Determinacion de la mutacion nt230 (del4) MDR1/ABCB1
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Introduccion.

La P-glicoproteina (Pgp o MDR1) es una proteina transmembrana
que cumple un papel importante en el transporte de numerosos
sustratos a través de barreras celulares. Esta codificada por el gen
ABCB1 y se expresa en tejidos como barrera hematoencefalica,
placenta, ductos pancreaticos y celulas tubulares del rindn. La
mutacion nt230 (del4) MDR1/ABCB1 en este gen, consiste en la
perdida de cuatro pares de bases en el exon 4, lo que produce la
formacion de un codon de terminacion que genera un producto de
91 aminoacidos en lugar de los 1280 que componen la proteina
normal. Dada la importancia de la Pgp en la disposicion parenquimal
de farmacos, especialmente a nivel del sistema nervioso central, su
alteracion genera efectos en la distribucion de diversos
medicamentos como antiparasitarios, analgesicos y antineoplasicos;
por lo que su deteccion es valiosa para establecer las dosis
adecuadas en animales portadores de la mutacion. Hasta e
momento esta ha sido reportada con una frecuencia variable en a

menos trece razas de caninos en diferentes paises de Europa, asi

como en Estados Unidos, Australia, Japon e Israel. Sin embargo,
dado que en el pais ni en Centroamerica existen reportes en razas
propensas a presentarla, se planteo el presente estudio con el fin de
implementar un protocolo para su deteccion en perros de Costa
Rica.

Resultados.

A partir de los diferentes protocolos y condiciones publicados se
logr6 adaptar una metodologia que disminuye la cantidad de
reactivos utilizados, facilita la preparacion de los geles, reduce el
tiempo de corrida y reduce la generacion de desechos toxicos, con

relacion a los descritos en la literatura.

La secuenciacion de los productos obtenidos mostro una homologia
del 100% con secuencias de p-glicoproteina de perro. La mutacion
fue detectada en caninos de raza collie y pastor australiano.
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Electroforesis capilar de un control heterocigota
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Electroferograma de secuenciacion de una muestra heterocigota.
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Metodologia

Muestra sangre EDTA. n=24

17 collies, 5 pastores alemanes, 1 pastor
australiano, 1 pastor malinois

Adaptacion de extraccion de ADN sanguineo
con TRIzol™

PCR
Evaluacion de dos juegos de iniciadores

e Electroforesis
Gel de agarosa
Gel de poliacrilamida
L Electroforesis capilar

Secuenciacion

Genotipo Frecuencia

(%)
Homocigota 13 54
dominante

Heterocigoto

10 42
Homocigota recesivo : 4
24 100

Total

Electroforesis en gel de poliacrilamida con cada uno
de los genotipos en duplicado: Homocigota recesivo
(1y 2), heterocigota (3 y 4) y homocigota dominante

(O 6).

Distribucion de frecuencias genotipicas de la
mutacion nt230(del4) MRD1 en los perros
estudiados

Conclusiones.

1. Fue posible adaptar y optimizar un protocolo para detectar la mutacion nt230
(del4) MDR1/ABCB1, segun nuestras condiciones de laboratorio.

2. El presente trabajo constituye el primer reporte para Costa Rica de la
presencia de dicha mutacion en el gen de la P-glicoproteina en caninos
domesticos.
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