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Resumen

I mplicancias de la farmacogenética en la infeccién pediatrica por HIV-1

El gen de resistencia a multiples drogas (MDR1) codifica para la Glicoproteina P
(P-gp), que bombea diversos sustratos hacia el exterior de la célula, entre ellos
los antirretrovirales: inhibidores de proteasa (Pl). Ademas, el nivel de expresién
de MDRL1 estéa regulado por el receptor nuclear PXR. En el presente trabajo de
Tesis Doctoral evaluamos la influencia de los polimorfismos de nucleétido
simple (SNP) de MDR1 (T-129C, C1236T y C3435T) y PXR (C63396T) en la
infeccion pediatrica por HIV-1, la respuesta al tratamiento antirretroviral y la
expresion de P-gp. Los SNPs C1236T y C3435T cumplirian un rol protector
retrasando la progresion a SIDA pediatrico, pero no afectarian la transmisién
vertical por HIV-1. Adema4s, evaluamos el efecto de los SNPs en la respuesta
antirretroviral al Pl lopinavir, demostrando que el SNP C1236T se asocia con
una menor concentracién plasméatica de la droga y una mayor carga viral. Por
otra parte, analizamos si los niveles de expresion de P-gp en linfocitos CD4" se
asocian con los SNPs de MDR1 o PXR, sin hallar diferencias entre los distintos
genotipos. Sin embargo, observamos que el nivel de expresion de P-gp en
linfocitos CD4" aumenta con la edad y la infeccion pediatrica por HIV-1. En
conjunto, nuestros resultados sugieren que P-gp es un factor clave tanto en la
modulaciéon de la infeccién por HIV-1, independientemente de su funcién en el

transporte de drogas, como en la respuesta a la terapia antirretroviral.

Palabras claves: glicoproteina P, MDR1, PXR, polimorfismo de nucleétido

simple, HIV-1, SIDA pediatrico, farmacogenética



Abstract

I mplication of the pharmacogenetic in the HIV-1 ped iatric infection

The multidrug resistant gene (MDR1) encodes for P-glycoprotein (P-gp), which
pumps several substrates out of the cell, such as the antiretroviral protease
inhibitors (Pl). In addition, the MDR1 expression level is regulated by the
nuclear receptor PXR. In the present PhD Thesis we evaluated the influence of
the single nucleotide polymorphisms (SNP) T-129C, C1236T y C3435T of MDRL1
and C63396T of PXR in HIV-1 pediatric infection, response to antiretroviral
therapy and P-gp expression. The SNPs C1236T and C3435T may play a
protective role delaying progression to pediatric AIDS, but we did not observe
an effect HIV-1 vertical transmission. In addition, we evaluated the effect of
SNPs on antiretroviral response to the Pl lopinavir, demonstrating that the SNP
C1236T is associated with a lower drug plasma concentration and a higher viral
load. We analyzed whether P-gp expression levels in CD4" lymphocytes are
associated with the SNPs of MDR1 or PXR, but no differences between the
genotypes were found. However, we observed that P-gp expression levels in
CD4" lymphocytes increase with the age and the HIV-1 pediatric infection. Our
results suggest that P-gp is a key factor either in the modulation of the HIV-1
infection, independently of its function in drug transport, or in the response to

antiretroviral therapy.

Key words: P-glycoprotein, MDR1, PXR, single nucleotide polymorphism, HIV-

1, pediatric AIDS, pharmacogenetic
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I.1. Generalidades de la infeccibn por el virus de Ila

inmunodeficiencia humana

El virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) pertenece a la familia
Retroviridae, género Lentivirus. Fue aislado por primera vez en el afio 1983 y
fue reconocido como el agente causal del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). Los primeros casos fueron reportados en el afio 1981 en
jovenes homosexuales de la cuidad de Los Angeles y Nueva York (EEUU) que se
caracterizaban por presentar infecciones oportunistas, principalmente neumonia
por Pneumocystis carinni (jirovesi) o tumores solidos como el sarcoma de
Kaposi [CDC, 1981 a; CDC, 1981 b]. Poco después, también se verificaron
casos de inmunodeficiencia en heterosexuales y en grupos particulares como
usuarios de drogas intravenosas, hemofilicos, hemotransfundidos y finalmente

en nifios nacidos de madres portadoras del virus [CDC, 1982 a - d; CDC, 1983].

Actualmente, se reconocen dos tipos virales, HIV-1 y HIV-2, que difieren en un
30% de su secuencia genética. El primero de ellos es el responsable de la
diseminacion mundial del SIDA, mientras que el HIV-2 es endémico en el

continente africano [Clavel F et al., 1986].

Desde su aparicion, esta enfermedad ha constituido uno de los problemas de
salud més preocupantes y la creacion de una vacuna para prevenir la infeccion
contintda siendo un desafio cientifico dificil de resolver. Hasta la fecha, mas de
25 millones de personas han muerto por esta infeccion desde la aparicion de la

enfermedad [UNAIDS, 2010].
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Segun las ultimas estimaciones del Programa Conjunto de las Naciones Unidas
sobre HIV/SIDA, el nimero de personas viviendo con HIV-1 en el mundo llega a
los 33,3 millones, de los cuales 2,5 millones son nifios [UNAIDS, 2010]. Solo en
el 2009 han contraido la infeccion 2,6 millones de individuos y 1,8 millones de
personas fallecieron por causas asociadas a SIDA [UNAIDS, 2010]. Si bien el
namero anual de nuevas infecciones ha ido disminuyendo en forma sostenida
desde finales de la década de los " 90, esto no se ve reflejado en una reduccién
del nimero total de infectados, ya que la cantidad de muertes por SIDA
también disminuyd gracias al mayor nimero de pacientes recibiendo terapia

antirretroviral.

Los primeros casos de SIDA en Argentina fueron notificados en 1982 vy
correspondian en su mayoria a individuos que habian adquirido la infeccion en
Estados Unidos [Estevez ME et al., 1983]. El numero acumulado de
notificaciones de SIDA en nuestro pais durante el periodo 1982 - 2009 fue de

aproximadamente 40.000 individuos [MSAL, 2010].

La transmision del HIV-1 se produce principalmente por contacto sexual, uso de
drogas inyectables y transmision del virus de la madre infectada al hijo
(transmisién vertical). La transmision vertical es la principal causa de la
infeccién pediatrica y puede ocurrir en tres momentos: durante la gestacion, al
momento del parto o a través de la leche materna. La transmisiéon intradtero
ocurre por el pasaje del virus a través de placenta (via transplacentaria), mas
frecuentemente a partir del segundo trimestre de embarazo. No obstante, la
mayor parte de las infecciones ocurre durante el parto, por via sanguinea [Gibb

DM et al., 1999] y/o secreciones cérvico-vaginales [ The European Collaborative
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Study, 1999]. Ciertos factores podrian aumentar el riesgo de transmisién
vertical, como factores maternos, factores obstétricos, factores virales e
inmunoldgicos y factores fetales. Entre los factores maternos se encuentran un
bajo recuento de linfocitos CD4", una alta carga viral plasmatica al momento
del parto, un estadio de enfermedad clinica avanzado y la presencia de otras
enfermedades de transmision sexual, entre otros [Lynne M et al., 1999]. La
tasa de transmisién perinatal presenta un rango muy amplio que va desde el 13
al 39% [European Collaborative Study, 1991]. Sin embargo, la implementacion
de la profilaxis antirretroviral con zidovudina (AZT) a partir de 1994 y de la
cesarea programada [European Mode of Delivery Collaboration, 1999] ha
logrado disminuir significativamente esta tasa de transmision materno-infantil a
valores cercanos al 1% [Cooper ER et al., 2002; European Collaborative Study,
2005]. La administracion de AZT segun el protocolo ACTG 076 se realiza en
Argentina desde el afio 1995 y consiste en tres partes: administracién de AZT a
la madre a partir del segundo trimestre de gestacion, una dosis endovenosa
durante el parto y al nifio durante las primeras seis semanas de vida. Durante
el afio 2009, se estim6 un nimero de 370.000 nuevas infecciones en nifios en
el mundo, lo cual significa una caida del 24% respecto a cinco afios anteriores
[UNAIDS, 2010]. El Ministerio de Salud [MSAL, 2010] informdé que en nuestro
pais, la tasa de nifios infectados por transmision vertical también se ha
reducido. De los 4.093 casos de transmision vertical identificados en Argentina
desde el comienzo de la epidemia, 230 casos fueron diagnosticados entre los

afios 2008 y 2009.

En el contexto pediatrico existen algunos aspectos particulares de la

patogénesis de la infeccion por HIV-1 que son diferentes respecto de los
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adultos, como la adquisicién perinatal del virus, la exposicibn a los
antirretrovirales desde la gestacion, diferencias en los marcadores virologicos e
inmunoldgicos, cambios en los parametros farmacocinéticos con el desarrollo y
la dificil adherencia a los tratamientos, entre otros. La edad de aparicién de
sintomas asociados a SIDA es muy variable y depende, en parte, del modo de
adquisicion de la infeccion, siendo de 17 meses en nifios infectados por
transmision vertical y 24 meses en aquellos que adquirieron la infeccién a
través de transfusiones [Auger | et al., 1988]. La infeccion perinatal conduce
usualmente a un desarrollo mas rapido de la enfermedad que en los adultos,
con un patrén bimodal [Blanche S et al., 1989; Duliege AM et al., 1992; Tovo
PA et al., 1992; Barnhart HX et al., 1996]. Aproximadamente de un cuarto a un
tercio de los nifios infectados por transmisién vertical presentan
manifestaciones sintomaticas asociadas a SIDA tempranamente (dentro de los
2 primeros afios de vida) y una tasa de mortalidad que llega casi al 100% entre
los 4 a 5 afios de edad, en ausencia de tratamiento antirretroviral. El resto de
los nifios (70 a 75%) presentan una progresion clinica méas lenta, pudiendo
permanecer asintomaticos durante varios afios [Wilfert CM et al., 1994]. El
momento en el que se produce la transmision vertical podria determinar el
curso de la infeccion pediatrica. Cuando la infeccion es intrauterina, el deterioro
clinico seria mas rapido, debido a la mayor inmadurez del sistema inmune fetal;
mientras que cuando la infeccion se produce durante el parto o por la lactancia,
la evolucién clinica seria mas lenta reflejando un mayor grado de madurez del
sistema inmune. Aunque los motivos para estas diferencias no estan aun del
todo claros, las caracteristicas genéticas tanto del virus como del hospedador
también jugarian un rol clave [Mangano A et al., 2001; Kopka Jet al., 2002]. La

implementacion de la terapia antirretroviral de alta eficacia (HAART) ha
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mejorado significativamente la calidad de vida del paciente pediatrico, logrando

permanecer algunos nifios asintomaticos hasta por 5 afios.

El recuento de linfocitos T CD4" y la medicién de la carga viral plasmatica,
medida como copias de ARN viral/ml de plasma, son considerados los
marcadores de laboratorio mas confiables y utilizados en forma conjunta para
el seguimiento de la evolucidn de la infecciébn y para el inicio y control
terapéutico especifico. La reduccion del recuento de linfocitos T CD4" refleja el
grado de inmunodeficiencia del paciente infectado, mientras que el aumento de
la carga viral plasmatica el nivel de replicacion del HIV-1. Sin embargo, en
pediatria se debe tener en cuenta que los niveles de células CD4" varian con la
edad, siendo considerablemente mas elevados en los nifios de pocos meses de
vida y declinando lentamente hasta los seis afios cuando se alcanzan los niveles
observados en adultos [Wilfert CM et al., 1995; Comans-Bitter WM et al.,
1997]. De acuerdo con el sistema de clasificacion desarrollado por los Centros
de control y prevencién de enfermedades (CDC) en 1994 para caracterizar el
grado de inmunosupresion del paciente, el nimero total de células CD4" que
identifica una categoria inmunoldégica cambia con la edad, mientras que el
porcentaje de células CD4" es constante. Por ello, el porcentaje de células CD4"
es considerado un marcador mas confiable de la progresién de la enfermedad
que el namero total de células CD4" [CDC, 1994]. Ademas, esta clasificacion
reconoce 4 categorias clinicas: N (sin sintomas), A (sintomas leves), B

(sintomas moderados) y C (sintomas severos marcadores de SIDA).
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|.2. La terapia antirretroviral

En los ultimos afios, se han logrado avances importantes en el tratamiento de
la infeccion por el HIV-1. A mediados de los afios ~ 90, la introduccion del
HAART ha logrado reducir significativamente la carga viral y elevar el recuento
de linfocitos CD4", pero principalmente disminuir la incidencia de SIDA y la
mortalidad por HIV-1. Estos beneficios se producen tanto en nifios como en
adultos, en pacientes que no recibieron tratamiento (pacientes naive) como en
aquellos con enfermedad avanzada [Dreimane D et al., 2001; Gortmaker SL et
al., 2001]. Este tipo de terapia utiliza la combinacién de al menos tres clases de
drogas antirretrovirales, asociando el uso de inhibidores de la transcriptasa
reversa nucleosidicos (NRTI) con inhibidores de la transcriptasa reversa no
nucleosidicos (NNRTI) o con inhibidores de proteasa (Pl). No obstante, hasta el
presente, la adherencia al tratamiento, la falla virolégica y los efectos adversos
asociados a la terapia son todavia tres de los motivos mas frecuentes del

fracaso terapéutico.

En los nifios menores de 1 afio se recomienda iniciar el tratamiento
independientemente del estadio clinico, inmunolégico o virolégico, debido a que
la infeccion progresa més rapidamente en lactantes que en nifios mayores o
adultos [CDC, 2006]. En la actualidad, las drogas més utilizadas actuan sobre la
transcriptasa reversa y la proteasa viral. Entre los Pl, la combinacion mas

fuertemente recomendada es la de lopinavir (LPV) con ritonavir.

La efectividad de la terapia depende del mantenimiento de una concentracidon

de drogas en plasma o6ptima y constante para asi evitar el surgimiento de
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variantes virales con mutaciones de resistencia. La mayoria de las drogas
antirretrovirales muestran una farmacocinética con alta variabilidad
interindividual y un rango terapéutico estrecho, lo cual conduciria a
concentraciones plasmaticas subéptimas o téxicas. Una escasa potencia del
régimen antirretroviral puede asociarse con limitaciones en la penetracion a
determinados 6rganos (por ejemplo cerebro, testiculos, etc.), diferencias en el
metabolismo celular, interacciones farmacoldgicas que interfieren con la
absorcién o incrementan la eliminacién y efectos adversos, pero también con
las caracteristicas genéticas del paciente. La combinacién e interaccion de todos
estos factores puede llevar a la modificacién, interrupcién o suspensién
definitiva del tratamiento, lo cual ha alentado a los estudios farmacogenéticos a
entender las fuentes de variabilidad de las drogas, principalmente con respecto
a la relacion dosis-respuesta, pero también en relacion a las proteinas

involucradas en la farmacodinamia de los antirretrovirales.

|.3. Superfamilia Cassette de unién de ATP

Los transportadores de drogas se clasifican en dos grupos de proteinas:
Cassette de uniéon de ATP (ABC) y Transportadores de solutos (SLC). La
superfamilia ABC se encuentra divida en subfamilias y cuatro de ellas estan
presentes en humanos (mas de 40 miembros): ABCl, MDR/TAP, MRP/CFTR y
ALD. El gen MDR1 (ABCB1) codifica para el transportador Glicoproteina Py
forma parte de la subfamilia MDR/TAP, involucrada, junto con algunos
miembros de la subfamilia MRP/CFTR, en el transporte de drogas

antirretrovirales [Owen A et al., 2005 a].
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|.4. Glicoproteina P

La glicoproteina P (P-gp) es una proteina transportadora, integral de
membrana, glicosilada y fosforilada de 170 kDa y 1280 aminoacidos. P-gp es
miembro de la superfamilia de transportadores ABC. Consiste en dos dominios
homoélogos y cada uno de ellos contiene seis segmentos transmembrana y un
sitio intracelular de unién a ATP [Owen A et al., 2005 a] (figura |1 ). Estos dos
dominios se encuentran separados por un polipéptido flexible que actia como
linker e interactian para cumplir la funcién de transportador. Los fragmentos
que interaccionan con los sustratos residen en, o cerca, de los segmentos
transmembrana 5, 6, 11 y 12. P-gp presenta una estructura tridimensional en
forma de cilindro, con aproximadamente la mitad de la molécula inmersa en la
membrana plasmatica y una camara hidrofilica abierta hacia la cara extracelular

y cerrada hacia la cara citoplasmética (figura 12 ).

En 1976, Juliano RL et al. identificaron a P-gp en células de ovario de hamster
chino resistentes a colchicina. Dos afios més tarde, Inaba M et al. (1978)
observaron una disminucidn significativa en la incorporacién y retenciéon de
daunorrubicina y adriamicina (agentes anticancerigenos del tipo antraciclinas)
en lineas celulares de leucemia de ratén resistentes a estas drogas. La
expresién de esta proteina se creia exclusiva de lineas celulares que
presentaban una alteraciéon en la permeabilidad, confiriendo resistencia a
ciertas drogas. Sin embargo, hoy se sabe que P-gp también se expresa
constitutivamente en d&rganos claves como yeyuno, colon, higado, rifién,
pancreas y glandulas adrenales, donde contribuye a la eliminacion de

xenobidticos o limita la absorcién de drogas desde el tracto gastrointestinal
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[Siegsmund M et al., 2002; Albermann N et al., 2005; Owen A et al., 2005 b].
P-gp también se expresa en una variedad de células normales, incluyendo
células endoteliales de cerebro, testiculos y placenta, asi como en células
progenitoras hematopoyéticas, macrofagos, células natural Killer, linfocitos B y
linfocitos T. Entre los linfocitos T, P-gp particularmente se expresa en células
CD8" y CD4" - el receptor primario de HIV - [Kim RB et al., 1998; Choo EF et

al., 2000; Ford Jet al., 2003; Marzolini C et al., 2004; Camus M et al., 2006].

DOMI NI O HOMOLOGO 1 DOMI NI O HOMOLOGO 2

EXTRACELULAR

MEMBRANA g£EEEES

CI TOPLASMA . —\\C
SEGMENTO
TRANSMEMBRANA
LINKER

ATP  ADP . Pi ATP  ADP 4P

FIGURA | 1. Esquema de la estructura de la Glicoproteina P (imagen adaptada

de Owen A et al., 2005 a). SP: segmento transmembrana.
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FIGURA | 2. Modelo tridimensional de la Glicoproteina P y la in teraccion con
sus sustratos (imagen adaptada de Marzolini C et al., 2004).El xenobidtico
extracelular atraviesa la membrana plasmética, es reconocido por P-gp y bombeado

hacia el exterior de la célula.

I.4.1. Funciones de P-gp

La expresién de P-gp cumple un rol muy importante, ya que colabora con la
defensa natural del organismo. Esta proteina confiere una resistencia intrinseca
en los tejidos donde se expresa, ya que bombea sustancias exégenas o
metabolitos téxicos (xenobidticos) fuera de la célula, asi como también una
amplia variedad de drogas. P-gp realiza la extrusion de sus sustratos en forma
activa y por lo tanto la hidrélisis de ATP resulta indispensable para el proceso

de bombeo.
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Una gran diversidad de sustancias son sustratos de esta proteina, incluyendo
moléculas hidrofébicas con carga neutra o positiva como por ejemplo agentes
anticancerigenos, agentes antihipertensivos, antiarritmicos, esteroides,
antibiéticos, antimicéticos, antiacidos, inmunosupresores, antidepresivos,
neurolépticos, antiepilépticos, opioides, antieméticos y drogas antirretrovirales
[Marzolini C et al., 2004]. En el anexo se muestra una lista detallada de la
mayoria de los compuestos que son sustratos, inductores y/o inhibidores de P-
gp. Entre los antirretrovirales, el nuevo grupo de inhibidores de integrasa y los
clasicos inhibidores de proteasa (ej. amprenavir, atazanavir, indinavir,
lopinavir, nelfinavir, ritonavir y saquinavir) también son sustratos de P-gp [Lee

CG et al., 1998; Cianfriglia M et al., 2007].

.4.2. Rol de P-gp en la quimio terapia contra el cancer

La quimioterapia es uno de los tratamientos mas efectivos contra los tumores
metastaticos. Sin embargo, la habilidad de las células cancerigenas de ser
resistentes a diferentes drogas sigue siendo un gran impedimento en el éxito
terapéutico. Se han investigado numerosos factores biolégicos como posibles
causantes de esta falla, incluyendo inhibicién o estimulacion de sistemas de
eflujo (por ejemplo P-gp), induccién o inactivacién de enzimas, alteracién de los
blancos enzimaticos, cambios en los procesos de reparacion de ADN vy
alteracion en las vias de sefalizacion que llevan a apoptosis, entre otros. De
estos, el nivel de expresibn de P-gp es uno de los mecanismos mejor
caracterizados. De hecho, algunos estudios han demostrado que la magnitud de
la resistencia estaria fuertemente influenciada por la sobreexpresion de P-gp en

la membrana de células cancerigenas, la cual es regulada positivamente por la

11
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misma quimioterapia [Gottesman MM et al., 2002]. La idea de encontrar
moduladores que inhiban la actividad del transportador ha crecido junto con el
namero de investigaciones bioquimicas y clinicas sobre el mecanismo molecular
y la regulacién de la expresidon de P-gp [Ford JM, 1996; Sarkadi B et al., 1997;
Bradshaw DM et al., 1998; Persidis A, 1999; Ramachandran C et al., 1999;

Ueda | et al., 1999; Szabo D et al., 2000].

1.4.3. Influencia de P-gp en la concentracibn de drogas

antirretrovirales

P-gp localiza en la membrana apical de los enterocitos, donde bombea hacia el
exterior de la célula las drogas, sustratos de la proteina, que fueron
primeramente administrados en forma oral y absorbidos a nivel intestinal. Esto
provoca una reduccion de la concentracion intracelular de la droga en células
epiteliales intestinales y consecuentemente una baja concentracién de la droga
en plasma. El ingreso de las drogas hacia cerebro o testiculos también esta
limitada por P-gp, ya que se expresa en las células endoteliales de los capilares
que irrigan estos 6rganos. Ensayos in vivo mostraron un aumento de la
concentracién de distintos Pl (amprenavir, indinavir, nelfinavir, saquinavir) en
cerebro y testiculos de ratones a los cuales se les administr6 un potente
inhibidor de P-gp (LY335979) [Choo EF et al., 2000]. Asimismo, ratones knock
out para P-gp presentaron un aumento en los niveles de acumulacion de
indinavir, nelfinavir y saquinavir en cerebro en comparacion con los ratones
wild type [Kim RB et al., 1998; Washington CB et al., 2000]. La presencia de P-
gp limitaria la penetracién de los Pl en cerebro o testiculos, protegiendo a estos

o6rganos contra los efectos citotéxicos que producen las altas concentraciones

12
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de las drogas y a su vez favoreciendo la generacion de los llamados “santuarios

virales”, fuente de la replicacion residual del HIV-1.

Por otra parte, los PI utilizados en la terapia contra el HIV-1, una vez en sangre
tienen como principal blanco a los linfocitos T CD4". La presencia de P-gp en
estas células podria producir la expulsién de dichas drogas, disminuyendo la
eficacia de la terapia antirretroviral. Owen A et al. (2004 a) han demostrado
una correlacion positiva entre la expresion de P-gp en linfocitos y la
concentracién inhibitoria 50 de saquinavir (Pl) ensayada in vitro, sugiriendo que

la variacién de los niveles de P-gp podria tener impacto en el éxito terapéutico.

Respecto a los NRTI y los NNRTI, la escasa informacién disponible en la
literatura indica que la afinidad de la proteina por este tipo de drogas es muy
baja. Sin embargo, se ha observado que células CEM VBL100 que
sobreexpresan P-gp presentan una disminucién de la acumulacion y accion
antiviral del NRTI AZT [Antonelli G et al., 1992]. Por otra parte, un estudio
hecho en células Caco-2 no mostré evidencias de un transporte diferencial (en
la direccion basolateral-apical o apical-basolateral) de los NNRTI (nevirapina,

efavirenz) a través de P-gp [Stormer E et al., 2002].

|.5. Gen de resistencia a multiples drogas 1

P-gp es codificada por el gen de resistencia a multiples drogas 1 (MDR1) que en
humanos se localiza en el cromosoma 7 (7p21-21.1, NC_000007.13). Su
tamafio es de 600 kb y menos del 5% del total representa la regiéon codificante

del gen, con un ARNm de aproximadamente 4,7 kDa. La estructura de MDR1

13
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consiste en 28 exones y 28 intrones, 26 de los cuales interrumpen la secuencia

aminoacidica (figura 13 ) [Fojo A et al., 1986].
.5.1. Polimorfismos de nucledétido simple en MDR1

Inicialmente, la variabilidad del gen MDR1 fue estudiada por Hoffmeyer S et al.
(2000). A partir de ADN gendmico de individuos sanos de origen caucésico, se
secuenciaron la regién promotora (cubriendo los exones codificantes) y las
regiones involucradas en la union intrén-exén (importantes para el splicing del
ARNm) y se identificaron quince polimorfismos de nucleétido simple (SNP), de
los cuales, cinco localizaban en la region codificante y tres eran polimorfismos
no sinénimos. Hasta el momento, fueron reportados en la base de datos NCBI
mas de 50 SNPs en la region codificante de MDR1 y la lista se encuentra en
expansién [Owen A et al., 2005 a; Fung KL et al., 2009]. La mayoria de ellos
son polimorfismos de sentido erréoneo (60%), seguidos de polimorfismos
sindbnimos (25%) y polimorfismos no codificantes (15%), mientras que no han

sido encontradas mutaciones sin sentido hasta el momento.

REGI ON REGULATORI A

—I-IFE}HHHHE[?

MDR1 T-129C MDR1 G1199A [ MDR1 G2677T/ A MDR1 C3435T
MDR1 C1236T

FIGURA | 3. Esquema del gen MDR1 y ubicacién de los SNPs mas es tudiados
(imagen adaptada de Owen A et al., 2005 a). Se muestran los 28 exones y la

regién regulatoria del gen.
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1.5.1.1. Efecto de los SNPs de MDR1 en el nivel de expresion y

actividad de P-gp

Entre los polimorfismos sinénimos, el SNP MDR1 C3435T (rs1045642) en el
exon 26 es el mas extensamente estudiado y ha sido asociado con una menor
expresion de P-gp en enterocitos [Hoffmeyer S et al., 2000] y en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) [Owen A et al.,, 2004 a]. Los
portadores del genotipo homocigota MDR1 3435TT mostraron niveles de
expresion de P-gp en duodeno [Hoffmeyer S et al., 2000] y PBMC [Owen A et
al., 2004 a] significativamente menores y una mayor concentraciéon plasmatica
de digoxina respecto a los homocigotas MDR1 3435CC [Hoffmeyer S et al.,
2000]. Estos resultados fueron apoyados por el estudio de Hitzl M et al. (2001),
en el cual, individuos homocigotas MDR1l 3435TT de origen caucasico
presentaron menores niveles de expresion de ARNm de MDR1 en leucocitos en
comparacién con los individuos con genotipo MDR1 3435CC. Por otra parte,
existen estudios que se contraponen a estos resultados, como lo encontrado en
una poblacién japonesa, en donde los individuos con genotipo MDR1 3435TT
mostraron los mayores niveles de ARNm de MDR1 en biopsias de duodeno
[Nakamura T et al., 2002]. Cabe destacar que las discrepancias entre los
reportes podrian explicarse por diferencias interétnicas (caucasicos Vs

japoneses) o diferencias del tipo celular analizado (leucocitos vs duodeno).
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1.5.1.2. Influencia de los SNPs de MDR1 en la respuesta a la terapia

antirretroviral

Algunos polimorfismos en MDR1 podrian afectar la expresién y/o actividad de P-
gp y han sido asociados con una variabilidad en la concentracién plasmatica de
las drogas antirretrovirales y la respuesta a la terapia en pacientes infectados
por HIV-1. Una de las hipoétesis propuestas por Saitoh A et al. (2005) plantea
gue los pacientes homocigotas MDR1 3435CC presentarian un mayor nivel de
expresion de P-gp en enterocitos, lo cual limitaria la absorcion de la droga y
consecuentemente reduciria la concentracion de la misma en linfocitos T CD4",
desfavoreciendo la respuesta virologica (reduccién de la carga viral) e
inmunologica (incremento del recuento de células T CD4%) (figura 14,
situacién A ). Por el contrario, los pacientes heterocigotas MDR1 3435CT u
homocigotas MDR1 3435TT presentarian un menor nivel de expresion de P-gp
en células epiteliales de intestino y por lo tanto una menor eliminacién de la
droga a través de este transportador. Esto permitiria alcanzar una mayor
concentraciéon de la droga en plasma y en linfocitos T CD4" acompafiado de un

mayor éxito terapéutico (figura |4, situacion B ).
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FIGURA I 4. Hipotesis de la expresion diferencial de P-gp y su consecuencia
en la concentracién de sustratos (imagen adaptada de Saitoh A et al., 2005).

SITUACION A. El sustrato es absorbido (A) a través de las células epiteliales
intestinales y una gran proporcién del mismo es eliminada (E) por P-gp. La
proporcion restante llega a plasma y de alli a linfocitos T CD4", donde P-gp elimina
una pequefia parte.

SITUACION B. Un menor nivel de expresién de P-gp en enterocitos permite que se

alcancen mayores concentraciones de sustrato en plasma y en linfocitos T CD4".

En los Uultimos afios, muchos estudios han evaluado la influencia del
polimorfismo MDR1 C3435T en respuesta al tratamiento con drogas
antirretrovirales de pacientes infectados por el HIV-1, hallando resultados
discordantes [Fellay J et al., 2002; Winzer R et al., 2003; Saitoh A et al., 2005;
Ma Q et al.,, 2007; Curras V et al.,, 2009; Estrela R de C et al.,, 2009;
Rakhmanina NY et al., 2011]. Algunos resultados sugieren que el SNP MDR1

C3435T juega un rol importante en la respuesta inmunoldgica [Fellay J et al.,
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2002] o viroldgica [Saitoh A et al., 2005] a HAART. Fellay J et al. (2002),
estudiando adultos infectados por HIV-1, encontraron una asociacion
significativa entre el genotipo MDR1 3435TT y una alta recuperacion de células
T CD4", junto con menores niveles de nelfinavir (PlI) y efavirenz (NNRTI) en
plasma luego de un periodo de 24 semanas post inicio de HAART. Los autores
sugieren que los bajos niveles de P-gp asociados al genotipo MDR1 3435TT
podrian estar compensados por la sobreexpresién de metabolizadores (como el
citocromo P450, CYP450) con afinidad por drogas antirretrovirales, lo cual
produciria una reduccién en las concentraciones de droga en plasma. Por otra
parte, Saitoh A et al. (2005) hallaron mayores niveles plasmaticos de nelfinavir
y efavirenz y una mayor respuesta virolégica en nifios heterocigotas MDR1
3435CT infectados por HIV-1 a las 8 semanas del inicio de HAART. Sin
embargo, estos hallazgos no pudieron ser corroborados por otros estudios
[Haas DW et al., 2003; Nasi M et al., 2003; Winzer R et al., 2005]. Numerosos
reportes en la literatura han mostrado resultados conflictivos y es evidente que
existen muchos factores, como diferencias en la etnia, la edad, los regimenes
de HAART vy el criterio aplicado para el andlisis de la respuesta viroldgica e
inmunolégica a la terapia (ej. tiempos evaluados antes y después del
tratamiento), que dificultan la adecuada comparacion entre estudios de

farmacogenética.

Por otra parte, la presencia de otros SNPs en MDR1 con diferente desequilibrio
de ligamiento podrian explicar, en parte, las diferencias halladas. El
polimorfismo MDR1 C3435T en el exdn 26 presenta un fuerte desequilibrio de
ligamiento con el SNP sinénimo MDR1 C1236T (rs1128503) en el exén 12 [Kim

RB et al., 2001]. En adultos infectados por HIV-1, el alelo MDR1 1236T fue
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asociado con un mayor aumento del recuento de células T CD4" post inicio de
HAART con PI, sin hallarse diferencias en la tasa de supresion virolégica [Zhu D
et al.,, 2004]. No ha sido todavia reportado si el polimorfismo MDR1 C1236T

podria afectar el nivel de expresion y/o actividad de P-gp.

Lopinavir/ritonavir (LPV/r) es una coformulacion ampliamente usada como PI
de primera linea para el tratamiento de pacientes pediatricos. Los
polimorfismos de MDR1 no parecen modificar la concentracion plasmética valle
en pacientes adultos [Winzer R et al., 2003; Ma Q et al., 2007; de Cassia
Estrela R de C et al., 2009]. Sin embargo, en pacientes pediatricos, el efecto
del SNP MDR1 C3435T es todavia controversial; Saitoh A et al. (2005) y Curras
V et al. (2009) reportaron un efecto en la respuesta a nelfinavir y ritonavir (PI),
respectivamente. Por otra parte, un estudio reciente mostré que las variantes
de MDR1, C3435T y G2677T, no afectarian ni la farmacocinética de LPV/r ni la
respuesta viroldgica en nifios infectados por HIV-1 [Rakhmanina NY et al.,

2011].

Por otra parte, el SNP MDR1 T-129C (rs3213619) fue identificado en la regién
5° regulatoria de MDR1, particularmente en el exén 1b (no traducido). Tanabe
M et al. (2001) reportaron que las mujeres japonesas heterocigotas -129TC
expresan niveles de P-gp significativamente menores en placenta respecto de
las mujeres con genotipo MDR1 -129TT. Este polimorfismo esta presente en
poblaciones de origen italiana [Furuno T et al., 2002], japonesa [Tanabe M et
al., 2001] y africana [Parathyras J et al., 2009] con frecuencias que no superan
el 25% y son muy pocos los estudios que evaluaron su efecto en la respuesta a

la terapia antirretroviral. Sin embargo, Parathyras J et al. (2009) estudiaron la
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implicancia de este SNP en la recuperacién inmunoldgica a los 6 meses del
inicio de la terapia antirretroviral en individuos infectados por HIV-1 de origen
sudafricano, hallando una asociacién significativa entre el genotipo MDR1 -

129CCy un mayor aumento del recuento de células T CD4".

|.6. P-gp en la infeccién por HIV-1

La replicacién de virus envueltos como el HIV-1 podria verse afectada por la
presencia de P-gp en membrana. Ensayos in vitro han sugerido una
disminucion de la infectividad de HIV-1 en células que sobreexpresan P-gp al
afectar la fusion viral y posiblemente la liberacion de las particulas virales [Lee
CG et al., 2000; Speck RR et al., 2002; Hulgan T et al., 2003]. Sin embargo, no
se observo6 una asociacion entre el nivel de expresién transcripcional de MDR1 y
la permisividad a la infeccion por HIV-1 en células T CD4" [Bleiber G et al.,
2004]. Los estudios clinicos también mostraron resultados contradictorios
[Ifergan | et al. 2002; Kedmi M et al.,, 2007]. Kedmi M et al. (2007)
encontraron que el alelo MDR1 3435T es menos frecuente en adultos infectados
por HIV-1 que en donantes de sangre sanos. Sin embargo, Ifergan | et al.
(2002) no observaron una correlacién con el riesgo de infeccion por HIV-1. Es
poco claro por el momento el efecto de la proteina sobre la replicacion o

infectividad viral.

|.7. Receptor X de pregnano

La expresion de MDR1 esta regulada por el factor de transcripciéon nuclear

receptor X de pregnano (PXR, también llamado SXR, PAR, PRR), codificado por
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el gen NR1I2, en respuesta a endobiéticos y xenobidticos [Geick A et al., 2001;
Synold TW et al.,, 2001]. Owen A et al. (2004 b) mostraron una correlacién
positiva entre los niveles de ARNm de PXR y los niveles de ARNm MDR1 en
PBMC de donantes sanos. Asimismo, PXR también regula la expresion del
citocromo P450 3A4 (CYP3A4) y ha sido descripta una asociacion entre los
niveles transcripcionales de ambos factores en higado de humanos [Goodwin B

et al., 2002].

Hasta el momento, han sido identificados 89 polimorfismos en la region
promotora y el intron 1 de NR1I2 [Lamba J et al., 2008]. Entre ellos, los SNPs
T44477C (73%), C63396T (62%) y A69789G (36%) estan presentes con alta
frecuencia en poblacién caucasica y han sido asociados con alteraciones tanto
en la actividad de CYP3A4 en hepatocitos primarios como en el nivel
transcripcional de PXR, CYP3A4 y MDR1 en higado. EI SNP C63396T
(rs2472677) se encuentra en el intron 1b de NR112 e incrementa la unién de
factores de transcripcion como HNF3p que regula la actividad del promotor de
PXR. El alelo PXR 63396T tiene una frecuencia de méas del 50% en poblaciones
caucasicas (Espafa e Italia) [Siccardi M et al., 2008; Schipani A et al., 2010] y
de aproximadamente el 40% en poblaciones de origen africano (Gana y Kenia)
[Schipani A et al., 2010]. Este alelo ha sido asociado con una mayor actividad
de CYP3A4 en hepatocitos primarios y un mayor nivel de ARNm PXR en higado
de donantes adultos [Lamba J et al., 2008]. Ademas, pacientes infectados por
HIV-1 homocigotas PXR 63396TT presentaron una concentracion valle del PI
atazanavir en plasma significativamente menor que la concentracion minima

efectiva (150 ng/ml), sugiriendo que PXR podria ser un factor importante en la
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regulacién de la disposicién de las drogas antirretrovirales [Siccardi M et al.,

2008].

22



Il - OBJETIVOS



Il - Objetivos

Il.1. Objetivo general

El objetivo general es evaluar la influencia de polimorfismos en los genes MDRL1
y PXR en la infeccion pediatrica por HIV-1, la respuesta al tratamiento

antirretroviral y la expresion de P-gp.

Il.2. Objetivos especificos

= Estimar la frecuencia de los polimorfismos T-129C, C1236T y C3435T de
MDR1 y C63396T de PXR en poblacién general argentina y en nifios

infectados por transmision vertical.

= Analizar el efecto de los polimorfismos T-129C, C1236T y C3435T de MDRL1
y C63396T de PXR en:
i) la transmisién vertical del HIV-1
ii) la progresién a SIDA pediéatrico
iii) la concentracion plasmatica de drogas antirretrovirales
iv) la respuesta viroldégica a HAART
v) la respuesta inmunoldgica a HAART

vi) la expresion de P-gp en linfocitos CD4"

= Estudiar el nivel de expresion de P-gp en linfocitos CD4" en relacién con la

edad y el estatus de infeccién por HIV-1.
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Il - Materialesy Métodos

I1l1.1. Grupos de estudio

[11.1.1. Nifios expuestos al HI V-1 por transmision vertical

Se estudiaron nifios nacidos de madres con serologia positiva para HIV-1 entre
1986 y 2006 que asistieron al Hospital de Pediatria “Juan P. Garrahan” para el

diagnoéstico y seguimiento clinico de la infeccién.

[11.1.1.1. Subgrupo utilizado para el estud io de transmision vertical

y progresién a SIDA (CAPIiTULO 1)

La cohorte pediatrica incluyd 128 nifios expuestos no infectados (64 nifias y 64
nifos) y 219 nifios infectados por HIV-1 (114 nifios y 105 nifias). La mayor
proporcion de nifios infectados respecto a los nifios expuestos no infectados no
es indicativa de la tasa de transmision, ya que esta diferencia se debe a que el
Hospital Garrahan no cuenta con servicio de maternidad y los pacientes son
referidos al mismo, en algunos casos, ya con sintomatologia asociada a SIDA.
Del total de pacientes, 53 pares madre-hijo (39 expuestos no infectados y 14
infectados por HIV-1) recibieron las tres partes (prenatal, intraparto y postnatal
en el neonato) del régimen de zidovudina del Protocolo 076 del Grupo de
Estudios Clinicos Pediatricos en SIDA (PACTG) [Connor EM et al., 1994],
mientras que a 34 pares (6 expuestos no infectados y 28 infectados por HIV-1)
se les administré6 AZT a la madre durante el parto y al recién nacido. Un total
de 221 nifios (55 expuestos no infectados y 166 infectados por HIV-1) no
recibieron profilaxis con AZT y en 39 nifios (28 expuestos no infectados y 11

infectados por HIV-1) la informacién no estaba disponible. Para el analisis
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estadistico, se seleccionaron los pares madre-hijo que no recibieron profilaxis
antirretroviral. La mediana de tiempo de seguimiento de la cohorte fue de 108
meses (4 - 232 meses), 65% de los nifios infectados por HIV-1 progresaron a
SIDA y solo 6 murieron durante el periodo de estudio, el cual finaliz6 en mayo
del 2006. Todos del nifios recibieron terapia HAART durante el periodo de
estudio, que incluyd una combinacion de: 1 a 4 NRTI m&s 1 o 2 NNRTI (16 y 1
pacientes, respectivamente) o 1 a 4 NRTI mas 1 o 2 Pl (152 y 4 pacientes,
respectivamente). De ellos, 84 nifios progresaron a SIDA antes de iniciar el
tratamiento HAART. El analisis de tiempo libre de evento (SIDA) fue realizado

en 171 pacientes de los cuales se disponia de datos clinicos.

[11.1.1.2. Subgrupo utilizado para el estud io de la determinacién de
la concentracién de lopinavir en plasma y la respuesta a HAART

(CAPITULO 2)

De la cohorte pediatrica descripta en el punto I11.1.1.1 de esta secciéon, 38
nifos (21 nifios y 17 nifias) fueron incluidos en el estudio farmacogenético y se
les realiz6 el monitoreo de LPV. Al momento de la determinacién de LPV, todos
los nifios recibian un régimen de HAART con LPV en combinaciéon con ritonavir
como unicos Pl, excepto por 2 pacientes quienes recibieron ademés
amprenavir. La dosis oral de LPV fue 230 y 300 mg/m?/12hs para nifios
mayores y menores de 6 meses, respectivamente. El recuento de células T
CD4" y la carga viral fueron analizados antes y después del inicio de

tratamiento con LPV/r.
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I11.1.1.3. Subgrupo utilizado para el es tudio del nivel de expresion

de P-gp en linfocitos CD4 * (CAPITULO 3)

A partir del afio 2010 se estudié un grupo de 7 nifios verticalmente infectados
por HIV-1 (2 nifios y 5 nifias) con reciente diagnéstico realizado en el Hospital
Garrahan. A cada uno de estos pacientes se le realiz6 una primera
determinacion de la expresion de P-gp en linfocitos CD4" por citometria de flujo
en el periodo comprendido entre la confirmaciéon del diagndstico y el inicio del

tratamiento HAART.

[11.1.2. Poblacion general argentina

Para el estudio de la distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas de los
SNPs, se incluyeron 231 donantes de sangre con serologia negativa para HIV-1,
que concurrieron al Banco de Sangre del Hospital Garrahan. Las muestras de
sangre se obtuvieron al azar y fueron reclutadas, a razén de tres tubos, una
vez por semana, en forma andénima no rastreable (muestra disociada). Esta
metodologia consiste en la enumeracion de los tubos, con la indicaciéon de la
edad, sexo y fecha de extraccién. En el Servicio de Hemoterapia se realiza
diariamente la determinacion de la serologia para el HIV-1 mediante el test de
tamizaje de ELISA (ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas). Si en ese
dia todas las muestras testeadas en el Servicio presentaban serologia negativa
para HIV-1, se procedi6 a procesar las mismas. En caso contrario, se
descartaron las muestras. Esta metodologia fue aprobada por el Comité de

Etica del Hospital Garrahan.
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Por otra parte, para el estudio de la expresion de P-gp en linfocitos CD4" se
obtuvieron muestras de sangre de 20 individuos (grupo de normales
pediatricos) con un rango de edad de 10 meses a 18 afios, que concurren al
Hospital Garrahan para la realizacion de intervenciones quirargicas (ejemplo:
labio leporino, hernia umbilical, pie equinovaro, mamelones, calculos
vesiculares, entre otros). Los criterios de inclusibn de estos normales
pediatricos en el estudio fueron la ausencia de infecciones durante el Gltimo afio
y la no ingesta de medicacion durante la semana previa a la toma de la
muestra. Estos criterios fueron evaluados mediante un cuestionario

especificamente disefiado para este estudio.

[11.1.3. Consideraciones éticas

El Comité de Etica y el Comité de Revisién de Proyectos de Investigacion del
Hospital Garrahan aprobaron el estudio, el cual se encuentra registrado bajo el
nimero 640. Se obtuvieron los consentimientos informados de los donantes de

sangre adultos y de los padres o tutores de los nifios.
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[11.2. Métodos

[11.2.1. Obtencién y preparacién de muestras clinicas

I11.2.1.1. Obtenciéon de células mononucleares a partir de sang re

periférica

A partir de sangre periférica (aproximadamente 5 ml) anticoagulada con EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) 10% se realiz6 una dilucién al medio con
solucion fisioldégica y se aislaron PBMC mediante gradiente de Ficoll-Triyosom
(GE Healthcare, 50 M, amidotrizoato sddico 50%, densidad=1,077 gr/ml,
medida a 4°C) luego de una centrifugacién a 1500 rpm, durante 30 minutos a
4°C. Posteriormente, se descartd el plasma y se realizaron dos lavados de las
células con solucién fisiolégica (centrifugacion a 1800 rpm, durante 10
minutos). En caso de ser necesario, se realiz6 una lisis de glébulos rojos con
agua destilada estéril durante un minuto, ya que la presencia de hemoglobina
puede inhibir la posterior reaccion de amplificacion de ADN. Finalmente, se
realizé el recuento de las PBMC obtenidas mediante contador hematolégico o

camara de Neubauer y se les realiz6 un lavado con solucidn fisioldgica.

I11.2.1.2. Preparacion de lisados celulares a partir de PBMC

A partir de las PBMC conservadas a una temperatura de —20°C en alicuotas de
2x10° células, se prepararon los lisados con solucién C (200 pl, Tris-Cl 5 mM
pH=8,3, Tween 20 0,5%, Triton X100 0,5%) y proteinasa K en una

concentracioén final de 20 pug/ml. El tiempo y la temperatura de actividad de la
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enzima fueron de 60 minutos y 56°C, respectivamente. Posteriormente, la
enzima se inactivé durante 15 minutos a 95°C y los lisados celulares se

conservaron a —20°C.

I11.2.1.3. Obtencion de ADN gendémico

Se extrajo el ADN genémico a partir de PBMC o sangre periférica utilizando
precipitacion salina o un método comercial, respectivamente; de acuerdo con la

disponibilidad en la institucién a lo largo del tiempo.

I11.2.1.3.1. Extraccion de ADN gendémico a partir de PBMC

A partir de las PBMC conservadas a —20°C, se procedié a realizar la lisis de
gloébulos blancos con buffer de WCLB (Tris-Cl 2 M, EDTA 0,5 M pH=8, NaCl 5 M,
SDS 10%) y proteinasa K (20,85 mg/ml). Se realizé una incubacién durante
toda la noche a 55°C y posteriormente se efectudé un lavado con NaCl 5 M y
centrifugacién a 13000 rpm, durante 30 minutos. Se descarté el sobrenadante
y se precipito el ADN con etanol 100%. Posteriormente, se realizaron dos
lavados con dos volumenes de etanol 70% y se dej6 secar en estufa a 37°C.
Finalmente, se resuspendié el ADN en buffer TE (Tris 1 M pH=8, EDTA 0,5 M) y

se conservd a una temperatura de —20°C.
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I11.2.1.3.2. Extraccion de ADN gendmico a partir de sangre

periférica

Se utilizo el kit comercial QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN) para la extracciéon de
ADN gendmico a partir de 200 ul sangre periférica conservada a —80°C o 200 pl
de una suspensién de PBMC conservada a —20°C siguie ndo las indicaciones del

fabricante. El ADN obtenido se conservé a una temperatura de —20°C.

[11.2.1.3.3. Cuantificacion de ADN

El ADN extraido se cuantifico por espectrofotometria, midiendo la absorbancia a
260 nm (longitud de onda de absorcion de ADN) y 280 nm (longitud de onda de
absorcion de proteinas). Se obtuvo la concentracion de ADN considerando que
un valor de absorbancia a 260 nm de una densidad Optica (DO) corresponde
aproximadamente a 50 pug/ml, para el caso de ADN doble hebra y usando la

féormula;

Concentracion = absorbancia a 260 nm X 50 ug/ml X factor de dilucién

La pureza del ADN extraido se calcul6 en base a la relacién entre la absorbancia
a 260 nm y la absorbancia a 280 nm. La pureza esperada corresponde a una

relacion entre 1,7 y 2,0.
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I11.2.2. Genotipificacion de las varian tes polimoérficas de MDR1 vy

PXR

Los genotipos de MDR1 y PXR fueron identificados por ensayos de reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR) y posterior empleo de ensayos de polimorfismo
de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). Los SNPs C1236T (rs1128503)
y C3435T (rs1045642) de MDR1 fueron genotipificados en base al reporte
previo de Cascorbi | et al. (2001) y el SNP T-129C (rs3213619) de MDR1 fue
genotipificado en base al reporte de Furuno T et al. (2002). Usando las
secuencias de primers gentilmente provistas por Siccardi M et al. (2008) fue

disefiado un ensayo de PCR-RFLP para el SNP C63396T (rs2472677) de PXR.

I11.2.2.1. Amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de

la polimerasa

Los ensayos de PCR se realizaron a partir de lisados de PBMC o muestras de
ADN gendmico. Se utilizé una mezcla de reaccién que incluyé buffer de reaccién
(MgCl, 1,5 mM), dNTPs, primers, Cl,Mg, enzima Taq polimerasa (Go Taq,
Promega), 200 a 500 ng de ADN o 5 a 10 ul de lisado celular y agua (libre de
DNAsa) en un volumen final de 50 pul. El control negativo de la reaccién de PCR
se prepar6 con la mezcla de reaccién, en ausencia de muestra y con el

agregado agua para completar el volumen final.

Los programas consisten en un primer paso de desnhaturalizacion de la doble
hélice de ADN a 94°C, luego un segundo paso de annealing (hibridacion) del

primer con el templado de ADN a una temperatura que depende
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especificamente de cada par de primers y se calcula en base a la siguiente

formula;

T melting (fusion) = 4°CX (G + C) + 2°C X (A+ T)

G, C, A, Tes el numero de los correspondientes nucleétidos en el primer

La temperatura de annealing seleccionada suele ser aproximadamente 5°C
menor que la temperatura de fusidon. Finalmente, se realiz6 un tercer paso de
extension de la doble cadena de ADN a 72°C. Este ciclo de amplificacion se
repite 35 veces. Cada reaccion de amplificacién se encuentra precedida por una
desnaturalizacién inicial a 94°C y seguida de una e longacion final a 72°C.

En la figura M1 se muestran los productos de PCR de 215 pb (MDR1 T-129C),

366 pb (MDR1 C1236T), 197 pb (MDR1 C3435T) y 134 pb (PXR C63396T).
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SNP MDR1 T-129C:
5 -

AGTCATCTGTGGTGAGGCTG ATTGGCTGGGCAGGAACAGCGCCGGGGCGTGGGCTGA

GCACAGCCGCTTCGCTCTCTTTGCCACAGGAAGCCTGAGCTCATTCGAG(T/ C)AGCGGC
TCTTCCAAGCTCAAAGAAGCAGAGGCCGCTGTTCGTTTCCTTTAGGTCTTTCCACTAAAGT

CGGAGTATCTTCTTCCAAAATTICACGTCTTGGTGGCCGTT

Primer MDR129 (foward): 5" - AGTCATCTGTGGTGAGGCTG
Primer MDR129 (reverse): 5" - AACGGCCACCAAGACGTGA
Tamafio del amplicon: 215 pb

Enzima de restriccion: MspALll

SNP MDR1 C1236T:
5 -

TATCCTGTGTCTGTGAATTGCC TTGAAGTTTTTTTCTCACGGTCCTGGTAGATCTTGAAG

GG(C/ T) CTGAACCTGAAGGTGCAGAGTGGGCAGACGGTGGCCCTGGTTGGAAACAGTG
GCTGTGGGAAGAGCACAACAGTCCAGCTGATGCAGAGGCTCTATGACCCCACAGAGGGG
ATGGTGAGATGACCCATGCGAGCTAGACTGCGGTGATCAGCAGTCACATTCACATCTTTCT
GATGTTGCCCTTTCAATTACAAATGTATGAAAGTCACACTTACTTTTTATTCCAGGTCAGTG
TTGATGGACAGGATATTAGGACCATAAATGTAAGGTTTCTACGGGAAATCATTGGTGTGG

TGAGTCAGG

Primer MDR15 (foward): 5" - TATCCTGTGTCTGTGAATTGC
Primer MDR16 (reverse): 5 - CCTGACTCACCACACCAATG
Tamafo del amplicén: 366 pb

Enzima de restriccion: Haelll
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SNP MDR1 C3435T:
5 -

TGTTTTCAGCTGCTTGATGG CAAAGAAATAAAGCGACTGAATGTTCAGTGGCTCCGGCA

CACCTGGGCATCGTGTCCCAGGAGCCCATCCTGTTTGACTGCAGCATTGCTGAGAACATTG
CCTATGGAGACAACAGCCGGGTGGTGTCACAGGAAGAGAT(C/ T) GTGAGGGCAGCAAA

GGAGGCCAACATACATGCCTT

Primer MDR11 (foward): 5" - TGTTTTCAGCTGCTTGATGG
Primer MDR12 (reverse): 5 - AAGGCATGTATGTTGGCCTC
Tamafio del amplicon: 197 pb

Enzima de restriccion: Mbol

SNP PXR C63396T:
5 -

GCACAAACATTTTCAATTTCAATGAAGTTCA ATTTATCAACTTTTTTGTGCCATATTTTTT

(C/ T) TGATTAAAAAACAAACAAACACAAACAAAAAAAAACTTTTAAAAGACAGGAATAG

AATAAGTCTTCCGAATG

Primer PXR63396 (foward): 5" - GCACAAACATTTTCAATTTCAATGAAGTTCA
Primer PXR63396 (reverse): 5 - CATTCGGAAGACTTATTCTATTCCTGTCT
Tamafo del amplicén: 134 pb

Enzima de restriccion: Hpy188I

FIGURA M1. Secuencia nucleotidica de la regién genémica amplif icada para
cada polimorfismo. En negrita y subrayado se muestra el sitio de annealing con
los primers. En negrita y sombreado se muestra el polimorfismo y el sitio de corte

de la enzima de restriccion.
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I11.2.2.2. Digestién de los productos de amplificacion con enz imas

de restricciéon

Los amplicones de PCR fueron digeridos durante 3 hs (MDR1 C1236T y MDR1
C3435T) o toda la noche (MDR1 T-129C y PXR C63396T) a 37°C con las
enzimas de restricciéon Haelll (Fermentas), Mbol (Fermentas), MspAll (New

England Biolabs) y Hpy188l (New England Biolabs), respectivamente.

» SNP MDR1 T-129C: MspAll tiene dos sitios de restriccion en el
amplicén, uno de ellos correspondiente al polimorfismo MDR1 T-129C.
Esta enzima cliva el producto amplificado en tres fragmentos de 109, 74
y 32 pb en presencia del alelo MDR1 -129C y en dos fragmentos de 141

y 74 pb en presencia del alelo MDR1 -129T.

» SNP MDR1 C1236T: Haelll tiene dos sitios de restriccion en el
amplicon, uno de ellos correspondiente al polimorfismo MDR1 C1236T.
Esta enzima corta al amplicén en tres fragmentos de 269, 62 y 35 pb en
presencia del alelo MDR1 1236C y en dos fragmentos de 269 y 97 pb en

presencia del alelo MDR1 1236T.

» SNP MDR1 C3435T: Mbol tiene solo un sitio de restricciéon en el
amplicon. Esta enzima corta el producto de PCR en dos fragmentos de
158 y 39 pb en presencia del alelo MDR1 3435C pero no lo corta en

presencia del alelo MDR1 3435T.
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» SNP PXR C63396T: Hpyl88l tiene dos sitios de restriccion en el
amplicén, uno de ellos correspondiente al polimorfismo PXR C63396T.
Esta enzima cliva el producto amplificado en tres fragmentos de 66, 63 y
5 pb en presencia del alelo PXR 63396C y en dos fragmentos de 129y 5

pb en presencia del alelo PXR 63396T.

Una alicuota del producto de amplificacion (5 a 30 ul) se digirié con una mezcla
de reaccién que contenia buffer de reaccion, seroalbumina bovina (BSA) y el
nimero de unidades enzimaticas correspondiente a cada ensayo. El volumen
final de reaccion fue de 15 a 50 ul; este parametro, ademas de la temperatura
y los tiempos de incubacién, se determiné en forma experimental. En la tabla
M1 se muestran las enzimas de restriccion utilizadas en los ensayos de

digestion y la secuencia reconocida por las mismas.

TABLA M1. Enzimas de restricciéon y los
sitios blanco correspondientes

Enzima de restriccion Sitio de corte
5 ..CMG* CKG..3’

MspAll

3" ..GMC* GKC..5’

7 %
Haelll 5 ..GG*CC..3
3" ..CC*GG..5
- .
Mbol 5 .*GATC ..3
3" ...CTAG*..5’
. " .
Hpy188| 5 ..TC N*GA..3

3°..CG*N CT..5

Con un asterisco se muestra el sitio exacto
de corte de la enzima. En negrita y
subrayado se muestra la base polimérfica.
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I11.2.2.3. Electroforesis en gel de agarosa

A fin de testear la correcta amplificacion de los distintos fragmentos en la
reaccion de PCR, se realiz6 un gel de agarosa 2,5% (Ultra pure TM agarose,
Invitrogen en buffer TAE 1X) tefiido con bromuro de etidio 1X (0,5 pg/ml, 1 ul
por cada 10 ml de gel), en el cual se sembraron 10 pul del producto de
amplificaciéon con aproximadamente 1 ul de buffer de siembra (glicerol 50%,
azul de bromofenol 0,2%, xylene cyanol 0,2%, pH=8,3). Luego de la corrida
electroforética efectuada a voltaje constante (90 mV) en la que se utiliz6 como
buffer de corrida TAE 1X (TAE: trizma base 4,85 gr/l, acido acético 1,15 ml,
EDTA disodico 0,37 gr/l), se procedié a visualizar las bandas de ADN bajo luz
UV con el sistema de imagen El Logic (Kodak). Para determinar el tamafio de
las bandas, se sembr6 ademas en los geles un marcador de peso molecular de

ADN (50 pb).

Los productos de digestion fueron separados en gel de agarosa 4,5% (MDR1
C1236T y PXR C63396T) o 3,5% (MDR1 C3435T y MDR1 T-129C) con buffer
TAE 1X, tefiido con el marcador de ADN (Gel Star Nucleic Acid Gel Stain) en 1X
(1 pl por cada 10 ml de gel) que permite visualizar fragmentos de bajo peso
molecular. En el gel se sembrd el volumen final de digestion. En la figura M2
se muestran ejemplos de los perfiles de PCR-RFLP para los genotipos de T-

129C, C1236T y C3435T de MDR1 y C63396T de PXR.
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FIGURA M2. Perfiles de PCR-RFLP de los polimorfismos MDR1 T-12 9C (A),

MDR1 C1236T (B), MDR1 C3435T (C) y PXR C63396T (D). Para cada uno de
los SNPs se muestran los tres genotipos.
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I11.2.3. Genotipificacién de las vari antes polimérficas de CCR5 vy

SDF1

Los alelos CCR5-wild type y CCR5-A32 fueron amplificados por PCR usando
primers especificos [Mangano A et al., 1998] a partir de lisados de PBMC o
muestras de ADN gendmico. Los productos de PCR de 182 pb correspondiente
al alelo CCR5-wild type y 150 pb correspondiente al alelo CCR5-A32 fueron
separados en geles de agarosa 2,5%. ElI polimorfismo SDF1-3" A fue
determinado mediante un ensayo de PCR-RFLP amplificando un fragmento del
3" UTR del gen usando los primers reportados por Winkler C et al. (1998). El
producto de PCR fue digerido con la enzima Mspl (New England Biolabs) y los
fragmentos resultantes de 302 pb para el alelo SDF1-3" Ay dos fragmentos de
202 y 100 pb para el alelo SDFl1-wild type fueron identificados en gel de

agarosa 2,5%.

I11.2.4. Medicion de la concentracion plasmatica de lopinav ir

El nivel plasméatico de LPV fue determinado a partir de sangre extraida
inmediatamente antes de la administracién de la siguiente dosis de droga
(Cvaie) Y entre 1 a 2 hs luego de la administracion de la dosis de la mafiana
(Cpost-dosis) €n el Hospital Garrahan. Se realizé solo una determinacion de Cyaie y
una determinacion de Cpest-dosis POr paciente. Se obtuvo el registro de datos de
dosificacion y momento de muestreo. La adherencia al tratamiento
antirretroviral en la semana previa al monitoreo de droga fue evaluada
utilizando un cuestionario especificamente disefiado para este estudio y

realizado al paciente al momento de la administracion de la droga. La
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informacion adicional incluyé informacién demografica y antropométrica,
parametros clinicos, virolégicos e inmunolégicos, exposicion previa a Pl y
duracién del tratamiento antirretroviral. La medicibn de la concentracién
plasmatica de la droga fue realizada por la Catedra de Farmacologia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UBA (Dr. Guillermo F. Bramuglia y
colaboradores) mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con deteccion ultravioleta como fue descrito por Curras V et al. (2009).

El menor limite de cuantificacion para LPV fue de 50 ng.

I11.2.5. Marcadores bioquimicos de seguimiento

La respuesta viroldgica e inmunologica fue evaluada retrospectivamente. El
recuento de células T CD4" y la carga viral fueron analizados antes y después
del inicio de HAART con LPV/r. Los datos basales correspondieron a la
determinacion hecha dentro de un periodo de hasta 24 semanas previo a la
exposicidon de LPV/r. La carga viral fue analizada alrededor de la semana 18 (2 -
46) y 36 (10 - 94) y el recuento de células T CD4" alrededor de la semana 21

(2 -57)y 41 (8 - 93) luego del inicio de tratamiento.

[11.2.5.1. Marcadores virologicos

La viremia plasmatica se determiné mediante la cuantificacion de la carga viral
(logio copias de ARN de HIV-1/ ml de plasma) utilizando métodos comerciales
de acuerdo con su disponibilidad en la institucion a lo largo del tiempo. Se
empled HIV-1 RNA QT Nuclisens (Organon Teknika) desde mayo 1998 a junio

2005, Amplicor HIV-1 Monitor test v 1.5 (Roche Diagnostics Systems) desde
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junio 2005 a octubre 2007 y HIV-1 RNA Cobas® TagMan 48 (Roche Diagnostic

Systems) desde octubre 2007 al presente.

I11.2.5.2. Marcadores inmunoldgicos

El recuento de células T CD4" (% de células T CD4") se realizé a partir de
sangre entera por citometria de flujo (FACS sorter, Becton Dickinson). Esta
medicion fue realizada por el Laboratorio de Inmunologia del Hospital Garrahan,

a cargo del Dr. Jorge Rossi.

I11.2.6. Marcadores clinicos de la infeccidn

El estadio de la infeccion por HIV-1 y la definicion de SIDA fueron establecidos
de acuerdo con el criterio de clasificacion para nifios del Centro de control y
prevencion de enfermedades [CDC, 1994]. Estos datos fueron recolectados
mediante la revision de historias clinicas del Hospital Garrahan.

N

I11.2.7. Determinacion de la expresion de P-gp en linfocitos CD4

por citometria de flujo

Se realizé la puesta a punto del ensayo de citometria de flujo en base al reporte
de Ford Jet al. (2003). La deteccién de P-gp se realizé utilizando un anticuerpo
monoclonal de ratén (1gG2a) conjugado a ficoeritrina (PE) que reconoce un
epitope de P-gp humana (UIC2, Immunotech) y un anticuerpo control de isotipo
de rata (IgG2a) conjugado a PE (Serotech). La marcacion de células CD4" se

realizé usando un anticuerpo anti-CD4 conjugado a isotiocianato de fluoresceina
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(FITC) (Becton Dickinson). A partir de 8x10°> PBMC aisladas de sangre periférica
mediante gradiente de densidad (como se detalla en el punto I11.2.1.1 de esta
seccion), se obtuvo un pellet de estas células realizando un lavado (1 ml de
buffer fosfato salino (PBS) 1X frio, centrifugacion a 1500 rpm, durante 6
minutos a 4°C y descarte del sobrenadante) y se agreg6 100 ul de fijador
celular (Caltag Laboratories) incubando durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se realiz6 un lavado de las células y se resuspendieron en
PBS 1X frio. Se agregaron 35 ul de anticuerpo anti-P-gp, 5 ul de anticuerpo
anti-CD4 y 4x10° PBMC y por otra parte se marcaron 4x10° PBMC con 5 ul de la
dilucion 1/30 de anticuerpo control de isotipo y 5 ul de anticuerpo anti-CDA4.
Ambos tubos se incubaron durante 90 minutos a 4°C en oscuridad.
Posteriormente se realizaron dos lavados y las células se resuspendieron en
200 ul de PBS 1X frio y guardadas en heladera hasta ser pasadas por el
citometro (FACS sorter, Becton Dickinson), equipado con un laser de argoén con
longitud de onda de excitacion de 488 nm. Se detectaron las sefiales de
forward scatter (FSC) y side scatter (SSC) en una escala lineal y la
fluorescencia en una escala logaritmica. Para cada muestra analizada se
determind un nimero de aproximadamente 10.000 eventos de linfocitos CD4".

El analisis de los datos se realiz6 utilizando el programa FlowJo versiéon 5.7.3.

[11.2.8. Analisis estadistico

Las frecuencias genotipicas fueron estimadas por conteo directo de alelos. El
ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg fue testeado con la prueba de y? de
Pearson. La prueba de Fisher-Freeman-Halton fue usada para evaluar la

independencia marginal en tablas de contingencia y el valor p fue estimado con
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el método de Montecarlo. Se optd por una simulacién de Montecarlo debido a
gue algunos valores marginales elevados no permitieron el calculo exacto del p
valor. Las frecuencias haplotipicas fueron estimadas usando el Algoritmo de
Maximizacion de la Esperanza (www.bioinfo.iconcologia.net/snpstats). El
desequilibrio de ligamiento fue evaluado con el estadistico D” y testeado con la
prueba de y° de Pearson. Se utiliz6 el método de Kaplan-Meier para estimar la
progresion a la enfermedad y las curvas de sobrevida. Los riesgos relativos
fueron calculados para un modelo de Riesgos Proporcionales de Cox. Se incluyé
alternativamente la exposicién o no a HAART como un estrato dependiente del
tiempo (ajuste de HAART). También analizamos los alelos CCR5-A32 y SDF1-
3" A como potenciales confundentes en un modelo estratificado. Se aplic6 la
formulacién de Andersen-Gill del modelo de Riesgos Proporcionales como un
proceso de conteo [Andersen PK y Gill RD et al., 1982]. Esta formulacién no
asume que el paciente es seguido desde el tiempo cero, y es util, en forma
general, para introducir un ajuste por una covariable dependiente del tiempo
(en nuestro caso: el tratamiento). La intencion fue controlar una diferencia en
el riesgo de SIDA dentro de cada paciente debido a diferencias en la edad al
inicio de HAART y la duracion de HAART. Se evalu6 el ajuste general con la
prueba de Razon de Verosimilitud, mientras que los contrastes entre genotipos
para un modelo genético codominante fueron analizados con la prueba de Wald.
El tiempo de seguimiento para los nifios que no progresaron a SIDA fue la edad
al momento de corte del estudio. Hasta este tiempo no se registraron pacientes
con pérdidas de seguimiento. Las diferencias entre genotipos de MDR1 y PXR
en relacion a las concentraciones valle y post-dosis de LPV, los niveles basales
y los cambios en la carga viral y en el recuento de células T CD4" y los niveles

de expresién de P-gp en linfocitos CD4" fueron analizadas con la prueba de
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Kruskal-Wallis aplicando la correcciéon por Bonferroni para pruebas mdltiples
cuando fue necesario. La relacién entre el porcentaje de células P-gp* en la
poblacion de linfocitos CD4" y la edad al momento de la determinacién se
evalué mediante la prueba de correlacidon de rangos de Spearman. Se utilizé la
prueba de Mann-Whitney para evaluar diferencias entre los nifios infectados por
HIV-1 y los normales pediatricos en relacion a los niveles de expresién de P-gp
en linfocitos CD4". Las pruebas estadisticas fueron realizadas utilizando los
programas Graphpad Prism versibn 2.01 y Statistix versién 7. Todas las

pruebas fueron de dos colas con un nivel de significancia de 0,05.
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CAPITULO 1 - EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS DE MDR1 Y PXR EN
LA TRANSMISION VERTICAL DEL HIV-1 Y EN LA PROGRESIO N A

SIDA PEDIATRICO

IV.1. Distribucion de los SNPs de MDR1 y PXR en la poblac i6n

general argentina

Con el objetivo de evaluar la distribucion de los genotipos T-129C, C1236T y
C3435T de MDR1 y C63396T de PXR en poblacién argentina, se realiz6 la
genotipificacion de un grupo de adultos con serologia negativa para HIV-1
(tabla R1). Los alelos, 1236T y 3435T de MDR1, fueron altamente frecuentes
en la poblacién argentina, con una frecuencia del 44%. Las frecuencias
genotipicas halladas para el SNP MDR1 C1236T fueron de 31,17% homocigotas
1236CC, 49,78% heterocigotas 1236CT y 19,05% homocigotas 1236TT. Las
frecuencias genotipicas para SNP MDR1 C3435T fueron: 34,63% homocigotas
3435CC, 43,29% heterocigotas 3435CT y 22,08% homocigotas 3435TT. Para el
alelo MDR1 -129C la frecuencia observada fue baja (5%), con una distribucion
de genotipos de 90% homocigotas -129TT y 10% heterocigotas -129TC, sin
hallarse homocigotas -129CC. El alelo PXR 63396T también fue muy frecuente
(46%) en nuestra poblacion, mostrando frecuencias genotipicas de 29%
homocigotas 63396CC, 50% heterocigotas 63396CT y 21% homocigotas
63396TT. Las frecuencias alélicas y genotipicas halladas en el grupo de nifios
infectados por HIV-1 no difirieron significativamente de las observadas en la
poblacion general argentina (p>0,05). Todos los genotipos estudiados ajustaron
al equilibrio de Hardy-Weinberg, indicando que no existe un desvio poblacional

en los grupos de estudio.
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TABLA R1. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs T-129C, C123 6Ty C3435T de MDR1 y C63396T de PXR en donantes con serologia n egativa para HIV-1y
en nifios perinatalmente expuestos al HI V-1

Cohorte pediatrica (ajustado po r profilaxis con zidovudina) Sin profilaxis con zidovudina Donantes de
Alelos y genotipos n(%) p* n (%) p** sangre adultos
I nfectados por HIV-1 Expuestos no infectados Infecta dos por HIV-1 Expuestos no infectados n (%)
MDR1 -129TT 200 (91,32) - 152 (91,57) 53 (96,36) 90 (90,00)
MDR1 -129TC 18 (8,22) - i 14 (8,43) 2 (3,64) 0.369 10 (10,00)
MDR1 -129CC 1(0,46) - 0 (00,00) 0 (00,00) 0 (00,00)
Frecuencia del alelo C 0,05 - 0,04 0,02 0,05
MDR1 1236CC 47 (21,46) 35 (27,34) 30 (18,07) 11 (20,00) 72 (31,17)
MDR1 1236CT 109 (49,77) 61 (47,66) 0,715 84 (50,60) 30 (54,54) 0,742 115 (49,78)
MDR1 1236TT 63 (28,77) 32 (25,00) 52 (31,32) 14 (25,45) 44 (19,05)
Frecuencia del alelo T 0,54 0,49 0,57 0,53 0,44
MDR1 3435CC 50 (22,83) 29 (22,66) 33 (19,88) 10 (18,18) 80 (34,63)
MDR1 3435CT 118 (53,88) 65 (50,78) 0,205 90 (54,22) 28 (50,91) 0,785 100 (43,29)
MDR1 3435TT 51 (23,29) 34 (26,56) 43 (25,90) 17 (30,91) 51 (22,08)
Frecuencia del alelo T 0,50 0,52 0,53 0,56 0,44
PXR 63396CC 59 (26,94) - 48 (28,92) 19 (34,55) 29 (29,00)
PXR 63396CT 100 (45,66) - ) 74 (44,58) 24 (43,64) 0.659 50 (50,00)
PXR 63396TT 60 (27,40) - 44 (26,61) 12 (21,82) 21 (21,00)
Frecuencia del alelo T 0,50 - 0,46 0,44 0,46
n 219 128 166 55 100/231

Todas las frecuencias genotipicas ajustaron al equilibrio de Hardy-Weinberg. * Estimacién de Montecarlo para la distribucion multinomial en tablas de contingencia estratificadas,
** Estimacion de Montecarlo para la distribucién multinomial en tablas de contingencia (prueba de Fisher-Freeman-Halton).
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IV.1.1. Desequilibrio de ligamiento entre los SNPs C1236T y C3435T

de MDR1

Posteriormente, se analizé la relacion de ligamiento entre los SNPs C1236T y
C3435T de MDR1 y, como fue descrito previamente, encontramos en nuestra
poblacién un fuerte desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos C1236T
y C3435T de MDR1 (D=0,155, D" =0,633, r=0,630, p<0,05). El alelo MDR1
3435T se encuentra ligado al alelo MDR1 1236T, definiendo nueve pares de
haplotipos. En la figura R1 se muestran las frecuencias haplotipicas de los tres
grupos estudiados (donantes de sangre adultos, nifios infectados y nifios
expuestos no infectados). Los pares de haplotipos doble heterocigota (MDR1
3435CT/1236CT) y doble homocigota (MDR1 3435CC/1236CC y MDR1
3435TT/1236TT) fueron los de mayor ocurrencia con frecuencias mayores al
12%. Ademas, no se observaron diferencias significativas entre las frecuencias

haplotipicas de los grupos estudiados.

IV.2. Rol de los genotipos de MDR1 y PXR en la transmision vertical

del HIV-1

Una vez establecida la distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas en
poblacion general, investigamos si los polimorfismos de MDR1 y PXR estan
asociados con la transmisién perinatal del HIV-1. Se analiz6 la distribucién de
los genotipos T-129C, C1236T y C3435T de MDR1 y C63396T de PXR en 219
nifios infectados por HIV-1y 128 nifios expuestos no infectados (EU) nacidos de
madres con serologia positiva para HIV, que representd el grupo control de alto

riesgo (tabla R1). La distribucion de genotipos de MDR1 y PXR fue similar
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entre los dos grupos cuando el analisis fue ajustado por la profilaxis con
zidovudina y cuando el anadlisis fue restringido a nifios que no recibieron
profilaxis con zidovudina para prevenir la transmision madre-hijo en los
subgrupos de infectados (n=166) y expuestos no infectados (n=55). Estos
hallazgos sugieren que los SNPs T-129C, C1236T y C3435T de MDR1 y
C63396T de PXR no afectarian la infeccion natural por HIV-1 a través de la

transmision vertical en la cohorte pediatrica estudiada.
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FIGURA R1. Frecuencia de los pares de haplotipos de MDR1 (C34 35T, C1236T) en donantes de sangre con serologia
negativa para HIV-1 y en nifios perinatalmente expue stosal HIV-1. EU: nifios expuestos no infectados por HIV-1.

T ojnyded - sopeynsay - Al



IV - Resultados - Capitulo 1

IV.3. Influencia de los genotipos de MDR1 y PXR en la progresién a

SIDA pediatrico

Otro de los objetivos fue examinar la influencia de los genotipos de MDR1 y PXR
en la progresion a SIDA pediatrico. Para ello, del total de 219 nifios infectados
por HIV-1, se pudieron evaluar 171 nifios de los cuales se disponia de datos
clinicos. La mediana de tiempo de seguimiento fue de 108 meses (4 — 232
meses) y 111 nifios infectados por HIV-1 progresaron a SIDA durante el
periodo de estudio. Se realizé un estudio retrospectivo con curvas de Kaplan-
Meier para tiempo a SIDA y el modelado por Regresion de Riesgos
Proporcionales de Cox. Los nifios heterocigotas MDR1 3435CT presentaron un
retraso significativo en el tiempo de desarrollo de SIDA de aproximadamente
40 meses respecto de los nifios homocigotas MDR1 3435CC (p=0,005; figura
R2A). Esta diferencia se evidencia al comparar las medianas de tiempo libre de
SIDA de 63 meses y 23 meses, respectivamente. Asimismo, los nifios
heterocigotas MDR1 1236CT y homocigotas MDR1 1236TT mostraron un retraso
en el tiempo de progresion a SIDA de aproximadamente 36 y 23 meses,
respectivamente, en comparaciéon a los nifios homocigotas MDR1 1236CC
(p=0,024 y p=0,026, respectivamente; figura R2B ). Las medianas de tiempo
libre de SIDA fueron de 52, 39 y 16 meses para los nifios heterocigotas MDR1
1236CT, homocigotas MDR1 1236TT y homocigotas MDR1 1236CC,
respectivamente. Ademdés, se evalud el efecto del SNP MDR1 T-129C en la
progresion a la enfermedad, no hallando diferencias significativas entre los
nifos homocigotas MDR1 -129TT y los nifios MDR1 -129TC (p=0,124; figura

R2C).
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Cuando el andlisis se restringié al periodo previo al inicio de HAART (eventos de
SIDA previo al inicio de HAART=84), se observaron las mismas tendencias para
MDR1 3435CT (p=0,011, RR=0,529, 1C=0,324-0,865), MDR1 1236CT
(p=0,063, RR=0,617, 1C=0,372-1,103) y MDR1 1236TT (p=0,069, RR=0,574,
1C=0,316-1,040) (datos no mostrados). Sin embargo, el niumero de eventos de
SIDA fue muy bajo para realizar el analisis del efecto de los SNPs de MDR1 en

el periodo post inicio de HAART (eventos de SIDA durante HAART=26).

Por otra parte, evaluamos el potencial efecto confundente de los alelos CCR5-
A32 y SDF1-3" A, debido a que ha sido previamente descripta la influencia de
estas variantes en la progresion a SIDA. La frecuencia del alelo CCR5-A32 en el
grupo de nifios infectados por HIV-1 fue del 4% y las frecuencias genotipicas:
92,13% homocigotas CCR5-wild type/wild type y 7,87% heterocigotas CCR5-
wild type/A32. El alelo SDF1-3" A present6 una frecuencia de 21% en el grupo
de nifios infectados y las frecuencias genotipicas fueron: 62,56% homocigotas
SDF1-wild type/wild type, 33,65% heterocigotas SDF1-wild type/3" Ay 3,79%
SDF1-3" A/3" A. No se observaron cambios significativos para el rol protector de
los polimorfismos C1236T y C3435T de MDR1 en un modelo estratificado de

Riesgos Proporcionales de Cox (datos no mostrados).

Dado que PXR es un factor de regulacion de la expresiéon de P-gp y de
metabolizadores de drogas antirretrovirales como CYP3A4, evaluamos el
impacto del SNP PXR C63396T en la evolucion de la enfermedad. Sin embargo,
no hallamos una diferencia significativa en el tiempo de progresiéon a SIDA

entre los nifios PXR 63396CC, PXR 63396CT y PXR 63396TT (p=0,282; figura
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R2D) aun cuando el analisis fue restringido al periodo previo al inicio de HAART

(p=0,147; datos no mostrados).

No se pudo evaluar la influencia de las variantes de MDR1 y PXR en términos
del tiempo de sobrevida debido a que solo seis pacientes fallecieron durante el
periodo de seguimiento y el nimero de eventos no fue suficiente para realizar

el analisis.

IV.3.1. Efecto de los pares de haplotip os de MDR1 en la evolucién a

SIDA infantil

Dado el fuerte ligamiento entre los SNPs C1236T y C3435T de MDR1,
examinamos el efecto de los pares de haplotipos en la progresion a la
enfermedad. Los nifios portadores de los pares de haplotipos MDR1
3435CT/1236TT y MDR1 3435CT/1236CT mostraron un retraso significativo en
el tiempo de progresion a SIDA de aproximadamente 172 y 48 meses,
respectivamente respecto de los nifflos MDR1 3435CC/1236CC (p=0,007 vy
p=0,019, respectivamente; figura R2E). Las medianas de tiempo libre de
SIDA fueron de 188 meses para los nifios MDR1 3435CT/1236TT, 64 meses
para los niflos MDR1 3435CT/1236CT y 16 meses para los nifios MDR1
3435CC/1236CC. Estos resultados sugieren que solo en el contexto de los
haplotipos que contienen el genotipo MDR1 3435CT, el alelo MDR1 1236T
presenta una contribucion independiente de manera dosis-dependiente. Esto se
evidencia en el hecho de que el efecto protector del SNP MDR1 C1236T
adquiere mayor magnitud a medida que aumenta la dosis del alelo MDR1

1236T. No se observaron diferencias estadisticamente significativas para los
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pares de haplotipos MDR1 3435CC/1236CT (n=13), MDR1 3435CC/1236TT
(n=3) y MDR1 3435TT/1236CT (n=10) en la progresion a SIDA (datos no

mostrados).

Debido al conocido impacto de HAART en el curso de la enfermedad, el rol
potencial de la edad al inicio de HAART y durante HAART debié ser ajustado
como factores confundentes. Por ello, el andlisis de Kaplan-Meier fue
alternativamente ajustado incluyendo la duracién de HAART como una
covariable dicotémica dependiente del tiempo. La tabla R2 muestra el analisis
ajustado para el modelo de Riesgos Proporcionales de Cox. En ambos modelos,
ajustado (tabla R2) y no ajustado (figura R2 ), se observaron tendencias
similares, confirmando un efecto protector independiente de los pares de
haplotipos MDR1 3435CT/1236CT y MDR1 3435CT/1236TT en la progresién a

SIDA pediatrico.
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FIGURA RZA
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FIGURA R2C
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FIGURA R2E
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FIGURA R2. Curvas de sobrevida para tiempo a SIDA en nifios inf ectados

por HIV-1

Se utiliz6 el método de Kaplan-Meier para estimar la fraccidon libre de SIDA y las

curvas de sobrevida. El ajuste global fue evaluado con la prueba de Raz6n de

Verosimilitud y

los contrastes entre genotipos/pares de haplotipos

fueron

analizados con la prueba de Wald. Los valores p y RR fueron calculados para un

modelo de Riesgos Proporcionales de Cox. RR:

confianza, * grupo de referencia.

riesgo relativo, IC: intervalo de

. MDR1 3435CC (rojo), MDR1 3435CT (verde), MDR1 3435TT (azul)
. MDR1 1236CC (rojo), MDR1 1236CT (verde), MDR1 1236TT (azul)

. PXR 63396CC (rojo), PXR 63396CT (verde), PXR 63396TT (azul)

A
B
C. MDR1 -129TT (rojo), MDR1 -129TC (verde)
D
E

MDR1 3435CC/1236CC (rojo), MDR1
3435CT/1236CT (verde), MDR1 3435CT/1236TT (rosa),
(azul)

3435CT/1236CC  (gris), MDRL

MDR1 3435TT/1236TT
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TABLA R2. Progresion a SIDA ajustada por la edad al inicio de HAART y la d uracion de
HAART

Contraste entre

Genotr:p;c:)slo);igzges de RR 95% I C genotipo§/ pares de AJUSt?pg)IODaI
haplotipos ( p)
MDR1 3435CC 1*
MDR1 3435CT 0,532 0,342 - 0,827 0,005 0,023
MDR1 3435TT 0,713 0,414 - 1,229 0,210
MDR1 1236CC 1*
MDR1 1236CT 0,608 0,388 - 0,952 0,029 0,052
MDR1 1236TT 0,545 0,320 - 0,927 0,025
MDR1 3435CC/ 1236CC 1*
MDR1 3435CT/1236CC 0,941 0,455 - 1,942 0,870
MDR1 3435CT/ 1236CT 0,515 0,288 - 0,919 0,025 0,037
MDR1 3435CT/ 1236TT 0,249 0,092 - 0,673 0,006
MDR1 3435TT/ 1236TT 0,706 0,358 - 1,394 0,320

El ajuste global fue evaluado con la prueba de Raz6n de Verosimilitud y los contrastes entre
genotipos/pares de haplotipos fueron analizados con la prueba de Wald. Los valores py RR fueron
calculados para un modelo de Riesgos Proporcionales de Cox. RR: riesgo relativo, IC: intervalo de
confianza, * grupo de referencia.



IV - Resultados - Capitulo 2

CAPITULO 2 - INFLUENCIA DE LOS POLIMORFISMOS DE MDR1 Y
PXR EN LA CONCENTRACION PLASMATICA DE LOPINAVIR Y E N LA

RESPUESTA VIROLOGICA EINMUNOLOGI CA A HAART

IV.4. Caracteristicas de los pacientes

El objetivo fue evaluar si los SNPs de MDR1 y PXR tienen un efecto en los
niveles plasmaticos de LPV y la respuesta viroldgica e inmunologica a HAART en
nifos infectados por HIV-1. Para ello, se analiz6 un subgrupo de 38 pacientes
de la cohorte pediatrica, a los que se les realiz6 un estudio de monitoreo de
LPV. Todos los pacientes recibieron régimen de HAART con LPV/r. La dosis oral
de LPV fue 230 y 300 mg/m?/12hs para nifios mayores y menores de 6 meses,
respectivamente. Las caracteristicas del grupo de estudio al momento de la
determinacién de la concentracién plasmatica de LPV se resumen en la tabla
R3. Los pacientes estuvieron igualmente distribuidos entre nifios y nifias. La
mediana de edad fue de 109,7 meses, a pesar de que el rango fue muy amplio
incluyendo nifios de 7 meses hasta 19 afos. La mediana de tiempo de
exposicion de LPV/r fue de aproximadamente 24 meses. Al momento de la
determinacion de la concentracion plasmaéatica de la droga, la mediana de carga
viral plasmatica fue de 3,62 log;o copias/ml, la mediana del recuento de células
T CD4" fue del 23% y el 76% de los pacientes habia desarrollado SIDA (estadio
C). Tres pacientes recibieron HAART con LPV/r por primera vez, mientras que la
mayoria habia tenido experiencia previa de HAART con otros Pl diferentes de
LPV (principalmente ritonavir y nelfinavir). Al momento de la cuantificacién de
LPV, los regimenes de base consistieron en: 2 0 3 NRTI en 35 pacientes (92%),
2 0 3 NRTI més 1 PI (amprenavir) en 2 pacientes (5%) y 4 NRTI mas 1 NNRTI

(efavirenz) en un paciente (3%).
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TABLA R3. Caracteristicas clinicas de los pacientes al momento de la
determinacion del nivel plasmatico de lopinavir

Caracteristicas

Nifias - n (%) 17 (45%)
Edad - mediana, meses [rango] 109,70 [7,83 - 233,47]
Peso corporal - mediana, kg [rango] 23[9 - 60]
Duracién del tratamiento - mediana, meses [rango] 24,68 [2,03 - 62,33]
Estadio clinico, n (%) A 2 (5%)

B 5 (13%)

C 29 (76%)
CV plasmética - mediana, log ;, copias/ ml[rango] 3,62 [1,70 - 5,90]
Recuento de células T CD4 " - mediana, % [rango] 23 [1 - 43]

Duracion del tratamiento: tiempo desde el inicio del tratamiento hasta la
determinacion del nivel plasmaéatico de la droga. CV: carga viral.

IV.5. Influencia de los SNPs de MDR1 y PXR en la concentr acion

plasmatica de lopinavir

Investigamos si los polimorfismos de MDR1 (T-129C, C1236T y C3435T) y de
PXR (C63396T) pueden afectar la concentracion valle (Cyaje) Y post-dosis (Cyost-
dosis) de LPV en nifios infectados por HIV-1. La distribucion de las frecuencias de
los SNPs de MDR1 y PXR fue similar a la descripta previamente en la cohorte
pediatrica, con frecuencias cercanas al 50% para los alelos MDR1 1236T, MDR1
3435T y PXR 63396T y de 5% para el alelo MDR1 -129T. Para el SNP MDR1
C1236T, las frecuencias genotipicas halladas fueron 28,95% homocigotas
1236CC, 47,37% heterocigotas 1236CT y 23,68% homocigotas 1236TT.
Encontramos que el SNP MDR1 C1236T tiene un efecto significativo en la
concentraciéon post-dosis de LPV (p=0,016; tabla R4). La concentracidon post-
dosis de LPV fue menor en los nifios heterocigotas MDR1 1236CT respecto de
los niflos homocigotas MDR1 1236TT, con una mediana de Cyost-dosis de 3,04
pg/mly 6,50 ug/ml, respectivamente (figura R3A ). Ademas, la concentracion

valle de LPV fue también menor en los pacientes con el genotipo MDR1 1236CT
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(mediana de Cya1e=2,29 ng/ml) respecto de los pacientes con el genotipo MDR1
1236TT (mediana de C,5e=6,30 pg/ml), a pesar de que la diferencia no fue
estadisticamente significativa (p=0,152; tabla R4). No se observd una
asociacion significativa entre las concentraciones valle y post-dosis de LPV y los
genotipos de los SNPs MDR1 T-129C, MDR1 C3435T y PXR C63396T. Tampoco

hallamos diferencias significativas entre los genotipos de MDR1 o PXR y las

caracteristicas clinicas de los nifios infectados por HIV-1 que se muestran en la

tabla R3.

TABLA R4. Nivel plasmatico de lopinavir respecto de los genotipos de

MDR1 y PXR
: Concentracion plasmatica de lopinavir, ug/ ml [rango ]
Genotipos
Cvalle n Cpost—dosis

MDR1 -1297TT 34 5,12 [0,02 - 15,00] 30 5,26 [0,63 - 15,00]
MDR1 -129TC 4 2,96 [0,60 - 10,20] 4 4,15 [0,50 - 11,80]
MDR1 -129CC 0 - 0 -

p 1 1
MDR1 1236CC 11 7,90[0,33 - 15,00] 11 9,70 [2,35 - 15,00]
MDR1 1236CT 18 2,29[0,02 - 10,70] 15 3,04 [0,50 - 14,22]
MDR1 1236TT 9 6,30 [1,45 - 11,02] 8 6,50 [4,75 - 12,77]

p 0,152 0,016
MDR1 3435CC 7 3,57 [0,33 - 10,20] 7 3,04 [1,54 - 11,80]
MDR1 3435CT 24 3,22[0,02 - 15,00] 21 5,00[0,50 - 15,00]
MDR1 3435TT 7 6,30 [1,45 - 11,02] 6 6,32 [4,75 - 12,77]

p 0,988 0,656
PXR 63396CC 8 4,58 [0,33 - 15,00] 7 5,00 [2,35 - 11,90]
PXR 63396CT 23 3,57 [0,29 - 11,90] 20 4,93 [0,50 - 15,00]
PXR 63396TT 7 8,20 [0,02 - 10,70] 7 6,50 [1,12 - 14,22]

p 1 1
Las diferencias entre genotipos de MDR1 y PXR en relacibn a las

concentraciones valle
evaluadas con
Bonferroni.

(Cvaie) Y post-dosis (Cyosi-dosis) de lopinavir fueron
la prueba de Kruskal-Wallis aplicando la correccién de
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IV.6. Efecto de los SNPs de MDR1 y PX R en la respuesta virolbégica e

inmunolégica a HAART

Ademds, exploramos si los polimorfismos de MDR1 y PXR afectan la respuesta
virolégica e inmunolégica al régimen HAART con LPV/r. Se analizaron el
recuento de células T CD4" y la carga viral antes (basal) y después de la
exposicion a LPV/r (tabla R5). La mediana de carga viral basal fue similar
entre los genotipos de los cuatro polimorfismos evaluados. Sin embargo,
observamos que el polimorfismo MDR1 C1236T afecta significativamente la
respuesta viroldégica a HAART con LPV/r (p=0,047; tabla R5). Los nifios
heterocigotas MDR1 1236CT presentaron una menor disminucién de la carga
viral a la semana 36 respecto de los nifios homocigotas MDR1 1236CC, con una
mediana de carga viral de -0,50 logio copias/ml y -2,08 logio copias/ml,
respectivamente (figura R3B ). Esta diferencia también fue observada a la
semana 18, pero no alcanz6 significancia estadistica (tabla R5). Un total de 13
nifos (34%) mostraron supresién virolégica (CV < 2,6 logio copias/ml) a la
semana 18. De ellos, 5 pacientes fueron homocigotas MDR1 1236CC, 4
heterocigotas MDR1 1236CT y 4 homocigotas MDR1 1236TT. Los SNPs MDR1 T-
129C, MDR1 C3435T y PXR C63396T no se asociaron con la respuesta
virolégica a HAART con LPV/r. Ninguno de los polimorfismos de MDR1 y PXR
estudiados mostré asociacion significativa con la respuesta inmunolégica ni a la

semana 21 ni a la semana 41 post inicio del régimen de LPV/r.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que solo el SNP MDR1 C1236T afecta
significativamente los niveles plasméaticos de LPV con un consecuente impacto

en la eficiencia de la droga en reducir la replicacién viral.
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TABLA R5. Respuesta viroloégica e inmunolégica a HAART con lo

pinavir respecto de los genotipos de MDR1 y PXR

CV plasmaética - mediana, log ;, copias/ ml [rango]

Recuento de células T CD4

T

- mediana, % [rango]

Genotipos

Basal

Cambio a las 18
semanas

Cambio a las 36
semanas

Basal

Cambio alas 21
semanas

Cambio a las 41
semanas

MDR1 -129TT

MDR1 -129TC

MDR1 -129CC
p

MDR1 1236CC

MDR1 1236CT

MDR1 1236TT
p

MDR1 3435CC

MDR1 3435CT

MDR1 3435TT
p

PXR 63396CC
PXR 63396CT
PXR 63396TT

p

25°%

10
10

172

73
15

5,17 [2,93 - 6,92]
5,17 [4,89 - 5,45]

1

5,36 [3,04 - 6,92]

5,14 [4,60 - 5,84]

5,14 [2,93 -5,99]
1

5,45 [4,84 - 6,92]

5,14 [3,04 - 6,38]

5,62 [2,93 - 5,99]
1

5,59 [3,04 - 6,92]

5,14 [2,93 - 6,38]

5,17 [5,00 -5,45]
1

-1,16 [-3,44 - 0,78]
-2,63 [-3,56 - (-1,70)]

0,316

1,47 [-3,56 - (-0,04)]
-0,64 [-1,72 - 0,78]
-1,91 [-3,44 - (-0,65)]
0,120

-0,74 [-3,56 - 0,20]
1,26 [-3,44 - 0,78]
1,16 [-3,01 - (-0,65)]
1

-0,74 [-1,70 - (-0,19)]
-1,19 [-3,44 - 0,78]
1,72 [-3,56 - (-0,09)]
1

-1,38 [-3,44 - 0,88]
-3,02 [-3,19 - (-2,85)]

0,182

-2,08 [-3,19 - (-0,90)]
-0,50 [-1,57 - 0,31]
-1,56 [-3,44 - 0,88]

0,047

-1,45 [-2,85 - (-0,24)]
-1,51 [-3,44 - 0,31]
-0,95 [-3,02 - 0,88]

1

-1,10 [-3,19 - 0,31]

-1,53 [-3,44 - 0,88]

-1,50 [-3,18 - 0,10]
1

19

14

14,00 [1,00 - 31,00]
38,00 [15,00 - 39,00]

0,208

18,50 [7,00 - 38,00]
22,00 [10,00 - 39,00]
2,00 [1,00 - 28,00]
0,365

23,00 [10,00 - 39,00]
19,00 [7,00 - 31,00]
2,00 [1,00 - 28,00]

0,077

18,00 [15,00 - 26,00]

12,50 [1,00 - 39,00]

24,00 [10,00 - 38,00]
0,948

2,00 [-4,00 - 30,00]
0,00 [-5,00 - 8,00]

1

5,50 [0,00 - 30,00]

0,00 [-5,00 - 13,00]

2,00 [-2,00 - 15,00]
0,627

0,00 [-5,00 - 5,00]

5,00 [-4,00 - 30,00]

3,50 [-2,00 - 15,00]
1

5,00 [0,00 - 8,00]

3,50 [-5,00 - 30,00]

0,00 [-4,00 - 5,00]
0,685

4,00 [-5,00 - 30,00]
7,00 [2,00 - 8,00]

1

7,50 [0,00 - 30,00]

3,00 [-5,00 - 10,00]

4,00 [-1,00 - 7,00]
0,725

2,00 [-5,00 - 8,00]
7,00 [-4,00 - 30,00]
4,00 [0,00 - 7,00]
0,767

7,00 [0,00 - 8,00]
4,00 [-5,00 - 30,00]
7,00 [-4,00 - 8,00]

1

Las diferencias entre los genotipos de MDR1 y PXR en relacion a la CV plasmatica y al recuento de células T CD4" (basal y a distintos tiempos) fueron evaluadas con la prueba de

Kruskal-Wallis aplicando la correcciéon de Bonferroni. CV: carga viral. a: el total de los pacientes excepto uno fue evaluado para el cambio de CV a las 36 semanas.
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FIGURA R3. Efecto del SNP C1236T de MDR1 en la concentracion post-dosis

de lopinavir y en el cambio de la carga viral

A. Las diferencias entre

los genotipos C1236T de MDR1 en

relacion a

la

concentracidon post-dosis de lopinavir (ug/ml) fueron evaluados con la prueba de

Kruskal-Wallis aplicando la correccion de Bonferroni. Se muestran la mediana de

Cpost-dosis para cada genotipo y el valor de p significativo.
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B. Las diferencias entre genotipos C1236T de MDR1 en relacién al cambio de la
carga viral plasmatica a las 36 semanas post inicio de tratamiento fueron calculadas
con la prueba de Kruskal-Wallis aplicando la correccién de Bonferroni. Se muestran
la mediana de cambio de carga viral para cada genotipo y el valor de p significativo.

CV: carga viral.
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CAPITULO 3 - NIVEL DE EXPRESION DE P-GP EN LINFOCIT OS CD4"

|V.7. Puesta a punto del ensayo de citometria de flujo

Con el objetivo de evaluar los niveles de P-gp en linfocitos CD4" se realiz6 la
puesta a punto del ensayo de citometria de flujo en base al trabajo de Ford J et
al. (2003). En el punto 111.2.7 de la seccion de Materiales y Métodos se
describen en detalle los pasos del protocolo. Brevemente, para la marcacion de
P-gp en membrana se utilizé6 un anticuerpo monoclonal de ratén anti-P-gp
humana conjugado a PE (UIC2-PE) y la marcacion de células CD4" se realizd
usando un anticuerpo anti-CD4 conjugado a FITC. Ademas se utilizé un
anticuerpo control de isotipo de rata conjugado a PE para calcular y corregir la
unién inespecifica a los linfocitos. Se partié de un pellet de 8x10° PBMC aisladas
de sangre periférica mediante gradiente de densidad, a las cuales se les agregé
fijador celular e incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego de
un lavado con PBS 1X, se marcaron 4x10°> PBMC con UIC2-PE y anticuerpo anti-
CD4 conjugado a FITC y por otra parte 4x10°> PBMC con anticuerpo control de
isotipo conjugado a PE y anticuerpo anti-CD4 conjugado a FITC. Se incubé
durante 90 minutos a 4°C en oscuridad. Posteriormente, se realizaron dos
lavados y las células se resuspendieron en PBS 1X. Una vez realizada la
adquisicion de los datos en el citometro de flujo se realiz6 un andalisis de los
mismos mediante el programa FlowJo. En un grafico de dot plot de SSC
(complejidad celular) en funcién de FSC (tamafio celular) se selecciond la
poblacién de linfocitos del total de PBMC (gate G1) (figura R4A ). A partir de
los linfocitos seleccionados en este gate se realizé un grafico de SSC en funcién

de la intensidad de fluorescencia del anticuerpo anti-CD4 conjugado a FITC
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(gate G2) (figura R4B). Una vez seleccionada la poblacién de linfocitos CD4"
se realiza un grafico de dot plot para la intensidad de fluorescencia del
anticuerpo conjugado a FITC (CD4) en funcién de la intensidad de
fluorescencia del anticuerpo conjugado a PE (P-gp), en el cual se definen cuatro
cuadrantes mediante la aplicacion de los ejes previamente fijados con la
muestra marcada con el anticuerpo control de isotipo conjugado a PE (figura
R4C). En el mismo se determind el porcentaje e intensidad de fluorescencia
media (IFM) de las células P-gp* en la poblacion de linfocitos CD4" (figura

R4D).

Se testearon diferentes volimenes de anticuerpo anti-P-gp y anticuerpo control
de isotipo y distintos fijadores celulares a fin de determinar las condiciones
adecuadas que nos permitan detectar diferencias interindividuales en la
expresion de P-gp. La concentracién oOptima de UIC2-PE fue determinada
mediante la realizacién de una curva de calibracion, en la cual se ensayaron por
duplicado tres volumenes diferentes del anticuerpo (20 ul, 30 ply 40 ul). En la
figura R5 se muestra la curva de calibracion resultante, en la cual se observa
que el nivel de expresién de P-gp aumenta en forma lineal con la cantidad de
anticuerpo UIC2-PE hasta llegar a una meseta o plateau. La menor cantidad de
anticuerpo con la cual se alcanza el mayor nivel de expresion de P-gp (35 ul de
anticuerpo UIC2-PE) fue determinada como Optima y a utilizar en los

subsiguientes ensayos.
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FIGURA R4. Muestra representativa del proceso de analisis

A. Dot plot para los valores de SSC (ordenadas) y FSC (abscisas) utilizado para la
seleccion de la poblacion de linfocitos en una muestra de PBMC circunscripta en el
poligono (gate G1).

B. Dot plot de las linfocitos seleccionados en el gate G1 para los valores de SSC
(ordenadas) e intensidad de fluorescencia del anticuerpo anti-CD4 conjugado a
FITC (abscisas) utilizado para la seleccion de la poblacion de linfocitos CD4"
circunscripta en el poligono (gate G2).

C y D. Dot plot de los linfocitos seleccionadas en el gate G2 para los valores de
intensidad de fluorescencia del anticuerpo anti-CD4 conjugado a FITC (abscisas) e
intensidad de fluorescencia del anticuerpo control de isotipo conjugado a PE
(ordenadas) (C) o anticuerpo anti-P-gp conjugado a PE (ordenadas) (D). Los

valores en cada cuadrante indican el porcentaje de células.
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FIGURA R5. Curva de calibracion para la de terminaciéon de la concentracién
de anticuerpo anti-P-gp a utilizar para los ensayos de citometria de flujo
Para la realizaciéon de la curva de calibracion se ensayaron tres concentraciones
crecientes de anticuerpo anti-P-gp conjugado a PE por duplicado. En el gréafico se
muestran los duplicados (rombos negros) y el promedio (cuadrados negros) de la

IFM de las células P-gp™ en la poblacion de linfocitos CD4*.

IV.8. Efecto de los SNPs de MDR1 y PXR en el nivel de exp resion de

P-gp

Nuestro siguiente objetivo fue evaluar el efecto de los SNPs de MDR1 (T-129C,
C1236T y C3435T) y PXR (C63396T) en los niveles de expresion de P-gp en
linfocitos CD4". Para ello, se analiz6 un grupo de 40 individuos normales (grupo
control), de los cuales 14 eran nifilas o0 mujeres. La mediana de edad de este
grupo control fue de 19 afios con un amplio rango de edad que fue desde los 10
meses a los 57 afios. Para todos los individuos del grupo control se realiz6 la
genotipificacion de los SNPs de MDR1 y PXR y la determinaciéon de la expresién
de P-gp en linfocitos CD4" por citometria de flujo. En la figura R6 se muestran
los gréaficos del porcentaje de células P-gp* en la poblaciéon de linfocitos CD4"
para cada uno de los genotipos de MDR1 o PXR. Observamos que los niveles de

expresion de P-gp presentan una amplia variabilidad desde el 9 al 76%. Sin
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embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
genotipos de los SNPs MDR1 C1236T, MDR1 C3435T y PXR C63396T en el nivel
de expresion de P-gp en linfocitos CD4". Las medianas de porcentaje de células
P-gp” para los individuos homocigotas MDR1 1236CC, heterocigotas MDR1
1236CT y homocigotas MDR1 1236TT fueron de: 39+18%, 47+19% y 454+9%,
respectivamente (p=0,956) (figura R6A ). Para el SNP MDR1l C3435T se
observa graficamente, aunque sin significancia estadistica, que los individuos
homocigotas MDR1 13435CC presentan mayores niveles de expresion de P-gp
que los heterocigotas MDR1 3435CT y estos, a su vez, mayores niveles que los
homocigotas MDR1 3435TT, con medianas de porcentaje de células P-gp* de
49+16%, 44+18% y 32+17%, respectivamente (p=0,260) (figura R6B).
Finalmente, las medianas de porcentaje de células P-gp* para los individuos
homocigotas PXR 63396CC, heterocigotas PXR 63396CT y homocigotas PXR
63396TT fueron de 41+19%, 36+18% y 54+16%, respectivamente (p=0,513)
(figura R6C). Tampoco hallamos diferencias significativas en relacion a la IFM
de las células P-gp* en la poblacion de linfocitos CD4" entre los genotipos de los

SNPs MDR1 C1236T, MDR1 C3435T y PXR C63396T.

No pudimos evaluar el efecto del SNP MDR1 T-129C debido a que solo dos
individuos del total resultaron portadores del genotipo MDR1 -129TC y no se

encontré ningun individuo homocigota MDR1 -129CC.
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FIGURA R6C
PXR C63396T

. 100~
©
- <
cn
©®0 754 " .
+ »n "
Q_S u® u
” Hg 50+ ==t . "
0 .= [ ]
C B —— []
5 g - .I. ]
\8 c o5 . [ 1] .
) © : n
© g ]
L2 "

2 0

63396CC 63396CT 63396TT
(n=13) (n=14) (n=13)

FIGURA R6. Efecto de los SNPs de MDR1 y PX R en el nivel de expresion de
P-gp

Las diferencias entre los genotipos para los SNPs MDR1 C1236T (A), MDR1 C3435T
(B) y PXR C63396T (C) en relacién a los niveles de expresion de P-gp en linfocitos
CD4" fueron evaluados con la prueba de Kruskal-Wallis. En cada grafico se muestra
la mediana del porcentaje de células P-gp* en la poblacion de linfocitos CD4* vy el

namero de individuos para cada uno de los genotipos.

IV.9. Influencia de la edad en el nivel de expresién de P-gp

Posteriormente, nos propusimos investigar la influencia de la edad en la
expresion de P-gp. Para ello, realizamos un anédlisis de correlacion entre los
niveles de expresién de P-gp en linfocitos CD4" y la edad al momento de la
determinacién por citometria de flujo en el grupo de individuos normales. Este
grupo control esta compuesto por 20 individuos con un rango de edad de 10
meses a 18 afios que concurrieron al Hospital Garrahan para la realizacién de

intervenciones quirdrgicas (normales “pediatricos”) y 20 donantes de sangre
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adultos con un rango de edad de 19 a 57 afios (normales adultos).
Encontramos que el porcentaje de células P-gp* en la poblacion de linfocitos
CD4" aumenta gradualmente desde los primeros meses de vida hasta la edad
adulta (p<0,0005; figura R7 ), sugiriendo un efecto significativo de la edad en
el nivel de expresion de P-gp. Sin embargo, no observamos una correlacion

significativa entre la edad y la IFM de las células P-gp”.
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FIGURA R7. Correlacién entre el nivel de expresién de P-gp y | a edad en

individuos normales
Se utilizé la prueba de correlacion de rangos de Spearman para evaluar la relacién
entre el porcentaje de células P-gp* en la poblacion de linfocitos CD4" y la edad al

momento de la determinacién por citometria de flujo en individuos normales.

IV.10. Impacto de la infeccion pediatri ca por HIV-1 en el nivel de

expresion de P-gp

Nuestro siguiente objetivo fue determinar si la infeccion pediatrica por HIV-1
podria afectar el nivel de expresién de P-gp en linfocitos CD4". Para cumplir

este objetivo se recolectaron muestras de sangre de 7 nifios (5 nifias y 2 nifios)
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nacidos de madres con serologia positiva para HIV-1 entre el 2005 y el 2011
gue concurrieron al Hospital Garrahan para el diagnéstico de la infecciéon. Una
vez confirmado el resultado positivo para la infeccion por HIV-1, a cada uno de
los pacientes se le realiz6 una determinacién de la expresién de P-gp en
linfocitos CD4" por citometria de flujo en el periodo previo al inicio de la terapia
HAART. Ninguno de estos nifios recibié alguna de las tres partes del régimen de
AZT del Protocolo 076 y el rango de edades de este grupo al momento de la
determinacion fue de 2 meses a 5 afios. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en el grupo control en relacion al efecto de la edad en el nivel de
expresién de P-gp, se incluyeron 9 normales pediatricos con un rango de
edades similar al del grupo de nifios infectados (10 meses a 4 afios). Los nifios
infectados por HIV-1 presentaron un porcentaje de células P-gp* en la
poblacion de linfocitos CD4" significativamente mayor que los normales
pediatricos, con medianas de porcentaje de células P-gp® de 80+25% vy
32+15%, respectivamente (p<0,0005; figura R8 ). No observamos diferencias
entre el grupo control y el de nifios infectados por HIV-1 en relacién a la IFM de

las células P-gp*.
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FIGURA R8. Efecto de la infeccion pediatrica por HIV-1 en el n ivel de
expresion de P-gp

Se utiliz6 la prueba de Mann-Whitney para evaluar diferencias entre los nifios
infectados por HIV-1 y los normales pediatricos en relacién a los niveles de
expresion de P-gp en linfocitos CD4". En el grafico se muestra la mediana del
porcentaje de células P-gp* en la poblacion de linfocitos CD4" y el nimero de

individuos para cada uno de los grupos.
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En este trabajo de Tesis Doctoral se estudié el impacto de SNPs de MDR1 y PXR
en la infeccion pediatrica por HIV-1, analizando su efecto en la transmision

vertical, la evolucidn clinica y la respuesta al tratamiento antirretroviral.

Dado que no existen reportes de la frecuencia de los SNPs de MDR1 (T-129C,
C1236T y C3435T) y PXR (C63396T) en poblacién argentina, nuestro primer
objetivo fue describir la distribuciéon genotipica y alélica de los distintos
polimorfismos para un grupo de donantes de sangre adultos con serologia
negativa para HIV-1. Encontramos que los SNPs C1236T y C3435T de MDR1 y
C63396T de PXR son altamente frecuentes, alcanzando una frecuencia del
45%. Existe un fuerte desequilibrio de ligamiento entre los SNPs de MDRL,
C1236T y C3435T, definiendo nueve pares de haplotipos, de los cuales los
pares de haplotipos MDR1 3435CC/1236CC, MDR1 3435CT/1236CT y MDR1
3435TT/1236TT fueron los de mayor ocurrencia con frecuencias mayores al
12%. Contrariamente, el alelo MDR1 -129C es muy poco frecuente en la
poblacion argentina (5%) y no se hallaron individuos homocigotas MDR1 -

129CC.

Han sido descriptas marcadas variaciones en las frecuencias alélicas de los
SNPs de MDR1 y PXR entre poblaciones con distinto origen étnico. El alelo
MDR1 3435T presenta frecuencias similares entre caucésicos (~47%)
[Hoffmeyer S et al., 2000; Furuno T et al., 2002; Bernal ML et al., 2003] y
asiaticos (~44%) [Ameyaw MM et al., 2001; Komoto C et al., 2006], mientras
gue es menos frecuente entre descendientes de africanos (~19%) [Ameyaw
MM et al., 2001]. La composicién étnica de la poblaciébn argentina es

considerada “hispano-caucasica” y esta principalmente compuesta por
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descendientes de caucasicos, con muy poca de mezcla con africanos y asiaticos.
En concordancia, las frecuencias del alelo MDR1 3435T en la poblacion
argentina (44%) son similares a las previamente reportadas en poblaciones
caucasicas de Alemania (48%), Italia (46%) y Espafia (48%) [Hoffmeyer S et
al., 2000; Furuno T et al.,, 2002; Bernal ML et al., 2003], pero fueron
significativamente diferentes de las reportadas en poblaciones africanas
(afroamericanos: 16%, Kenia: 17%, Ghana: 17%, Sudan: 27%) (p<0,05).
Ademas, no se observaron diferencias significativas en la distribucion de las
variantes génicas C3435T de MDR1 entre nuestra poblacion y poblaciones de
Asia (Japén: 41% y China: 47%) [Ameyaw MM et al., 2001; Komoto C et al.,
2006]. La frecuencia del SNP MDR1 C1236T solamente fue reportada en
poblaciones alemana (48%) [Hoffmeyer S et al., 2000] y japonesa (66%)
[Komoto C et al., 2006]. Las frecuencias encontradas en la poblacién argentina
(44%) fueron similares a las del grupo caucasico pero significativamente
diferentes de las encontradas en la poblacion asiatica (p<0,05). La frecuencia
alélica del SNP MDR1 T-129C varia ampliamente entre distintas poblaciones,
siendo del 3% en italianos [Furuno T et al., 2002], 8% en japoneses [Tanabe M
et al., 2001] y 21% en africanos [Parathyras J et al., 2009]. La frecuencia
hallada en la poblacion argentina (5% ) fue similar a la reportada en los grupos
caucéasico y asiatico pero significativamente diferente de la frecuencia de
poblacion africana (p<0,05). Finalmente, el alelo PXR 63396T fue menos
frecuente en la poblacién argentina (46%) en comparaciéon a las poblaciones de
origen espafiol (57%) e italiano (63%) [Schipani A et al., 2010]. Ademas, las
frecuencias del alelo PXR 63396T reportadas para grupos africanos de Ghana
(39%) y Kenia (45%) fueron similares a la frecuencia encontrada en nuestro

grupo [Schipani A et al., 2010].
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Establecida la frecuencia de los SNPs de MDR1 y PXR en poblaciéon argentina,
evaluamos su rol en la infeccion por HIV-1. Pocos estudios analizaron el efecto
de las variantes genéticas de MDR1 en la susceptibilidad al HIV-1 y la mayoria
exploré cohortes adultas. En nuestro estudio no encontramos diferencias
significativas ni en la distribucion genotipica ni en las frecuencias alélicas de los
polimorfismos T-129C, C1236T y C3435T de MDR1 o0 C63396T de PXR entre los
nifos infectados por HIV-1 y los nifios expuestos no infectados, demostrando
que estos SNPs no influencian la susceptibilidad a la infeccién natural por HIV-1
adquirida por transmisién vertical. Nuestros hallazgos concuerdan con los de
Ifergan | et al. (2002), quienes no observaron diferencias significativas en las
frecuencias alélicas del SNP MDR1 C3435T entre adultos infectados por HIV-1
(que adquirieron la infeccibn por contacto homosexual o uso de drogas
inyectables) y adultos caucasicos altamente expuestos (por transmision sexual
o parenteral) no infectados. En contraste, Kedmi M et al. (2007) encontraron
una mayor frecuencia del alelo MDR1 3435C en una cohorte de adultos
infectados por HIV-1 (caucéasicos y de Etiopia) en comparacion con el grupo de
controles con serologia negativa para HIV-1. Sin embargo, el estudio no incluyé
individuos expuestos al HIV-1 no infectados y las vias de transmision no fueron

especificadas.

Nuestro préximo objetivo fue investigar la implicancia de las variantes
genéticas de MDR1 (T-129C, C1236T y C3435T) y PXR (C63396T) en la
progresion a la enfermedad en nifios infectados por transmision vertical.
Demostramos que la heterocigosidad para los polimorfismos MDR1 C1236T y
MDR1 C3435T y la homocigosidad MDR1 1236TT retrasan significativamente la

progresion a SIDA pediatrico. No hay estudios realizados en poblaciéon infantil
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en relacion a la progresion a la enfermedad. Saitoh A et al. (2005) también
reportaron un rol protector del genotipo MDR1 3435CT, observando que los
ninos heterocigotas presentan una respuesta viroldgica a HAART més rapida y
una mayor concentracion de nelfinavir (Pl) comparado con los homocigotas
MDR1 3435CC. Nuestros resultados sugieren que la heterocigosidad MDRL1
3435CT predeciria una ventaja (heterosis) en relacion al curso de la infeccion
por HIV-1. El fendmeno de heterosis es frecuente en humanos y podria ocurrir
en mas del 50% de todas las asociaciones de genes [Comings DE et al., 2000].
Recientemente, fue propuesto un ejemplo de heterosis por Hellemann D et al.
(2007), mostrando que la heterocigosidad de los alelos de la lectina ligadora de
manosa (MBL2) estaria significativamente asociada con el aumento de
sobrevida en pacientes en cuidado intensivo comparado con los individuos wild
type y homocigotas mutantes, en respuesta tanto a infecciones severas como a

inflamacion aguda.

El efecto protector revelado por los heterocigotas MDR1 3435CT fue aun mas
pronunciado en el contexto de los pares de haplotipos que contienen el alelo
MDR1 1236T. Los nifios portadores del par de haplotipos MDR1 3435CT/1236TT
presentaron un mayor retraso en el tiempo de progresion a SIDA que los nifios
portadores del par de haplotipos MDR1 3435CT/1236CT. Ademas, se
observaron tendencias similares cuando se realiz6 el andlisis en el periodo
previo al inicio de HAART o fue ajustado con la edad al inicio de HAART y la
duracion de HAART, indicando que la terapia antirretroviral no seria un factor
confundente del efecto de los SNPs C3435T y C1236T de MDR1 sobre el curso
de la infeccion por HIV-1. En contraste con nuestros hallazgos, dos estudios de

cohortes de adultos no encontraron ninguna asociacion entre el SNP MDR1

78



V - Discusioén

C3435T y la progresion a la enfermedad [Bleiber G et al., 2004; Hendrickson SL
et al., 2008]. No obstante, los puntos de corte clinico fueron diferentes a los
evaluados en este estudio. Uno de ellos midi6é el tiempo necesario para que el
recuento de células T CD4" disminuya de 500 a 200 células/ml previo al inicio
del tratamiento [Bleiber G et al., 2004] y el otro estudio consider6 la progresién
a SIDA post inicio de HAART [Hendrickson SL et al., 2008]. En nuestro estudio
no nos fue posible analizar el efecto de los SNPs de MDR1 y PXR sobre la
progresion a SIDA post inicio de HAART debido al restringido nimero de
eventos durante el periodo de estudio (n=26). Resulta dificil comparar entre los
distintos reportes, dadas las discrepancias entre las poblaciones estudiadas,
incluyendo origen étnico, tamafio muestral y disefio del estudio en cohortes
pediatricas y de adultos, asi como diferentes puntos de corte clinico de la

progresion a la enfermedad y regimenes antirretrovirales.

Dado que los alelos CCR5-A32 y SDF1-3" A pueden afectar la progresion a SIDA
pediatrico [Misrahi M et al., 1998; Mangano A et al., 2000; Tresoldi E et al.,
2002], testeamos la implicancia de estos polimorfismos como factores
genéticos confundentes del efecto de los SNPs de MDR1 en la progresion a

SIDA, sin hallar diferencias significativas.

Diferentes hipoétesis han tratado de explicar la posible relacién entre P-gp y
HIV-1, incluyendo la interaccién entre P-gp y otras proteinas de membrana. Se
reportd una fuerte correlacién positiva entre el nivel de expresiéon de CXCR4
(coreceptor del HIV-1) y P-gp y la colocalizacién de estas proteinas en
membrana de linfocitos [Owen A et al., 2004 a]. El aumento de la expresiéon de

CXCR4 fue asociada con una emergencia de cepas de HIV mas patogénicas, la
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cual, en combinacién con una concomitante mayor expresién de P-gp, podria
favorecer el surgimiento en estas células de virus menos sensibles a drogas
antirretrovirales especificas y de esta manera contribuir a la aceleracion de la
progresion a la enfermedad. En forma similar a CXCR4, otra proteina de
membrana que colocaliza y coprecipita con P-gp es Caveolina 1 (CAV-1), lo cual
podria indicar una interaccion entre estas dos proteinas [Cai C et al., 2004].
CAV-1 es una proteina muy pequefia (22 kDa) y uno de los componentes
principales (junto con CAV-2 y CAV-3) de las Caveolas, comunmente llamadas
“parches lipidicos” (lipid rafts), que son regiones ricas en colesterol y
esfingolipidos que forman microdominios en membrana resistentes a
detergentes. Entre las maultiples funciones de CAV-1, una de las mas
importantes es su implicancia en la transduccién de sefiales, pero también se la
ha asociado con procesos de transcitosis y endocitosis. Por otra parte, en
estudios con células 293T cotransfectadas con HIV y CAV-1 se observd una
reduccién de la replicacién viral [Llano M et al., 2002]. Resulta dificil diferenciar
entre los efectos de P-gp sobre la dinamica viral y aquellos producidos por
proteinas asociadas a P-gp. La interaccion directa entre P-gp y CXCR4 o CAV-1
podria afectar la replicacién del HIV-1, interfiriendo con los procesos de entrada
y liberacién de las particulas virales, respectivamente. Teniendo en cuenta esta
evidencia, podemos suponer que los portadores de los genotipos protectores de
MDR1 podrian modular el curso clinico de la infeccion por HIV-1 a través de P-

gp. Sin embargo, se necesitan mas estudios para corroborar esta hipotesis.

Otro de los objetivos de este trabajo de Tesis fue evaluar el efecto de los
polimorfismos T-129C, C1236T y C3435T de MDR1 y C63396T de PXR en la

respuesta al tratamiento antirretroviral. Para ello, en un subgrupo de pacientes
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infectados por HIV-1 que recibian LPV/r como parte del régimen HAART se
realizé un estudio farmacogenético analizando los niveles plasmaticos de LPV y
la respuesta virolégica e inmunolégica. Encontramos que solo la
heterocigosidad para el polimorfismo C1236T de MDR1 esta asociada
significativamente con un menor nivel de LPV y una mayor carga viral,

sugiriendo que seria un factor genético de riesgo en la respuesta a esta droga.

Diversos estudios analizaron la influencia del SNP MDR1 C3435T en la
respuesta antirretroviral; sin embargo, su rol sigue siendo poco claro. Nuestros
resultados concuerdan con un estudio reciente de Rakhmanina NY et al. (2011),
quienes no encontraron diferencias significativas en el area bajo la curva y en el
clearance de LPV entre los genotipos de MDR1 C3435T y G2677T en una
cohorte de nifios infectados por HIV-1 de origen predominantemente
afroamericano. Otros estudios realizados en adultos mostraron resultados
similares cuando se evalu6 la concentraciéon valle de LPV [Winzer R et al., 2003;

Ma Q et al., 2007; Estrela R de C et al., 2009].

Inicialmente, Fellay J et al. (2002) hallaron que adultos infectados por HIV-1
homocigotas MDR1 3435TT presentan la mejor recuperacion del recuento de
células T CD4" luego de un periodo de 24 semanas post inicio de HAART.
Luego, Saitoh A et al. (2005), estudiando un grupo de pacientes pediatricos,
encontraron que los heterocigotas MDR1 3435CT presentan la mayor reduccién
de la carga viral a las 8 semanas del inicio de HAART. Sin embargo, varios
estudios en cohortes de adultos no pudieron corroborar estos hallazgos
[Brumme ZL et al., 2003; Haas DW et al., 2003; Nasi M et al., 2003; Zhu D et

al., 2004; Verstuyft C et al., 2005; Winzer R et al., 2005; Hendrickson S et al.,
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2008; Parathyras J et al., 2009]. Nosotros no hallamos una asociacion del SNP
MDR1 C3435T con la respuesta inmunolégica o virolégica a HAART con LPV/r.
Hasta el momento, la mayor parte de la evidencia apoya la idea de que el SNP
MDR1 C3435T no pareceria tener un efecto en la respuesta virolégica o

inmunoldgica a la terapia antirretroviral.

El SNP MDR1 C3435T presenta un fuerte desequilibrio de ligamiento con el SNP
MDR1 C1236T en el exén 12 [Kim RB et al., 2001]. Por eso, analizamos la
influencia de este SNP en los niveles plasméaticos de LPV y en la respuesta
viroldgica e inmunolégica. Sorprendentemente, encontramos que los nifios
heterocigotas MDR1 1236CT presentan una concentracion plasmatica de LPV
(Cpost-dosis) Significativamente menor en comparacion con los homocigotas MDR1
1236TT, pudiendo ser un factor de riesgo para la falla virolégica o el desarrollo
de resistencia antirretroviral. Por otra parte, nosotros no observamos una
asociacion significativa entre los genotipos del SNP MDR1 C1236T y la Cyq de
LPV, de forma similar a un estudio realizado por Estrela R de C et al. (2009) en
hombres adultos brasileros infectados por HIV-1. Ademas, la Porte CJ et al.
(2007) no encontraron una correlacion significativa entre este polimorfismo y la

concentracién maxima de saquinavir (Pl) en voluntarios adultos sanos.

También observamos que los nifios heterocigotas MDR1 1236CT tienen una
menor reduccion de la carga viral a las 36 semanas del inicio de tratamiento
con LPV/r en comparacion con los homocigotas MDR1 1236CC. Sin embargo, no
encontramos un impacto del SNP MDR1 C1236T en la respuesta inmunolégica
como fue reportado en el grupo de adultos estudiado por Parathyras J et al.

(2009). Por el contrario, Zhu D et al. (2004) reportaron que los pacientes con el
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genotipo MDR1 1236CC muestran un menor aumento del recuento de células T
CD4" al mes y a los 9 meses del inicio de HAART respecto de los pacientes con
el genotipo MDR1 1236TT, sin hallar diferencias en las tasas de supresién viral.
La principal diferencia con nuestro estudio es que en el andlisis llevado a cabo
por Zhu D et al. (2004) se incluy6 un grupo de pacientes adultos que recibieron
diferentes combinaciones de tratamientos con Pl como parte de HAART,

mientras que en nuestra cohorte se usé LPV/r como Unicos PI.

La expresion de MDR1 esta regulada por el factor de transcripcién nuclear PXR,
en respuesta a endobiéticos y xenobioticos. El polimorfismo C63396T de PXR
fue recientemente identificado [Lamba J et al., 2008] y asociado con niveles de
atazanavir (Pl) por debajo de la concentracién minima efectiva (150 ng/ml) en
una cohorte de adultos caucéasicos infectados por HIV-1 [Siccardi M et al.,
2008]. Sin embargo, nosotros no observamos un efecto de este SNP en la
concentraciéon plasmatica valle y post-dosis de LPV o la respuesta a la terapia
en nifios infectados por HIV-1. Son necesarios mas estudios para determinar el
potencial impacto de PXR como modificador de la respuesta a la terapia

antirretroviral.

Como se menciond anteriormente, se debe tener en cuenta que diversos
factores como la etnia, la edad, los regimenes de HAART y el criterio aplicado
para el analisis de la respuesta inmunolégica y viroldgica a la terapia (ejemplo:
puntos de tiempo evaluados antes y después del tratamiento) dificultan la

realizacion de una comparacion adecuada entre los estudios farmacogenéticos.
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Nuestros hallazgos sugieren que el SNP MDR1 C1236T puede modificar los
niveles plasmaticos de LPV y la respuesta virolégica a HAART. A pesar de que el
efecto de SNP MDR1 C1236T en la expresion y/o actividad de P-gp no ha sido
claramente establecida, hipotetizamos que los portadores del genotipo MDR1
1236CT podrian tener un nivel de expresiéon/actividad de P-gp alterado en
enterocitos que limitaria la absorcién de LPV y consecuentemente reduciria su
concentracién en células T CD4", provocando una menor disminucién de la

carga viral.

Finalmente, evaluamos si los SNPs de MDR1 (C1236T y C3435T) y PXR
(C63396T), la edad y la infeccion pediatrica por HIV-1 afectan el nivel de
expresion de P-gp en linfocitos CD4". La asociacién entre el polimorfismo
C3435T de MDR1 y la expresién o actividad de P-gp ha sido ampliamente
investigada. Inicialmente, Hoffmeyer S et al. (2000) reportaron que los
individuos portadores del genotipo homocigota MDR1 3435TT muestran
menores niveles de expresidn de P-gp en duodeno y menor actividad del
transportador (mayor concentracion plasmética de digoxina) respecto de los
individuos homocigotas MDR1 3435CC. Ademas, Hitzl M et al. (2001) mostraron
gue los individuos homocigotas MDR1 3435TT presentan niveles de expresién
de ARNm de MDR1 y actividad de P-gp (mayor eflujo de rodamina 123) en
células natural killer CD56" significativamente menores que los individuos
homocigotas MDR1 3435CC. Estos resultados fueron confirmados por Owen A
et al. (2004 a) al evaluar el nivel de expresion de P-gp en PBMC mediante
ensayos de citometria de flujo. Sin embargo, otros estudios realizados en
muestras de placenta e higado no hallaron una asociacién significativa entre el

SNP C3435T de MDRL1 y la expresidon de P-gp [Tanabe M et al., 2001; Owen A et
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al., 2005 b]. En este estudio no hallamos evidencia de un efecto significativo de
los polimorfismos sinénimos C1236T y C3435T de MDR1 en el nivel de
expresién de P-gp en linfocitos CD4" en un grupo de individuos normales que
incluyé nifios y adultos. Mas aun, Kimchi-Sarfaty C et al. (2007) realizaron
ensayos in vivo de expresion transiente de P-gp wild type o polimoérfica en
células Hela, a partir de los cuales concluyeron que ni el SNP MDR1 C1236T ni
el SNP MDR1 C3435T alteran el nivel de expresion de ARNm MDR1 o de la
proteina P-gp. Sin embargo, detectaron diferencias en la conformacién del
transportador, hipotetizando que la sustitucion de codones “frecuentes” por
codones “poco frecuentes” (como ocurriria en presencia de polimorfismos
sinénimos) podria afectar la cinética de los procesos cotraduccionales de
plegamiento e insercién en membrana de P-gp, alterando la estructura de los

sitios de interaccidon con el sustrato.

Por otra parte, Owen A et al. (2004 b) mostré una correlacidon positiva entre los
niveles de expresion de ARNm de MDR1 y PXR, sugiriendo que el nivel de
expresion de genes blanco de PXR podria estar directamente determinado por
el nivel de expresion de este factor de transcripcién. Ademas, el alelo PXR
63396T ha sido asociado con un mayor nivel de expresion de ARNm PXR en
higado de donantes adultos [Lamba J et al., 2008]. Sin embargo, nuestro
estudio no mostroé un efecto significativo del SNP PXR C63396T en el nivel de

expresion de P-gp en linfocitos CD4" de individuos normales.

Investigamos si la edad podria afectar el nivel de expresiéon de P-gp en
linfocitos CD4". Encontramos una fuerte correlaciéon positiva entre la edad y el

porcentaje de células P-gp* en un grupo de individuos normales. La expresién
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de la proteina fue menor en nifios desde los 10 meses de vida y aumento
gradualmente en adultos hasta los 57 afos. Estos resultados son consistentes
con otros estudios [Aggarwal S et al., 1997; Giraud C et al., 2010]. Aggarwal S
et al. (1997) reportaron que los individuos jévenes presentan un nivel de
expresion de ARNm de MDR1 y P-gp y actividad del transportador en linfocitos
CD4" significativamente menor que en los individuos adultos. Este hallazgo fue
confirmado por un analisis reciente que incluyé nifios recién nacidos hasta

adultos mayores de 18 afos [Giraud C et al., 2010].

Entre los estudios que analizaron el impacto de la edad en la funciéon de P-gp en
linfocitos CD4" también existen grandes discrepancias [Pilarski LM et al., 1995;
Machado CG et al., 2003; Giraud C et al., 2009]. Mientras que Machado CG et
al. (2003) mostraron una disminucién progresiva de la actividad del
transportador desde el nacimiento hasta la edad adulta, Giraud C et al. (2009)
demostré una alta actividad de P-gp en nifios recién nacidos que disminuye con
la edad hasta los 2 afios para luego mantenerse constante hasta la adultez. La
falta de correlacion entre los reportes que analizaron la expresion de MDR1 o P-
gp vy aquellos que evaluaron la actividad de la proteina podria relacionarse con

mecanismos de regulacién post transcripcional que necesitan ser esclarecidos.

La asociacion observada en este estudio tiene implicancias en la eficacia del
tratamiento antirretroviral administrado en nifios, quienes, debido a su menor
nivel de expresion de P-gp en linfocitos CD4", podrian experimentar los riesgos
asociados a una sobreexposicién a moléculas terapéuticas que son sustrato de

este transportador. A pesar de presentar concentraciones plasmaticas similares,
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la concentracion intracelular de la droga en linfocitos CD4" podria ser menor en

nifos que en adolescentes y adultos.

En este estudio preliminar demostramos que los nifios infectados por HIV-1
expresan mayores niveles de P-gp en linfocitos CD4" que los normales
pediatricos con similar rango de edad. Mas aun, todos los pacientes evaluados
en nuestro estudio fueron naive de tratamiento al momento de la
determinacidon por citometria de flujo, permitiéndonos analizar mas claramente
el rol de la infeccion en la expresion de P-gp, sin el efecto confundente de la
terapia antirretroviral. Similarmente, Gollapudi S et al. (1990) encontraron que
la infeccion de HIV-1 induce un aumento en la expresion de P-gp en lineas de
células Ty monocitos. Ademas, Malorni W et al. (1998) observé un aumento de
la expresion de P-gp en linfocitos CD4" de donantes sanos luego de 24 hs de
exposicion de estas células a la glicoproteina gpl120 de HIV. Estos resultados
fueron confirmados por Andreana A et al. (1996), en un estudio realizado en un
grupo de adultos infectados por HIV-1, quienes presentaron un mayor nivel de
expresiéon de P-gp, pero menor actividad, en linfocitos CD4" y CD8" respecto de
los individuos control. En contraste, Meaden ER et al. (2001) encontraron que
los niveles de expresion de P-gp en PBMC de individuos infectados por HIV-1
son significativamente menores que en voluntarios sanos. Sin embargo, a
diferencia de nuestro estudio, ellos evaluaron un grupo de adultos infectados
bajo tratamiento y los niveles de la proteina fueron expresados en IFM de las
células P-gp”. Nosotros no observamos diferencias en relacién a la IFM, y si en
el porcentaje de las células P-gp” de la poblacién de linfocitos CD4", sugiriendo

gue es el numero de células expresando P-gp, y no el nimero de moléculas de
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proteina por célula, lo que podria estar siendo afectado tanto por la edad como

por la infecciéon por HIV-1.

En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que el polimorfismo C1236T de MDR1
ejerceria efectos contrapuestos en la infeccion pediatrica por HIV-1, al cumplir,
por un lado, un rol protector en la progresion a SIDA y, por el otro, reducir la
eficacia de la terapia antirretroviral, asociandose con menores niveles de droga

en plasma y una menor respuesta viroldgica.
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1. Nuestros resultados demuestran que los polimorfismos MDR1 C1236T vy
MDR1 C3435T retrasarian la progresién a SIDA pediatrico, aun en el periodo
previo al inicio de HAART, sugiriendo que P-gp jugaria un rol importante en la
infeccion por HIV-1 independientemente de su funcién en el transporte de

drogas.

2. Ninguno de los SNPs de MDR1 o PXR analizados en este estudio parece

influenciar la transmisiéon perinatal del HIV-1.

3. El polimorfismo C1236T de MDR1 se asocia con una menor la concentracion
plasmatica de lopinavir y una mayor carga viral, pudiendo ser un factor de

riesgo para la falla virolégica o el desarrollo de resistencia antirretroviral.

4. Los SNPs de MDR1 o PXR no se asociaron con diferencias en los niveles de

expresion de P-gp en linfocitos CD4".

5. La edad y la infeccidon pediatrica por HIV-1 podrian ser dos factores claves de

la determinacion del nivel de expresion de P-gp en linfocitos CD4".
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TABLA Al. Sustratos,

inhibidores e

inductores de P-gp

(tabla adaptada de Marzolini C et al ., 2004)

Droga

Sustrato

I nhibidor I nductor

Agentes anticancerigenos

Actinomicina D
Daunorubicina
Docetaxel
Doxorubicina
Etopdsido
Imatinib
Irinotecan
Mitomicina C
Mitoxantrona
Paclitaxel
Teniposido
Topotecan
Vinblastina
Vincristina

X X X X X X X X X X X X X X

Agentes antihipertensivos

Carvedilol
Celiprolol
Diltiazem
Losartan
Nicardipina
Reserpina
Talinolol

Agentes antirritmicos
Amiodarona
Digoxina
Propafenona
Quinidina
Verapamilo

x

Esteroides
Aldosterona
Cortisol
Dexametasona
Metilprednisolona

X X X X

Antibiéticos
Claritromicina
Eritromicina
Levofloxacina
Rifampina
Sparfloxacina
Tetraciclina

X X X X X

Antimicoéticos
Itraconazol
Ketoconazol

Antiacidos
Cimetidina
Ranitidina

Anexo
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Continuaciéon de TABLA Al

Droga

Sustrato

I nhibidor

I nductor

Inmunosupresores
Ciclosporina
Sirolimus
Tacrolimus
Valspodar

X X X X

X X X X

Antidepresivos
Amitriptilina
Fluoxetina
Hierba de San Juan
Paroxetina
Sertralina

Neurolépticos
Clorpromazina
Fenotiazina
Flupentixol

Antiepilépticos
Fenobarbital
Fenitoina

Opioides
Metadona
Morfina
Pentazocina

Antieméticos
Domperidona
Ondansetron

x

Inhibidores de proteasa
Amprenavir
Atazanavir
Indinavir
Lopinavir
Nelfinavir
Ritonavir
Saquinavir

X X X X X X X

X X X X X X

Otros
Acido retindico
Atorvastatina
Bromocriptina
Colchicina
Dipiridamol
Emetina
Fexofenadina
Ivermectina
Loperamida
Mefloquina
Progesterona
Rodamina 123
Espironolactona
Terfenadina
Vecuronium

X X X X

Anexo
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