQOS, gel de agarosa al 2% donde se
observa la amplificacion del gen A) ABC-B1 (420 pb), B) ABC-C1 (173pb), y C) ABC-G2 (206pb)se
observa el carril MPM el marcador de peso molecular (de 100pb), en el carril 1 el control positivo (la linea
celular K562), en el carril 2 el control negativo (reaccion de H20) del carril 3-15 donadores sanos (13/35
pacientes representativos).
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La frecuencia de expresion de los genes transportadores en los donadores sanos para
ABC-B1 fue de 90%(18/20), de ABC-C1 fue de 60% (12/20), el transportador con menor
frecuencia es ABC-G2 con 30% (6/20) de expresion en la muestra. Los datos observados
concuerdan con la literatura, siendo que ABC-B1 y ABC-C1 son expresados en linfocitos
en sangre periférica, sin embargo la frecuencia de expresion baja de ABC-G2 se debe a
que es principalmente expresado en células madre hematopoyéticas (Figura 14 ).

100

90
80 +—

70 +——

60 +—
50 +—

Frecuencia

40 -

30 -
20 -

10 -

O .
ABC-B1 ABC-C1 ABC-G2
Transportadores

Figura 14.- FRECUENCIA DE EXPRESION DE LOS TRANSPORTADORES EN DONADORES SANOS.
La grafica muestra que el porcentaje de expresién de los transportadores en donadores sanos es mayor para el
gen ABC-B1 en comparacién del ABC-G2 y ABC-C1.

10.3. Expresion de los genes ABC-B1l, ABC-C1 y ABC-G2 en pacientes con
Leucemia Linfoblastica Aguda
10.3.1. Pacientes integrados al estudio

Para observar la expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1y ABC-G2 se incluyeron
35 pacientes con LLA que ingresaron al servicio de Hematologia del Hospital General de
México, a los cuales se les corroboré el diagndstico mediante inmunofenotipo, biometria
hematica, aspirado de médula 6sea y morfologia celular, estos parametros fueron
realizados por el Servicio de Hematologia e incorporados a los expedientes.

La edad promedio encontrada en el estudio fue de 36 afios, el rango de edad en que
mas pacientes se encontraron fue de 18-25 (10/35) afios y 26-33 (11/35) afios. La
frecuencia de edad observada concuerda con el anuario estadistico del HGM donde la
frecuencia de edad en 2011 es mayor entre los 25-44 afios (Figura 15).
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Figura 15.- FRECUENCIA DE EDAD EN PACIENTES CON LLA. La grafica muestra la el rango de edad
de los pacientes con leucemia Aguda Linfoblastica que se incluyeron en el estudio, siendo entre 18-25 y 26-
33 el rango de edad con mayor frecuencia

En cuanto a las proporciones por sexo el 37% (13/35) de los pacientes corresponden
al sexo masculino y el 63% (22/35) de pacientes corresponden al sexo femenino, lo cual,
concuerda con el anuario estadistico del HGM del 2011 en el que hay una prevalencia del
60% para el sexo femenino con diagnostico de LLA. (Figura 16).

B mujeres

hombres

Figura 16.- FRECUENCIA POR GENERO EN PACIENTES CON LLA. EI diagrama muestra que de los
pacientes con Leucemia Aguda Incluidos en el estudio, la mayoria son del sexo femenino en comparacién con
el sexo masculino.
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10.3.2. Integridad de las muestras de pacientes con LLA

A partir de las muestras de pacientes con LLA se obtuvo el RNA, se realizo el
cDNA vy se procedio a verificar la integridad realizandose una PCR del gen constitutivo
GAPDH, el producto de 221pb fue visualizado en un gel de agarosa al 2% (Figura 17).

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

< 221pb

Figura 17.- INTEGRIDAD DE LAS MUESTRAS DE PACIENTES LLA, gel de agarosa al 2%,
donde se observa la amplificacion del gen constitutivo GAPDH con un producto de 221pb, en carril MPM
marcador de peso molecuar (100pb), carril 1-15 pacientes representativos de LLA.

10.3.3. Expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en pacientes con
LLA

De las muestras que llegaron al laboratorio de Biologia Molecular del HGM de
pacientes con LLA, se observd la expresion de los genes ABC-B1(202pb) , ABC-C1
(173pb) y ABC-G2 (206pb) que fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% (Figura
18).

A)ABCB1

MPM i 2 3 - 5 -] 7 B - 10 11 12 i3 i1

202 pb
BYABCC1

173 pb
C)ABCG2

206 pb

Figura 18.- ABC"s EN PACIENTES CON LLA , En A) se muestra la expresion del gen ABCB1, en
B) se muestra la expresion de ABCC1 y en C) se muestra la expresion del gen ABCG2 de los pacientes con
LLA carril 1 Control positivo linea celular K562, carril 2 control negativo, carril 3-15 pacientes con LLA (13
muestras representativas).
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La frecuencia de expresion para los pacientes con LLA fue de 57.1% (20/35) para
ABC-B1, frecuencia de expresion de 62.8% (22/35) para ABC-C1 y una frecuencia de
expresion de 77% (27/35) ABC-G2 (Figura 19).
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Figura 19.- FRECUENCIA DE EXPRESION DE ABC’s EN PACIENTES CON LLA.
Representacion gréafica del porcentaje de expresion, donde ABC-G2 tiene una mayor frecuencia de expresion
con respecto a ABC-B1 y ABC-C1 en pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda.

Nuestros datos obtenidos en los pacientes con LLA muestran que la frecuencia de
expresion para el gen ABC-C1 son similares con las frecuencias obtenidas en los donadores
sanos, sin embargo respecto a la frecuencia observada de ABC-G2 en los pacientes con
LLA se encuentra elevada en comparacion con los donadores sanos del HGM.

10.3.4. Co-expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1y ABC-G2 en pacientes con
LLA

La frecuencia de co-expresion de los genes en los pacientes con LLA fue de un
48.5% (17/35) para dos transportadores de los cuales la co-expresion mas frecuente es para
ABC-C1/ABC-G2 con 20% (7/35), seguido de la co-expresion de ABC-B1/ABC-G2 con
una frecuencia de 17.1% (6/35) y la frecuencia de ABC-B1/ABC-C1 fue de 11.4% (4/35);
la frecuencia de co-expresion de los tres transportadores es de 28.5% (10/35) el 17..4%
(6/35) de los pacientes s6lo expresaron un transportador y 5.7% (2/35) de pacientes no
expresaron ningun gen (Figura 20).
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Figura 20.- CO-EXPRESION DE LOS TRANSPORTADORES. Representacion grafica del porcentaje de co-
expresién de los transportadores, se observa que es mas elevada la co-expresion de dos transportadores en los
pacientes con LLA.

10.3. Expresién de los genes ABC-B1l, ABC-C1 y ABC-G2 en pacientes con
Leucemia Mieloblastica Aguda
10.3.1. Pacientes integrados al estudio

Se incluyeron 10 pacientes con LMA que ingresaron al servicio de Hematologia del
HGM, se les corrobor6 el diagnéstico mediante inmunofenotipo, biometria hematica,
aspirado de médula 6sea y morfologia celular, estos pardametros fueron realizados por el
Servicio de Hematologia e incorporados a los expedientes para observar la expresion de los
genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2.

La edad promedio encontrada en el estudio fue de 51 afios, el rango de edad, se
observa que la edad con mayor frecuencia estd entre los 33-48 afios, en cuanto a las
proporciones por sexo el 30%(3/10) de los pacientes corresponden al sexo masculino y el
70%(7/10) de pacientes corresponden al sexo femenino (Figura 21). Los datos obtenidos
concuerdan con el anuario estadistico del HGM que reportan una mayor prevalencia de
diagnostico de LMA en mujeres en un 65% entre 45-59 afos.
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Figura 21.- . FRECUENCIA DE EDAD Y GENERO EN LMA En A) se observa la grafica del
rango de edad de los pacientes que se incluyeron en el estudio, siendo entre 33-48 el rango de edad con mayor
frecuencia, en B) el diagrama muestra que de los pacientes incluidos, la mayoria son del sexo femenino.
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10.3.2. Integridad del RNA de los pacientes con LMA

Se verifico la integridad de las muestras de los pacientes con LMA obtenidas, se
realizd la extraccion del RNA, se verifico en un gel de agaroza al 1% donde se observaron
las bandas caracteristicas 28S y 18S del RNA (Figura 22).

Figura 22.- INTEGRIDAD DE RNA DE PACIENTES CON LMA, gel de agarosa al 1% para
verificar la integridad del RNA, observandose las bandas caracteristicas 28S y 18S del RNA. Del carril 1 al 6
se observan RNA’s de pacientes con diagnéstico de LAM (6 pacientes representativos).

10.3.3. Expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en pacientes con
LMA

La expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en las muestras que
Ilegaron al laboratorio de Biologia Molecular del HGM con diagndstico de LMA, se realiz
PCR del gen constitutivo GAPDH para verificar la integridad de las muestras, el fragmento
de amplificacion del gen es de 221pb (figura 23).

— 221pb

Figura 23.- INTEGRIDAD DE LAS MUESTRAS DE PACIENTES CON LMA, gel de agarosa al
2%, se observa la amplificacion del gen constitutivo GAPDH (221pb), en el carril MPM el marcador de peso
molecular (100pb), el carril 1 el control positivo (K562), carril 2 el control negativo (H20), el carril 3-8
pacientes con diagndstico de LMA (6 pacientes representativos)

La expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 fue observada en los
pacientes con LMA, todos los pacientes (10/10) presentaron expresion de los
transportadores (figura 24).
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Figura 24.-EXPRESION DE ABC’s EN PACIENTES CON LMA, gel de agarosa al 2%, se observa
la expresion de los genes (A) ABC-B1 (202 pb), (B) ABC-C1 (173pb) y (C) ABC-G2 (206 pb), en el carril
MPM se ve el marcador de peso molecular (100pb), el carril 1 control positivo (linea celular K562), el carril 2
el control de reaccidn, del carril 3 al 9 las muestras de los pacientes con diagnéstico LMA .

10.4. Correlacién de la expresion de ABC-B1, ABC-C1 Y ABC-G2 y la respuesta
hematoldgica en LLA

Se correlacioné la expresiéon de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 con los
pardmetros clinicos como edad, sexo, hemoglobina, cuenta inicial de leucositos, plaquetas,
infiltracion a sistema nervioso (ISN), presencia del cromosoma Filadelfia.

En el caso del gen ABC-B1 (Tabla 13), dentro de los parametros se observa que la
media de edad para pacientes positivos a ABC-B1 es de 34+13 y para los pacientes
negativos una media de 37+18; el rango de edad es de 18-78 afios; la proporcion por sexo
fue de un total de 57.1% (20/35) pacientes positivos para ABC-B1 de los cuales el 31.4%
corresponde al sexo femenino y el 25.7% (9/35) al sexo masculino.

Respecto a los andlisis de laboratorio para pacientes positivos a ABC-B1 se observa
que la media del conteo de leucocitos es de 37.7+65.49 x10°/uL, para plaquetas es de
72.9+83.6 x10%/L y para la hemoglobina es de 9.96+3.09 g/dL.
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Media Expresion del gen
Total ABC-B1
Expresion positivo negativo p=<0.05
Edad 35+15 34+13 37+18 NS*
g 35 anos 18 8 6 NS
< 35 anos 17 12 9
Leucos al Dx (x10 3/pL) 38+65.4 28 37.7+65.49 40.6+67.5 NS
<50 7 17 11
> 50 3 4
Plaquetas al Dx 58+ 68.4 72.9+83.6 49.6+60.8 NS
(x10 */pL)
<80 26 14 12
>80 9 6 3
Hemoglobina (g/dL) 9.11+3.1 9.96+3.09 7.97+2.83 NS*
Sexo
Femenino 22 11 11 NS
Masculino 13 9 4
Cromosoma Ph 2 1 1 NS
Positivo 33 19 14
Negativo
Infiltracion a SNC 7 3 4 NS
Si 28 17 11
No
Recaida
Si 12 7 5 NS
No 23 13 10

TABLA 13 .- CORRELACION DEL GEN ABC-B1 (MDR-1) CON FACTORES QUE INFLUYEN EN EL PRONOSTICO DE
PACIENTES CON LLA. NS= No tienen significancia, Se realizé prueba de t (*) Fuente: Archivo de expedientes
clinicos de pacientes tratados en el pabellon de Hematologia (U-111) del Hospital General de México y
resultado del andlisis estadistico realizado para el presente estudio.

Los factores prondstico como lo son presencia del Cromosoma Ph en los pacientes
positivos a ABC-B1 solo el 2.87% (1/35) lo expreso, el 8.5% (3/35) presentaron
infiltracion a sistema nervioso y 20% (7/35) presentaron recaida de la enfermedad. No se
observo significancia estadistica entre los factores pronostico y la expresion de ABC-B1.

Para pacientes positivos a ABC-C1(Tabla 14) la media de edad es de 38+17 y para
los pacientes negativos una media de 31%11; el rango de edad es de 18-78 afios; la
proporcidn por sexo fue de un total de 62.8% (22/35) pacientes positivos para ABC-B1 de
los cuales el 40% (14/35) corresponde al sexo femenino y el 22.8% (8/35) al sexo
masculino.
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Media Expresién del gen
Total ABC-C1
Expresion positivo  Negativo  p<0.05
Edad 35.8+15.4 38+17 31+11 NS*
> 35 afos 11 3 NS
<35 afios 11 10
Leucos al Dx (x10 */pL) 38+65.4 52.1+78.7 16.6+20.1 NS
<50 16 12
> 50 6 1
Plaquetas al Dx 58+ 68.4 52.7449.2 67.0+94.2 NS
(x10 */pL)
<80 16 10
>80 6 3
Hemoglobina (g/dL) 9.11+3.1 9.09+3.2  9.13+3.07 NS*
Sexo
Femenino 22 14 8 NS
Masculino 13 8 5
Cromosoma Ph
Positivo 2 2 0 NS
Negativo 33 20 13
Infiltracion a SNC
Si 7 5 2 NS
No 28 17 11
Recaida
Si 12 8 4 NS
No 23 14 9

TABLA 14 .- CORRELACION DEL GEN ABC-C1 (MRP-1) CON FACTORES QUE INFLUYEN EN EL PRONOSTICO DE
PACIENTES CON LLA. NS= No tienen significancia, Se realizé prueba de t (*) Fuente: Archivo de expedientes
clinicos de pacientes tratados en el pabellén de Hematologia (U-111) del Hospital General de México y
resultado del andlisis estadistico realizado para el presente estudio.

Los analisis clinicos de los pacientes positivos a ABC-C1 mostraron que la media
del conteo de leucocitos es de 52.1+78.7 x10%/uL, para plaguetas es de 52.7+49.2 x103/uL
y para la hemoglobina es de 9.09+3.2 g/dL. Los factores prondstico como lo son presencia
del Cromosoma Ph en los pacientes positivos a ABC-C1 solo el 5.7% (2/35) lo expresd, el
14.2% (5/35) presentaron infiltracion a sistema nervioso y 22.8% (8/35) presentaron
recaida. Sin embargo, no se encontro significancia estadistica entre la expresion del gen
ABC-C1 y los factores pronostico. Para pacientes positivos a ABC-G2 (Tabla 15) la media
de edad es de 3516 y para los pacientes negativos una media de 35+12; el rango de edad
es de 18-78 afios; la proporcién por sexo fue de un total de 77.1% (27/35) pacientes
positivos para ABC-B1 de los cuales el 48.5% (17/35) corresponde al sexo femenino y el
31.4% (11/35) al sexo masculino.
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Media Expresién del gen
Total ABC-G2
Expresion positivo  negativo p=<0.05
Edad 35+15 35+16 35+12 NS*
> 35 afnos 14 11 3 NS
< 35 anos 21 17 4
Leucos al Dx (x10 */uL) 38+65.4 28 45.0+£71.7 14.8+£14.9 NS
<50 7 21 7
>50 7 0
Plaquetas al Dx 58+ 68.4 52.8468.0 78.7+71.3 NS
(x10 */pL)
<80 26 22 4
> 80 9 6 3
Hemoglobina (g/dL) 9.11+£3.1 8.81£3.04 11.17+25 NS*
Sexo
Femenino 22 17 5 NS
Masculino 13 11 2
Cromosoma Ph
Positivo 2 0 2 0.004
Negativo 33 28 5
Infiltracion a SNC
Si 7 4 3 NS
No 28 24 4
Recaida
Si 12 9 3 NS
No 23 19 4

TABLA 15 .- CORRELACION DEL GEN ABC-G2 (BCRP) CON FACTORES QUE INFLUYEN EN EL PRONOSTICO DE
PACIENTES CON LLA. NS= No tienen significancia, Se realizé prueba de t (*) Fuente: Archivo de expedientes
clinicos de pacientes tratados en el pabellén de Hematologia (U-111) del Hospital General de México y
resultado del andlisis estadistico realizado para el presente estudio.

Los andlisis clinicos de los pacientes positivos a ABC-G2 mostraron que la media
del conteo de leucocitos es de 45-0+71.7 x10°/uL, para plaquetas es de 52.8+68.0 x10%/uL
y para la hemoglobina es de 8.81+3.04 g/dL. Los factores prondstico como lo son
presencia del Cromosoma Ph ninguno de los pacientes positivos a ABC-G2 lo expreso, el
11.4% (4/35) presentaron infiltracion a sistema nervioso y 25.7% (9/35) presentaron
recaida.

Existe una significancia estadistica de p=0.004 entre la expresién de ABC-G2 y
cromosoma Ph, observando que la expresion del gen ABC-G2 es independiente de la
expresion del cromosoma Ph.

10.5.
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10.6. Correlacion de la co-expresion de ABC’s en pacientes con LLA

Se realizo la correlacién de los factores prondstico con la co-expresion de los genes
ABC en pacientes con LLA, el 28.5% (10/35) pacientes con LLA presentaron la co-
expresion de los tres genes (ABC-B1/ABC-C1/ABC-G2), sin embargo, se observa que no
hay una relacion significativa entre la expresion de los tres genes con los factores
pronostico (Tabla 16).

Media N Co-Expresion
Total ABC-B1/ABC-C1/ABC-G2
Expresion positivo negativo p<0.05
Edad
> 35 afios PO 1 4 10 NS
< 35 aiios ' 21 6 15
Leuco§3 al Dx (x10
/uL) 38+65. 28 8 20 NS
<50 4 7 2 5
>50
Plaquetas al Dx
(x10 */uL) 58+ 26 8 18 NS
<80 68.4 9 5 7
>80
Fersneexnoino 2 4 - N
. 13 6 16
Masculino

Cromosoma Ph

Positivo : y : "o
_ 33 10 23
Negativo
Inflltramsoin aSNC 7 4 8 NS
No 28 6 17
Recsailda 12 1 11 NS
23 7 16
No

TABLA 16 .- CORRELACION DE LOS GENES ABC-B1/ABC-C1/ABC-G2 CON FACTORES QUE INFLUYEN EN EL
PRONOSTICO DE PACIENTES CON LLA. NS= No tienen significancia, Fuente: Archivo de expedientes clinicos
de pacientes tratados en el pabellén de Hematologia (U-111) del Hospital General de México y resultado del
analisis estadistico realizado para el presente estudio.
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Respecto a la co-expresion de 2 genes, el 17.1% (6/35) de los pacientes con LLA
presentaron la co-expresion de ABC-B1/ABC-G2. En la correlacion de la expresion de
ABC-B1/ABC-G2 con los factores pronostico, se observa que hay una correlacion
significativa (p=0.017) entre la edad y la co-expresion de los genes ABC-B1/ABC-G2 de
manera independiente, sin embargo no hay correlacion entre los demas factores pronostico
(Tabla 17).

Media n Co-Expresion
Total ABC-B1/ABC-G2
Expresion positivo negativo p<0.05
Edad 35.8+15
> 35 afnos 14 5 9 p=0.017
< 35 aiios 21 1 20
Leucos al Dx (x10 38+65.4
3/uL) 28 5 23 NS
<50 7 1 6
>50
Plaquetas al Dx 58+ 68.4
(x10 3/uL) 26 4 22 NS
<80 9 2 7
>80
Sexo
Femenino 22 2 20 NS
Masculino 13 4 9
Cromosoma Ph
Positivo 2 0 2 NS
Negativo 33 6 27
Infiltracion a SNC
Si 7 0 7 NS
No 28 6 22
Recaida
Si 12 2 10 NS
No 23 4 19

TABLA 17 .- CORRELACION DE LOS GENES ABC-B1/ABC-G2 CON FACTORES QUE INFLUYEN EN EL
PRONOSTICO DE PACIENTES CON LLA. NS= No tienen significancia, Fuente: Archivo de expedientes clinicos
de pacientes tratados en el pabellén de Hematologia (U-111) del Hospital General de México y resultado del
analisis estadistico realizado para el presente estudio.
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El 20% (7/35) de los pacientes con LLA presentaron la co-expresion de ABC-
C1/ABC-G2. En la correlaciéon de la expresion de ABC-C1/ABC-G2 con los factores
prondstico, se observa que hay una relacion significativa (p=0.006) entre la expresion de
los genes ABC-C1/ABC-G2 y la cuenta de leucocitos inicial, es decir, la expresion de los
genes es independiente del conteo de leucocitos. Sin embargo, no hay relacion entre la
expresion de los genes ABC-C1/ABC-G2 con otros factores pronostico(Tabla 18).

Media n Co-Expresion
Total ABC-C1/ABC-G2
Expresion positivo negativo p<0.05
Edad 35.8+15.4
> 35 afos 14 4 10 NS
< 35 aiios 21 3 18
Leucos al Dx (x10 38+65.4
3/uL) 28 3 25 p=0.006
<50 7 4 3
>50
Plaquetas al Dx 58+ 68.4
(x10 3/uL) 26 6 20 NS
<80 9 1 8
>80
Sexo
Femenino 22 5 17 NS
Masculino 13 2 11
Cromosoma Ph
Positivo 2 0 2 NS
Negativo 33 7 26
Infiltracién a SNC
Si 7 1 6 NS
No 28 6 22
Recaida
Si 12 2 10 NS
No 23 5 18

TABLA 18 .- CORRELACION DE LOS GENES ABC-C1/ABC-G2 CON FACTORES QUE INFLUYEN EN EL
PRONOSTICO DE PACIENTES CON LLA. NS= No tienen significancia, Fuente: Archivo de expedientes clinicos
de pacientes tratados en el pabellén de Hematologia (U-111) del Hospital General de México y resultado del
analisis estadistico realizado para el presente estudio
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El 11.4% (4/35) de los pacientes con LLA presentaron la co-expresion de ABC-
B1/ABC-C1. En la correlacion de la expresion de los genes ABC-B1/ABC-C1 con los
factores pronostico, se observa que no hay una relacion significativa entre la expresion de
los genes ABC-B1/ABC-C1 con los parametros clinicos evaluados (Tablal9)

Media n Co-Expresion
Total ABC-B1/ABC-C1
Expresion positivo  negativo p<0.05
Edad 35.8+15.4
> 35 afnos 14 3 11 NS
< 35 aiios 21 1 20
Leucos al Dx (x10 38+65.4
3/uL) 28 4 24 NS
<50 7 0 7
>50
Plaquetas al Dx 58+ 68.4
(x10 3/uL) 26 2 24 NS
<80 9 2 7
>80
Sexo 19
Femenino 22 3 12 NS
Masculino 13 1
Cromosoma Ph
Positivo 2 1 1 NS
Negativo 33 3 30
Infiltracién a SNC
Si 7 1 6 NS
No 28 3 25
Recaida
Si 12 1 11 NS
No 23 3 20

TABLA 19 .- CORRELACION DE LOS GENES ABC-B1/ABC-C1 CON FACTORES QUE INFLUYEN EN EL
PRONOSTICO DE PACIENTES CON LLA. NS= No tienen significancia, Fuente: Archivo de expedientes clinicos
de pacientes tratados en el pabellén de Hematologia (U-111) del Hospital General de México y resultado del
analisis estadistico realizado para el presente estudio
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10.7. Correlacion de la expresion de ABC-B1, ABC-C1 Y ABC-G2

entre donadores sanos y pacientes con LLA

Los resultados obtenidos entre los donadores sanos y los pacientes con LLA
positivos a los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 fueron contrastados, el resultado
obtenido es que la frecuencia de expresion es estadisticamente significativa (p=0.029)
entre ambas muestras (Tabla 20). Por lo tanto la expresion de los transportadores ABC-B1,
ABC-C1 y ABC-G2 es relevante en los pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda.

DONADORES ~ PACIENTES CON p(0.05)
SANOS LAL
ABC-B1 18 20
ABC-C1 12 22 0.029
ABC-G2 6 28

TABLA 20 .- CORRELACION DE ABC-B1, ABC-C1 Y ABC-G2 ENTTRE PACIENTES CON LLA Y DONADORES SANOS.
Se observa la diferencia entre la expresion de los transportadores de las dos muestras, se observa una

diferencia significativa.
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11. DISCUSION

De acuerdo al Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y Control de
Enfermedades (CENAVECE), indica que la leucemia aguda es el tipo de cancer mas
recurrente en México, representa alrededor del 40% de todas las neoplasias; de acuerdo al
Anuario Estadistico del Hospital General de México en el afio 2011, se reporta que para la
Leucemia Linfoblastica Aguda representan la primer causa de mortalidad en el servicio de
Hematologia, con un total de 38 defunciones, 60% (23/38) para el sexo femenino con
prevalencia de edad de 25-44 afios y 40% (15/38) defunciones para el sexo masculino con
prevalencia de edad de 15-44 afios. En cuanto a la Leucemia Mieloblastica Aguda
representan la segunda causa de mortalidad con 20 defunciones, 65% (13/20) para el sexo
femenino con prevalencia de edad 45-59 afios y 35% (7/20) defunciones para el sexo
masculino con prevalencia de edad de 25-44 afios. En el presente estudio encontramos que
en la LLA el 63% (22/35) pacientes pertenecen al sexo femenino y el 37% (13/35) del sexo
masculino, ambos sexos con prevalencia de edad de 18-33 afios, respecto a los datos
observados en las LMA el 70% (7/10) son del sexo femenino y 30% (3/10) son de sexo
masculino con prevalencia de edad de 25-44 afios para ambos casos, nuestros datos

obtenidos concuerdan con los presentados por el Hospital General de México.

Los pacientes que padecen algun tipo de cancer hematolégico son tratados con
quimioterapia, inmunoterapia y agentes que modifican la respuesta bioldgica, de estos
tratamientos la quimioterapia es el méas efectivo; sin embargo, algunas células cancerosas
generan simultdneamente resistencia a diferentes medicamentos (resistencia a multidroga),
por lo tanto, hay un impedimento para una respuesta exitosa a la quimioterapia (Gottesman,
2002). La resistencia a multidroga generalmente resulta de la expresion de bombas de flujo

dependientes de ATP, también llamados transportadores ABC.

La resistencia es el resultado del incremento del flujo extracelular del medicamento
y por ende de un bajo nivel intracelular del mismo, los medicamentos que generalmente son
los sustratos de estos transportadores son los alcaloides vinca (vinblastina y vincristina), los

antraciclicos (doxorrubicina y daunorrubicina), agentes alquilantes (ciclofosfamida) y
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agentes antimetabdlicos (metotrexate y citarabina) que son utilizados como quimioterapia
de primera linea, por lo tanto, los transportadores ABC constituyen un mecanismo
importante de la resistencia a multidroga en la mayoria de los canceres humanos
(Gottesman, 2002; Sharom, 2008, Hoffmann, 2004, Pei-Rong, 2011). Existen mdltiples
ensayos referentes a los transportadores por su papel en la resistencia a multidroga,
principalmente para ABC-B1 (MDR-1), ABC-C1 (MRP-1) y ABC-G2 (BCRP O MXR),
estos transportadores de manera normal se encuentran en el organismo, tienen una funcion
de proteccion contra metabolitos, xenobioticos y compuestos citotdxicos; sin embargo se
sabe que en el 40 al 50% de los canceres se encuentran sobreexpresados (Sarkadi, 2004;
Pei-Rong, 2011).

De manera in vitro se ha observado la expresion de los transportadores ABC en
lineas celulares de diversos tipos de cancer, Szakacs y colaboradores (2004) realizaron un
analisis de la expresion de los transportadores en 60 lineas celulares de diferentes tipos de
cancer (leucemias, melanomas, cancer de ovario, de mama, de prostata, de colon, de
sistema nervioso, etc.), los resultados de la expresién de los transportadores a nivel de
mRNA, de proteina (expresion y funcionalidad) y de la sensibilidad de las células a algunos
guimioterapéuticos, indican que existe una correlacion entre la expresion de los
transportadores y la respuesta a los farmacos quimioterapéuticos, particularmente para la
sobreexpresion de ABC-B1 (MDR1), ABC-C1 (MRP1) y ABC-G2 (BCRP-MXR). Dentro
del equipo de trabajo Salazar-Teran (2011) determind que la expresion de ABC-B1 en
K562 disminuia de manera proporcional a la inhibicion del oncogén BCR-ABL en
presencia de Imatinib a concentracion de 0.3 pM/L, por lo tanto se concluyd que la
expresion de MDR-1 depende del gen BCR-ABL en Leucemia Mieloide Cronica (LMC).
Sen R. y colaboradores (2012) determinaron no solo la presencia de los transportadores
ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en la linea celular K562, sino que ademas determinaron que
el farmaco Ponatinib a concentraciones de 0.04 a 0.63mmol/L reducia la actividad de ABC-
B1 Y ABC-G2 generando una actividad de los farmacos quimioterapéuticos aumentando la
apoptosis, sin embargo no afecta a ABC-C1. En este trabajo se analizé la expresion de los
transportadores ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 a nivel de mRNA en 4 lineas celulares

leucémicas K562 (LMC, crisis blastica) HL-60 (LMA, promielocitica), Jurkat (LLA,
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células T) y Reh (LLA, células B), se observo la expresion de los transportadores ABC-B1
y ABC-G2 en las lineas HL-60 y Reh, siendo Jurkat la unica linea celular que no expresé
ninguno de los transportadores y la linea celular K562 expreso ABC-B1, ABC-C1 y ABC-

G2, concordando con la literatura, se tom6 como nuestro control positivo.

DONADORES SANOS

El gen ABCB1 (MDR1) se expresa en individuos sanos en muchos tejidos normales
como higado, barrera hemato-encefalica, intestino y rifion; en el cancer juega un papel
importante en la distribucion y excrecion de los farmacos, esta implicado en la resistencia
intrinseca y adquirida, la P-gp codificada por ABC-B1 (MDR-1) es una via que genera una
falla al tratamiento de tumores que lo sobreexpresan (Cooke, 2005; Chen KG, 2012).
Respecto a los niveles de expresion de los transportadores en muestras de donadores sanos
Turriziani y colaboradores (2008) describen que al analizar la expresion de los
transportadores de ABC-B1, ABC-C1, ABC-C4 y ABC-C5 en 98 pacientes VIH positivos
y 20 donadores sanos por gRT-PCR, observaron que existe una alta variabilidad entre
individuos en ambos casos (VIH positivos y donadores), sin embargo, los niveles de
expresion principalmente de ABC-B1 a nivel de mRNA fueron significativamente elevados
para los pacientes de VIH positivos en comparacion de los donadores sanos. Se ha
reportado que la expresion de ABC-B1 analizada por qRT-PCR es mas alta en hombres que
en mujeres a razon de 1.3-1.48 copias en linfocitos de sangre periférica (Chandler, 2007,
Sudchada, 2010). En nuestro caso se analizo la expresion de mMRNA de ABC-B1 en 20
muestras de sangre periférica de donadores sanos observandose que hay un 90% (18/20) de
frecuencia de expresion, esto podria deberse a que el gen se expresa en los leucocitos
principalmente en células Natural killer (CD56+) y Linfocitos T (CD8+, CD4+), también se
conoce juega un papel en el transporte de citocinas como IL-2, IL-4 e INFy, por lo tanto
indica que también podria tener funciones inmunoldgicas (Hiztl, 2001; Fellay, 2002;
Oselin, 2003; Machado, 2003)

Respecto al gen ABC-C1 (MRP1), se encuentra expresado en pulmones, higado
intestinos y prostata, de manera normal su funcién es proteger a estos 6rganos; juega un
papel importante en el cancer; se ha observado su expresion en sangre periférica y en

muestras de médula 6sea de donadores sanos, reportandose niveles de expresion bajos en
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comparacion con la lineas celulares resistentes H69/AR y HL-60/AR, (Schneider 1995;
Abbaszadegan, 1995). En nuestro caso se analizé la expresion de ABC-C1 a nivel de
MRNA en 20 donadores sanos observandose que existe una frecuencia de expresion del
60% (12/20), esto puede deberse a que el gen es expresado en células linfoides ya que la
funcion fisioldgica de MRP1 (ABC-C1) es transportar leucotrienos, prostaglandina e
interviene en el flujo de disulfuro de glutation, ademas de transportar aniones organicos y
otras sustancias conjugadas del glutation, estudios previos han demostrado que los
leucotrienos (LTC4, LTD4 y LTE,) y prostaglandinas (PGA;) pueden participar en la
sefializacion intracelular involucrada en la proliferacion, diferenciacion y seleccion de
células T dentro del timo (Mahjoubi, 2008; Budulac, 2010). Rieneke van de Ven y
colaboradores (2006) encontraron que el gen ABC-C1 asi como el gen ABC-B1 se
expresan en las células dendriticas (CD). Funcionalmente, ambos transportadores han sido
descritos para la eficiente migracion de las células T y CD; sin embargo ABCBL es
antagénico de ABC-C1, juega un papel importante debido a que interviene no solo en la
migracion sino en la diferenciacion de las CD y se encuentra sobreexpresado en pacientes
con algdn tipo de leucemia aguda, ya sea Mieloblastica o Linfoblastica en recaida y en el
cancer de pulmon (Echeverria-Lima, 2007; Leslie, 2001; Renes, 2000; Jedlitschky, 1996).

La expresion del gen ABCG2 (BCRP/MXR) se encuentra de manera normal en
placenta, higado e intestino donde su funcion es proteger a la placenta del paso de
medicamentos asi como estd implicado en la absorcion intestinal. En nuestro caso se
analizo la expresion a nivel de mMRNA de ABC-G2 en una muestra de 20 donadores sanos
observandose que solo el 30% (6/20) expreso el gen, la frecuencia de expresién concuerda
con lo reportado por Abbott en 2006 quien concluye que la expresion es baja en sangre
periférica en comparacion con medula désea. Asi mismo observé que de las muestras
analizadas de Leucemias Agudas el 78% tiene alta expresion del gen ABC-G2 en
comparacion con sangre periférica por lo tanto también es congruente con la frecuencia de
expresion que observamos del gen ABC-G2 en las LLA con un 78.3% (28/35) y el 100%
en LAM. La baja frecuencia de expresion del gen ABC-G2 en la muestra de donadores

sanos puede deberse a que su expresion en el sistema hematopoyético se encuentra
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principalmente en las células madre donde su funcion es como crioprotector (Abbott,
2006& 2002; Scharenberg, 2002).

En nuestros resultados se observa que existe una relacion significativa (p=0.029)
entre la frecuencia de expresion de ABC-B1, ABC-C1 Y ABC-G2 de los donadores sanos y
los pacientes con LLA, es decir la frecuencia de expresién es dependiente de la
enfermedad. Existen mdltiples trabajos que comparan la frecuencia y los niveles de
expresion de los transportadores de pacientes con LMA o LLA y donadores sanos sin un
andlisis estadistico, sin embargo Sauerbrey y colaboradores en 2001 demuestra que hay una
relacion significativa (p=0.011) entre los niveles de expresion de ABC-G2 en pacientes con
LLA y donadores sanos (sangre periférica y medula 6sea). Sin embargo no hay un estudio

sobre la frecuencia de expresion y su importancia en la poblacion mexicana.

PACIENTES CON LLAyY LMA

Se ha observado la sobreexpresion de los transportadores ABC-B1, ABC-C1 y
ABC-G2 en las leucemias, existen numerosos trabajos enfocados en el papel de éstos en la
resistencia a multidroga y como posibles factores prondstico; Norwood y colaboradores
(2004) reportan que la expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1, ABC-G2, asi como
ABC-A3 y LRP esta asociada con la recaida en la Leucemia Mieloide Aguda, debido a su
alta expresion en comparacion de las lineas celulares K562 (Leucemia Mieloide Crénica,
en crisis blastica) y HL-60 (Leucemia Mieloide Aguda, promielocitica), indica que los
transportadores estan asociados en la progresion de la enfermedad, por lo tanto los colocan

como posibles blancos terapéuticos.

Se analiz6 la expresion de ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 a nivel de mRNA en 35
pacientes con LLA con diagndstico de novo y fue correlacionada su expresion con factores
prondstico como son edad, sexo, cuenta leucocitaria inicial, conteo de plaquetas,
hemoglobina, expresion de cromosoma Filadelfia, infiltracion a sistema nervioso y recaida
de la enfermedad ninguno de los pardmetros pronosticos tuvo significancia estadistica con
respecto a la expresion de los genes ABC-B1 y ABC-C1. Plasschaert y colaboradores
(2005) analizaron la expresion de ABC-C1 entre otros genes en 105 pacientes con LLA (49

adultos y 56 nifios), reportando que la expresion de MRPL1 es significativamente (p=0.005)
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importante en relacion con la supervivencia libre de enfermedad tanto en nifios como en
adultos, sin embargo no se encontro diferencia estadisticamente significativa con factores
prondstico como edad, cuenta inicial de leucocitos y translocaciones cromosomicas
desfavorables, lo que concuerda con nuestros datos. Tafuri y colaboradores (2002)
mediante el protocolo GIMEMA ALL 0496 analizan la expresion de ABC-B1 en 203
pacientes adultos con diagnostico de LLA, indican que la deteccion de expresion de ABC-
B1 representa un factor pronostico, al observar una tasa de remision estadisticamente
significativa (p=0.044 en linfocitos B, p=0.081 en linfocitos T) en los pacientes MDR1
negativos, sin embargo no se encuentra significancia con factores como la edad, el sexo, y
citogenética; el esquema del tratamiento del protocolo GIMEMA ALL 0496 se basa en
altas dosis de daunorrubicina en fase temprana seguido de altas dosis de Ara—C después de
la remision. Por lo tanto la variabilidad de nuestros datos puede deberse a la diferencia del
protocolo de tratamiento (LAL 2007) que llevan los pacientes en el HGM. En nuestro
estudio nuestros datos refieren que no existe relacion significativa entre los factores
prondstico y la frecuencia de expresion de los genes ABC-B1 y ABC-CL1 en los pacientes
con LLA.

Respecto a la expresion ABC-G2 no se encontrd una relacién con factores como
edad, sexo, cuenta de leucocitos, plaquetas, hemoglobina, infiltracion a sistema nervioso o
recaida, sin embargo se observO que existe una relacion significativa (p= 0.004) con la
expresion del cromosoma Filadelfia (Cr Ph’). Al realizar el andlisis se observo que solo el
5% (2/35) expresan el Cr Ph’; sin embargo el 80%(28/35) de los pacientes que expresaron
ABC-G2 no tienen presencia del Cr Ph’, por lo tanto la expresion de ABC-G2 es un factor
independiente de la expresion de Cr Ph’. Sauerbrey y colaboradores en 2001 observa que
el nivel de expresion de ABC-G2 a nivel de mRNA es significativamente (p=0.044) mas
alto en LLA de linaje B, también observan que el nivel de expresion es significativamente
(p=0.011) mayor en pacientes con LLA (rango de 0.146) en comparacion con sangre
periférica (rango 0.003) y médula dsea (rango 0.029) de donadores sanos. Plasschaert y
colaboradores (2003) confirman que la expresion de ABC-G2 a nivel de proteina aumenta
en las LLA linaje B en comparacién al linaje T , al agregar un inhibidor de ABC-G2

(fumitremorgin C, FTC) se genera un aumento de concentraciéon intracelular de
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mitroxantona, por lo tanto concluye que el gen es altamente expresado y activo en las LLA,
y que genera resistencia a las células cancerigenas.

Ambos autores no encontraron correlacion con factores pronostico como edad,
cuenta inicial de leucocitos, plaquetas o una recaida. Esto concuerda con nuestros
resultados ya que los 35 pacientes de LLA son linaje tipo B, y la frecuencia de expresion de
ABC-G2 es maés alta en comparacion con los donadores sanos, sin embargo no se cuentan

con estudios que relacionen la expresion de ABC-G2 y el Cr Ph’.

La co-expresion de los transportadores ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 ha sido
observada en mdltiples ensayos tanto in vitro como in vivo, en el caso de las leucemias se
ha correlacionado el aumento de co-expresion de MDR1/BCRP con una peor tasa de
remision completa y peor tasa de supervivencia global (p=0.01 para ambos casos) en
pacientes con LMA (van den Heuvel-Eibrink, 2007). En nuestros resultados observamos
que la frecuencia de co-expresion para los pacientes con LLA se expresan ABC-C1/ABC-
G2 con 20% (7/35), seguido de la co-expresion de ABC-B1/ABC-G2 con una frecuencia de
17.1% (6/35) y la frecuencia de ABC-B1/ABC-C1 fue de 11.4% (4/35), nuestros
resultados difieren con lo presentado por van den Heuvel-Eibrink debido a el tipo de

leucemia, el tratamiento y grupo de riesgo de los pacientes.

En el caso de la expresién de ABC-B1 (MDR1), ABC-C1 (MRP1) y ABC-G2
(MXR/BCRP) en los pacientes con LMA se observé que la frecuencia de expresion de los 3
transportadores fue del 100% (10/10). Dentro del grupo de trabajo Lopez-Lopez (2011)
observo que la expresion de MDR-1 tiene una relacién significativa (p=0.019) respecto al
tiempo de la respuesta hematoldgica. Schaich y colaboradores (2004) determinan que la
expresion de ABC-B1 en pacientes con LMA tiene una influencia pronostica significativa
(p=0.03) en la sobrevida del paciente (13% MDR1 positivos vs 29% MDR1 negativos en
un periodo de 6 afnos), independiente de los factores de riesgo conocidos como edad, estado
de la enfermedad, mutaciones y la citogenética. Leith y colaboradores (1994) correlacionan
que la expresion de MDR1 esta asociada con una menor tasa de remision completa
(p=0.012) y con una recaida con enfermedad resistente (p=0.0007), ademaés indica que la

expresion y funcionalidad de la proteina del gen ABC-B1(MDR1) esta relacionada con la
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edad (p=0.010). Van der Kolk y colaboradores (2000), observan que en 11 pacientes con
LMA que presentan la inversion 16 la expresion de ABC-C1 aunque se encuentra a nivel de
mRNA disminuye a nivel de proteina MRP1, sin embargo no tiene relacion con los factores
pronostico. Mahjoubi (2008) observaron por qRT-PCR que el nivel de expresion de MRP1
es significativa (p>0.05) en pacientes con LMA que presentan recaida (rango=0.422) o que
no han logrado una remision (rango=0.619) en comparacion con los pacientes que tienen
una respuesta favorable al tratamiento (rango=0.032), ademas de que existe una relacion
entre el nivel de expresion de MRP1 con la clasificacién FAB y los grupos de riesgo de la
LMA. En el caso de la expresion de ABC-G2 en pacientes con LMA Damiani y
colaboradores (2006) observé que existe una relacién significativa (p=0.006) en la
frecuencia de co-expresion del 54% (13/24) de genes ABC-B1/ABC-G2, la expresion de
ABC-G2 es significativa (p=0.027) en el impacto en la vida libre de enfermedad en un
seguimiento de 27 meses, lo cual también estd asociada con la respuesta a la induccion de
remision, edad, conteo elevado de leucocitos. Multiples ensayos correlacionan la expresion
de ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 como factores prondstico en la LMA, en nuestro caso el
bajo nimero de pacientes incluidos no es suficiente para determinar si existe una

correlacion con la respuesta hematoldgica.
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12. CONCLUSIONES

e GENERAL
La expresion o co-expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 no tienen

relacién con la respuesta hematologica en los pacientes con LLA.

e PARTICULARES

v Existe expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en la linea
celular K562, solo hay expresion de ABC-B1 y ABC-G2 en las lineas
celulares  HL-60 y Reh, y no existe expresion de los transportadores en la
linea celular Jurkat.

v’ Existe expresiéon de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en donadores
sanos del banco de sangre del HGM con una frecuencia del 90% para
ABC-B1, 60% para ABC-C1 y 30% para ABC-G2

v' Existe expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en pacientes con
Leucemia Aguda, siendo la frecuencia de expresion del 57.1% para ABC-B1,
62.8% para ABC-C1 y 80% para ABC-G2 en pacientes con Leucemia Aguda
Linfoblastica, ademas existe expresion del 100% para los genes ABC-B1,
ABC-C1y ABC-G2 en pacientes con Leucemia Aguda Mieloblastica.

v No hay relacion entre la expresion de ABC-B1 y ABC-C1 con la respuesta
hematoldgica en los pacientes con Leucemia Aguda Linfoblastica, la
expresion de ABC-G2 es independiente de la expresion de Cromosoma Ph’.
No hay relacion entre la expresion de ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en
pacientes con Leucemia Aguda Mieloblastica.

v Laexpresion de ABC-G2 es independiente de la presencia del Cr Ph’.

v" No se encontrd relevancia entre la expresion de los genes con los pacientes
con LMA.

v" La expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 est relacionada con
la enfermedad (LLA).
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13. PERSPECTIVAS

v Analizar la expresion de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 de sangre
periférica y médula 6sea de los mismos pacientes de LA

v Se propone analizar cuantitativamente por medio de gRT-PCR la expresion
de los genes ABC-B1, ABC-C1 y ABC-G2 en donadores sanos de Banco de
Sangre del Hospital General de México.

v Analizar cuantitativamente por medio de gRT-PCR la expresion de los genes
ABC-Bl, ABC-C1 y ABC-G2 en pacientes con Leucemia Aguda
Linfoblastica

v Realizar el analisis estadistico para determinar la relacion entre los niveles
de expresion de ABC’s en donadores y pacientes con LLA

v" Aumentar el nimero de pacientes con LLA, LMA vy realizar un seguimiento

clinico
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