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RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una de las oncopatologias mas frecuentes a
nivel infantil, ocupando el primer lugar de los cincos tipos de cancer con mayor
incidencia en Ecuador. Objetivo: Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de
los polimorfismos genéticos de MTHFR 677C>T (rs1801133) y MTHFR 1298A>C
(rs1801131) en nifios con leucemia linfoblastica aguda de SOLCA - Loja y SOLCA —
Cuenca. Metodologia: Se llevo a cabo el andlisis de dos polimorfismos, esto mediante
un estudio de tipo transversal descriptivo; donde se evalu6 a 160 pacientes pediatricos
entre hombres y mujeres diagnosticados con LLA provenientes de SOLCA - Cuencay
SOLCA - Loja. Los mismos participaron de manera voluntaria y firmaron su aceptacion
mediante el consentimiento y asentimiento informado. La deteccibn de los
polimorfismos MTHFR 677C>T y 1298A>C se realiz6 mediante la técnica PCR en
tiempo real. El analisis estadistico descriptivo se desarroll6 a través del software IBM
SPSS (versién 22) y el programa bioinformatico SNPStats. Resultados: Se determin6
que las frecuencias genotipicas para el SNP MTHFR 677C>T fueron 25% C/C y 75%
C/T con una frecuencia alélica del 38% para el alelo mutado (T). Para el SNP MTHFR
1298 A>C se encontr6 una frecuencia genotipica de 2% A/A, 16% A/C y 82% C/C, en
tanto que su frecuencia alélica fue del 90% para el alelo mutado (C). No se encontrd
asociacion genotipica ni alélica con ninguna de las variables intervinientes (p>0.05),
asi como tampoco se manifestdé una correlacion estadisticamente significativa de los

polimorfismos en mencién y el tipo de riesgo de LLA.

Palabras clave: Leucemia. Polimorfismo (SNP). MTHFR 677C>T. MTHFR 1298A>C.
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is one of the most frequent oncopathologies in
children, occupying the first place among the five types of cancer with the highest
incidence in Ecuador. Objective: To determine the genotypic and allelic frequencies of
the genetic polymorphisms of MTHFR 677C> T (rs1801133) and MTHFR 1298A> C
(rs1801131) in children with acute lymphoblastic leukemia from SOLCA - Loja and
SOLCA - Cuenca. Methodology: The analysis of two polymorphisms was carried out,
this by means of a cross-sectional descriptive study; where 160 pediatric patients were
evaluated between men and women diagnosed with ALL from SOLCA - Cuenca and
SOLCA - Loja. They participated voluntarily and signed their acceptance through
informed consent and consent. The detection of MTHFR 677C> T and 1298A> C
polymorphisms was carried out using the real-time PCR technique. The descriptive
statistical analysis was developed through the software IBM SPSS (version 22) and the
bioinformatic program SNPStats. Results: It was determined that the genotypic
frequencies for the SNP MTHFR 677C>T were 25% C/C and 75% C/T with an allelic
frequency of 38% for the mutated allele (T). For the SNP MTHFR 1298 A>C a
genotypic frequency of 2% A/A, 16% A/C and 82% C/C was found, while its allelic
frequency was 90% for the mutated allele (C). No genotypic or allelic association was
found with any of the intervening variables (p> 0.05), nor was there a statistically

significant correlation of the polymorphisms mentioned and the type of ALL risk.

Key words: Leukemia. Polymorphism (SNP). MTHFR 677C>T. MTHFR 1298A>C.
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1. INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer que se presenta con mayor
frecuencia en la edad pediatrica, generalmente en menores de 15 afios. En el mundo
se estima que aproximadamente del 30% del total de neoplasias malignas en
pacientes pediatricos, el 75% son por leucemia linfoblastica aguda, la misma que es
mas comun en varones (Vizcaino, Lopera, Martinez, Reyes, & Linares, 2016). Segun
el Instituto Nacional de Estadistica y Censos en Ecuador en el afio 2016, se reporto
que las principales provincias con registro de leucemia aguda fueron Guayas, seguido
por Azuay; encontrandose Loja en sexto lugar (Reina, 2018). SOLCA en el 2018, ubico
ésta neoplasia como el cancer infantil con mayor incidencia en nifios y nifias con el
43% y 48% respectivamente (SOLCA, 2018).

Se ha demostrado que existe gran variabilidad entre los pacientes, con respecto tanto
al efecto terapéutico, como a la toxicidad del tratamiento inducida por farmacos
antifolatos utilizados en la LLA. Estos farmacos emplean la via del folato, la cual esta
regulada por la funcién coordinada de varias enzimas como la metilen-tetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) (Zaruma et al., 2015), actuando asi sobre el ciclo celular
inhibiendo la MTHFR. El fallo terapéutico por tanto, puede ser ocasionado por la propia
resistencia de las células oncégenas o en su defecto, a una disminuciéon en la
exposicion al farmaco a causa de una posible biotransformacion apresurada dentro de
los sistemas enzimaticos del individuo (Vizcaino, Nufiez, Londian, Garcia, & Guerra,
2011). Es por ello, que los pacientes con una actividad enddgena baja de la enzima
tienen mayor riesgo de padecer principalmente toxicidad mucosa y hematol6gica

inducida por los farmacos en mencién (Prado Vizcaino et al., 2011).

El gen de la enzima MTHFR manifiesta 2 alelos considerados como polimdrficos, el
primero y el mas frecuente, presenta una mutacion situada en la posicion C677T y el
segundo la presenta en A1298C, por lo que esto desencadena la derivacion de
proteinas cuya actividad enzimética se encuentra disminuida. En cuanto al alelo
C677T que genera la sustitucion de alanina a valina, da como resultado una variante
gue demostré ser termolabil in vitro; lo que ocasiona una brusca disminucién de
alrededor del 70% de la actividad de la enzima en comparacién con el alelo de tipo
salvaje por lo que se vera afectada la distribucion intracelular de folatos, dando paso a
la retencion del mismo que iria dirigido a la sintesis de novo (Prado Vizcaino et al.,
2011) (Wall & Rubnitz, 2003).
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Respecto al alelo A1298C que origina la sustitucion de un residuo de alanina por
glutamato, la actividad de la enzima se reduce mostrando un 60% de actividad frente a
los individuos que poseen el alelo salvaje. Ademas de ello, aquellos individuos que
sean heterocigotos tanto en C677T como en A1298C pueden presentar incluso una
disminucion de actividad enzimatica incluso del 50% aproximadamente. Al disminuir la
actividad de la enzima MTHFR, esto conduce al aumento de la concentracién de
homocisteina a nivel plasmético y a una ineficiente metilacion del ADN en pacientes
oncoldégicos. Por ello entre otras causas los polimorfismos de la MTHFR se involucran
relativamente de manera directa en la faramacoterapia de la LLA, particularmente con
los farmacos antifolatos; y en constancia de ello ya se publican reportes en donde se
muestra que los individuos que padecen LLA, quienes manifiestan uno o dos alelos
mutados; claramente presentan pobre supervivencia libre de eventos (Prado Vizcaino
et al., 2011) (Costea, Moghrabi, Laverdiere, Graziani, & Krajinovic, 2006).

Hasta el momento no se dispone de estudios semejantes que se hayan llevado a cabo
dentro del pais, cuyos resultados contribuyan de cierta forma a la medicina de
precision o translacional para este tipo de oncopatologia de gran impacto en el medio.
Por lo expuesto, la determinacion de la frecuencia genotipica y alélica de los
polimorfismos C677T y A1298C en el gen de la enzima MTHFR en pacientes con
Leucemia Linfoblastica Aguda de SOLCA — Loja y SOLCA — Cuenca, aportara al
conocimiento aplicado mediante la determinacion del impacto clinico que tienen las
alteraciones polimorficas en la farmacoterapia, para que de esta manera se brinde un
soporte en la decisién del médico tratante en el abordaje adecuado a la poblacion;
siendo éste uno de los alcances propuestos por el proyecto de investigacion ganador
en el XV concurso de la Direccion de Investigacion de la Universidad de Cuenca
(DIUC) denominado “Translocaciones cromosomicas y polimorfismos genéticos de
enzimas de la via del folato y de transportadores de metotrexato como posibles
marcadores predictores de la toxicidad en nifios con Leucemia Linfoblastica Aguda”,

del que forma parte.
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1.1 OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivo general:

e Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
correspondientes al gen de MTHFR 677C>T (rs1801133) y MTHFR
1298A>C (rs1801131) en pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de
SOLCA - Loja y SOLCA — Cuenca.

Obijetivos especificos:

e Establecer la frecuencia genotipica de MTHFR 677C>T (rs1801133) y
MTHFR 1298A>C (rs1801131) en niflos < de 18 afos que fueron
diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda.

¢ Identificar la frecuencia alélica de los polimorfismos mencionados en nifios
< de 18 afios diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda.

e Correlacionar la frecuencia genotipica y alélica con distintas variables
biolégicas y clinicas.

e Comparar los resultados obtenidos, entre ambos polimorfismos con los

descritos en otras poblaciones.
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CAPITULO 1

2. Marco Tedrico
2.1 Leucemia linfoblastica aguda

La leucemia linfoblastica aguda conocida también como leucemia linfocitica aguda
(LLA) se desencadena a partir de los glébulos blancos en la médula 6sea, al
denominarla con el término agudo se hace referencia a que la enfermedad puede
avanzar rapidamente; pues de no ser tratada a tiempo el resultado podria ser fatal en
tan solo meses. El término linfocitico manifiesta que se produce en las etapas
inmaduras de los linfocitos, ocasionando que su crecimiento desordenado en la
médula 6sea bloquee el normal desarrollo de las células rojas y plaquetas. Es
considerada como la neoplasia mas frecuente en pacientes menores de 15 afos,
repercutiendo su mayor incidencia entre las edades de dos a cinco afios (Fuentes et
al., 2018).

2.1.1 Epidemiologia

La LLA es la neoplasia mas frecuente en la infancia, constituyendo el 80% de todas las
leucemias agudas de la edad pediatrica. El 25% y el 19% de todos los tumores en
menores de 15 y 19 afios, respectivamente, son LLA. La supervivencia de los
pacientes con LLA se ha incrementado notablemente en las Ultimas décadas, pasando
de una supervivencia de menos del 10% en los afios sesenta, a presentar con los
tratamientos actuales, una supervivencia libre de enfermedad que actualmente se
aproxima e incluso supera al 90% en los paises mas desarrollados. A pesar de estos
excelentes resultados, todavia un pequefio grupo de pacientes, en torno al 10-20%,

fracasan en el tratamiento (Ceppi, Cazzaniga, Colombini, Biondi, & Conter, 2015).

Para el 2017, la Sociedad Americana Contra el Cancer calcul6 que en los Estados
Unidos aproximadamente habria 5,970 nuevos casos de LLA diagnosticados y
aproximadamente 1,440 personas moririan por su causa. (Lainez, 2017) El Instituto
Nacional de Estadistica y Censos en Ecuador en el afio 2016, reportd que las
principales provincias con registro de leucemia aguda fueron Guayas, seguido por
Azuay; encontrandose Loja en sexto lugar (Reina, 2018). SOLCA, en su ultima revista

public6 que entre el afio 2013 hasta el 2017, de los cinco cénceres con mayor
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incidencia por sexo; la leucemia aguda se ubic6 como el cancer infantil con mayor

incidencia en nifios y nifias con el 43% y 48% respectivamente (SOLCA, 2018).

2.1.2 Subtipos de Leucemia linfoblastica aguda

Existen varios subtipos de LLA los cuales se pueden clasificar mediante pruebas
inmunoldgicas, citogenéticas y de genética molecular. Ademas de ello, ciertas pruebas
pueden ser repetidas durante y claro después del tratamiento con el objetivo de medir

los efectos del mismo. (DeGennaro, 2014).

La clasificacion mas conocida es la denominada MIC, que por su significado se basa

en una diferenciacion morfologica, inmunoldgica y citogenética (Lassaletta, 2016).

2.1.2.1 Clasificacion morfolégica

Establecida por la asociacion FAB (Franco-Américo-Britanica), misma que define a la
LLA como tipo 1, 2 y 3 de acuerdo a una caracterizacion de la morfologia celular
después de haber efectuado una tincion Wright. Aunque su aceptacion es universal,
actualmente ésta clasificacién casi ya no se utiliza (Lassaletta, 2016) (Castafieda,
2009).

2.1.2.2 Clasificacion inmunologica

Mediante inmunofluorescencia para identificar los antigenos de superficie, los tipos de
leucemias se subclasifican a su vez basandose en tres clases de linfocitos, ya sean de
linfocitos T o linfocitos B maduros o precursores de los linfocitos B (Figura 1). Esta
clasificacion inmunoldgica ha reflejado particular utilidad en especial prondstica,
debido a que las derivadas de precursores de linfocitos B muestran un mejor

pronostico frente a las derivadas de células T y B maduras. (Castafieda, 2009).
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Figura 1. Esquema de diferenciacion para la clasificacion inmunoldgica de las leucemias
linfoblasticas en base a los estados madurativos y de desarrollo, antigenos presentes en la
superficie celular, reconocidos por anticuerpos monoclonales y mediante expresion de

inmunoglobulinas en citoplasma y/o en la superficie. Fuente: (Lassaletta, 2016).

2.1.2.3 Clasificacion citogenética y molecular

Actualmente se sabe que aproximadamente del 60 al 90% de los individuos con LLA
presentan alguna alteracion sea en la estructura de los cromosomas o en su defecto
en el numero de ellos (Castafieda, 2009). En cuanto las alteraciones cromosomicas
numéricas se destaca que la hiperdiploidia la cual refiere un ndmero mayor a 50
cromosomas, se presenta con aproximadamente el 30% de los casos especialmente
en nifios, manifestando buen prondstico. Referente a las anomalias estructurales, son
las traslocaciones las més frecuentes y significativas clinica y biol6gicamente, siendo
las 1(9:22) y la t(4:11) quienes se asocian a pronosticos desfavorables (Tabla 1)

(Ramos, Martinez, & Barreiro, 2001).
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2.1.3 Factores deriesgo

Son los factores genéticos los que juegan alin mas un entorno relevante en el origen

de las leucemias agudas, cuyo fundamento esta basado en lo siguiente:

v Se evidencia una intima asociacion de las LLA y ciertas traslocaciones
cromosomicas como se indica en la Tabla 1.

v' Es mayor la frecuencia de leucemia aguda en los familiares de pacientes que la
padezcan.

v' Existen enfermedades genéticas que expresan mayor incidencia de leucemia
aguda, como: Sindrome de Down, Klinefelter, neurofibromatosis, Schwachman,

Bloom, Fanconi, entre otros (Lassaletta, 2016).

Tabla 1. Traslocaciones cromosémicas mas frecuentes en la LLA.

Traslocacion Frecuencia Genes Caracteristicas
afectados
t(1:19)(g23;p13) | 5-6% E2A-PBX1 Fenotipo pre-B

hiperleucocitosis. Tratamietno

intensivo necesario

1(9:22)(g34;p11) | 3-5% BCR-ABL Cromosoma Philadelphia.
Tratamiento imatinib.

Hiperleucocitosis

t(4:11)(q21;p23) | 2% MLL-AF4 Estirpe B. Ligada a la LLA
lactante. Hiperleucocitosis.
Prondstico pobre.

t(12:21)(p13;922) | 25% de las | TEL-AML Fenotipo B. Buen prondéstico.
LLA B pre Particular sensibilidad a la

asparraginasa

Fuente: (Lassaletta, 2016)

En cuanto a los factores medioambientales que podrian dar paso al desarrollo de la
leucemia, destaca en particular la exposicion a las radiaciones ionizantes; pues
brevemente, se dice que el incremento de la incidencia de leucemia de los individuos

gue sobrevivieron a Hiroshima y Nagasaki se relacion6 estrechamente con la
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proximidad a la explosidbn. AUn existe controversia de que los campos

electromagnéticos aumentan o no el riesgo de padecer leucemia.

Se ha asociado de cierta manera la exposicion a distintos productos quimicos, como
por ejemplo el benceno, a la leucemia mieloide aguda més que a la LLA. Ademas, la
quimioterapia que se utiliza para tratar diferentes tumores, podria de igual forma
manifestar un efecto leucemdgeno; tal es el caso de los agentes alquilantes o lo

inhibidores de la topoisomerasa Il. (Lassaletta, 2016).

2.1.4 Fisiopatologia

Al igual que en la mayoria de enfermedades neoplasicas, la sucesion de
acontecimientos los cuales provienen de la transformacion maligna de una célula, es
complejamente multifactorial. Para el caso de la LLA, la secuencia de hechos se
genera durante el pleno desarrollo de la estirpe linfoide. Tales precursores linfoides
muestran un elevado indice de proliferacion y por supuesto de reordenamientos
genéticos, siendo éstas particularidades las que facilitan la aparicion de mutaciones
espontaneas y demdas modificaciones citogenéticas las cuales dan paso a la

transformacion letal (Lassaletta, 2016).

Como ya se menciond, se sabe que la leucemia llega a ser un padecimiento clonal
iniciado desde un tipo de precursor celular que en este tipo de neoplasia es la
linfopoyesis. Es en este compartimiento celular que las alteraciones ocurren por un
tipo de mutacion que se manifiesta en uno de los protooncogenes, quienes son los
responsables de mantener la correcta regulaciébn tanto de la proliferacion,
supervivencia asi como una adecuada diferenciacion de las células sanguineas. De
esta forma, que tales mutaciones dan como consecuencia la denominada alteracién o
transformacion maligna de las células normales, ocasionando la subsiguiente ausencia
de los mecanismos controladores de la replicacién celular, pues se obtendra una
interrupcion en la maduracién celular y como se dijo ya, una expansién clonal
(Castarieda, 2009).
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2.1.5 Manifestaciones clinicas

Aproximadamente la mitad de los pacientes manifiesta fiebre, de los cuales un tercio
de ellos tienen un foco infeccioso originado por ella. Partiendo del sindrome anémico
que cursan este tipo de pacientes debido al quiebre en la hematopoyesis, se muestran
manifestaciones clinicas frecuentes como palidez, astenia y adinamia debidas a la
anemia. El 38% presenta sangrado debido a la trombocitopenia y un 40% refiere dolor
articular por la infiltracién leucémica del periostio o articulacién (Sanchez, Ortega, &
Barrientos, 2007).

Respecto a los signos que se manifiestan en la piel y las mucosas generalmente son
petequias y equimosis. En particular, el higado, bazo y los ganglios linfaticos son los
lugares extramedulares mas afectados, siendo el grado de organomegalia mas
perjudicial en nifios que en adultos; pues se reporta que en un 60% se manifiesta
hepatomegalia; en 50%, esplenomegalia, y en 45%, linfadenopatia (Sanchez, Ortega,
& Barrientos, 2007) (Castafieda, 2009).

2.1.6 Diagndéstico

En el momento del diagndstico, la anemia, los recuentos de leucocitos y diferenciales
anormales, asi como la trombocitopenia suelen estar presentes en el momento del
diagndstico, lo que indica el grado en que la médula 6sea ha sido reemplazada por
linfoblastos leucémicos. El grado de elevacion del recuento de leucocitos en el
momento del diagndéstico es un predictor potencial del pronéstico en la LLA (Conter et
al., 2004).

La neutropenia es un fendbmeno comun y se asocia con un mayor riesgo de infeccion
grave. La coagulopatia, generalmente leve, puede ocurrir en la LLA de células T y muy
poco se asocia con sangrado grave. Mas del 75% de los pacientes presentan anemia,
que suele ser normocrémica y normocitica y estd asociada con un recuento de
reticulocitos de normal a bajo. La anemia o la trombocitopenia suelen ser leves o
incluso ausentes en pacientes con LLA de células T. Para establecer el diagndstico de
leucemia en definitiva, la evaluacion de los frotis de aspirados de médula 6sea es
esencial. Mientras que la médula 6ésea normal tiene menos de 5% de blastos, en el
caso de la leucemia en general estd casi completamente infiltrada por ellos (Conter et
al., 2004).
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2.1.7 Tratamiento

El protocolo Total XV del St. Jude Children’s Research Hospital modificado para su
adaptacion a paises en vias de desarrollo, es uno de los mas empleados en la
actualidad, con el cual se ha alcanzado indices de sobrevida libre de enfermedad
(SLE) del 85% en LLA (Sonoma, 2018).

El mismo, clasifica a los pacientes en base al riesgo el cual incluye: edad, recuento de
glébulos blancos, enfermedad del SNC, indice de ADN (estudio de la ploidia por
citometria de flujo) y cariotipo en el diagndstico. Consta de tres fases: Induccion,
consolidacion y mantenimiento. La induccion que tiene como fin erradicar méas del 99%
de la masa de células leucémicas, restablecer la hematopoyesis normal y condicion
fisisca del paciente; conlleva una duracion de 5 semanas en donde se administra
prednisona, daunoblastina, vincristina, L-asparaginasa, ciclofosfamida, citarabina, 6-
mercaptopurina, y quimioterapia (QT) intratecal (IT) triple profilactica o terapéutica
segun la edad. La fase de consolidacion la cual mejora la remision alcanzada por la
induccién dura 14 dias, en donde caracteriza el empleo de altas dosis de metotrexate
tanto el dia 1 como el 8. Se administran 2gr/m?/dosis para el grupo de bajo riesgo y
3gr/m?/dosis para el de alto riesgo, esto asociado de 6-mercaptopurina por 14 dias y
QT IT triple los dias 1 y 8 en ambos grupos. La tercera fase es la de mantenimiento,
contempla 120 semanas en niflas y 146 para nifios, caracterizada por administrar 6-
mercaptopurina diaria y metrotexate intramuscular semanal, pulsos de vincristina y
dexametasona cada 4 semanas, fase de reinduccién en la séptima semana y altas
dosis de metotrexate cada 8 semanas en el primer afio, ademas de QT IT triple cada 8
semanas hasta la semana 56 también del primer afio. Al grupo de alto riesgo se le
adiciona ademas ciclofosfamida y citarabina. La duracion total del tratamiento debe ser

de 2 afios o de 2 afos y seis meses (Chona, Montero, & Inaty, 2010) (Sonoma, 2018).

2.2 Influencia de la farmacogenética en el tratamiento de la Leucemia

Linfoblastica Aguda

Los avances en la farmacogenética desde hace 20 afios han permitido identificar los
factores genéticos que probablemente podrian ser los causantes de la aparicion de
toxicidad provocada por determinados farmacos o el fracaso de la eficacia de los

mismos. Se sabe que la toxicidad de la quimioterapia es una causa comun de
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morbilidad y mortalidad en nifios con LLA, asi como es origen frecuente de secuelas
en mediano a largo plazo. Estos denominados efectos adversos son la consecuencia
de la toxicidad directa en el tejido sano, que se obtiene como resultado de la pobre
especificidad mostrada por éstos farmacos, mismos que se vuelven mas frecuentes a
medida que el tratamiento se intensifica. Particularmente, la neurotoxicidad central es
una de las preocupaciones clinicas mas importantes en pacientes pediatricos.
(Gervasini & Vagace, 2012).

En este punto, es evidente que cualquier factor capaz de modificar tanto la
farmacocinética como la farmacodinamia de los distintos farmacos de la quimioterapia,
posee el potencial de convertirse en critico para la apariciébn de efectos adversos
letales en la mayoria de pacientes. Unos de estos factores es la presencia de
polimorfismos genéticos en los genes de codifican enzimas metabolizantes de
farmacos, transportadores o dianas farmacoldgicas. Los estudios de esta asociacion
genética en este campo se han enfocado en los pardmetros de eficacia en general y
particularmente en la supervivencia, siendo la asociacion con la toxicidad aln escasa
(Gervasini & Vagace, 2012).

2.3 Polimorfismos genéticos

El genoma humano comparte una semejanza del 99,9% entre los individuos de una
misma especie, y en él, se presencian variaciones individuales en la secuencia del
ADN; aunque muchas de ellas no tienen efecto sobre la informacién genética, pues
afectan a secuencias no codificantes ni funcionales del ADN. Es entonces, ese 0,1%
de variaciones en las secuencias de ADN lo que da lugar a los que se denominan

como polimorfismos genéticos (Alcoceba, 2010).

El impacto que presenta progresivamente el estudio a profundidad de los
polimorfismos de un solo nucleétido dentro de la secuencia del genoma humano han
recopilado una serie de datos que demuestran el fundamento genético de la
asociacion genética de muchas enfermedades asi como también la presencia de
toxicidad y eficacia de los diferentes protocolos farmacoterapéuticos empleados. Es la
farmacogenética adicionalmente, quien se encarga de explicar las diferencias de
individuo a individuo frente al tratamiento alopatico, la cual podria también establecer
un fuerte valor predictivo de la respuesta del paciente al farmaco (C. Séanchez,

Gutierrez, Gbmez, Gémez, & Bricefo, 2015).
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Los polimorfismos pueden abarcar desde la modificacion de una sola base hasta

cambios en el nimero y/o tamafio en la unidad de repeticion.
Pueden clasificarse en funcion del tipo de cambio que se genera:

- Polimorfismos de secuencia: producidos por el cambio de uno o mas
nucleotidos en una secuencia del ADN pero sin modificacion de tamafio.
- Polimorfismos de longitud: producidos por la insercion de uno o0 mMAas

nucleotidos.
Se los puede denominar ademas en base al nUmero de alelos presentes:

- Polimorfismos bialélicos: Unicamente se pueden presentar con dos variantes
posibles, perteneciendo en este grupo los polimorfismos de nucleétido simple
(SNP, Single Nucleotide Polymorphism) de los que se hablara en detalle, pues
son los de mayor relevancia y aplicabilidad clinica hasta el momento.

- Polimorfismos multialélicos: manifiestan més de dos variantes para el mismo
locus (Alcoceba, 2010).

2.3.1 Polimorfismos de nucle6tido sencillo (SNP)

Un polimorfismo se lo considera como tal cuando la frecuencia de uno de sus alelos en
la poblacion es superior al 1%, razon por la cual se distinguen de las mutaciones y
pueden localizarse por todo el genoma. La mayoria de los SNP’s poseen dos alelos,
mismos que se encuentran representados por una sustitucion de base por otra. Con
enfoque en las poblaciones, este tipo de alelos se catalogan en alelo principal o
“silvestre” y alelo raro o mutante, categorizacion con base en la frecuencia observada
en las diferentes poblaciones y en vista a que los humanos son diploides, una persona
puede poseer uno de tres genotipos: homaocigoto para el alelo mas frecuente,

heterocigoto, u homocigoto para el alelo menos frecuente.

En la actualidad, en el “dbSNP” (base publica de datos de PNS, dbSNP’s por sus
siglas en inglés), se relata que los SNP’s existen uno cada 200 pares de bases en el
genoma humano, y en base a ello se interpretaria que existen alrededor de 6 millones
de SNP’s en el genoma; muchos de ellos ya descritos en el dbSNP (Caratechea,
2007).

Los SNP’s pueden manifestarse en zonas codificantes y generar un cambio en un

aminoacido, conocidos como “no sinénimos”; y puesto a que los mismos alteran
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directamente la funcién de la proteina, los estudios se enfocan mayoritariamente en la
asociacion genética de esta clase de variaciones. A diferencia de estos, existe otro tipo
de SNP’s conocidos como “sindbnimos”, mismos que no generan alteracion en la

conformacién del gen como tal (Caratechea, 2007).

2.4 Via del folato y la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

Es necesario describir de antemano el ciclo del folato para asi comprender cuan
involucrada esta la enzima MTHFR en el mismo, ya que es ésta una de las principales
enzimas polimodrficas involucrada en el metabolismo de la quimioterapia de la LLA
(Prado Vizcaino et al., 2011). Se sabe que en el ciclo del folato, el mismo transfiere y
recibe diferentes componentes de un carbono, de donde son obtenidas varias
coenzimas necesarias para la posterior produccion de sustratos utilizados para
posteriores reacciones de tipo enzimatico potenciales a nivel bioldgico (Herrera,
Mufioz, & Parra, 2016).

A partir del folato obtenido a nivel dietario, se consigue el tetrahidrofolato tanto dentro
del hepatocito como en células de origen extrahepatico. Convertido luego de varias
transformaciones enzimaticas en 5,10 metilentetrahidrifolato; este compuesto se
convierte en 5-metiltetrahidrofolato debido a la actividad de la metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) y cabe denotar que ésta, es la Unica via posible dentro del ciclo en

donde se puede conseguir la coenzima (Herrera et al., 2016).

En una siguiente reaccion, el 5-metiltetrahidrofolato se desmetila y se convierte otra
vez en THF, donde la metionina sintasa es quien cataliza la reaccién. En esta
instancia, es el 5m-THF considerado como sustrato clave, quien es el responsable de
proveer de THF a nivel celular para dar paso al inicio de un ciclo nuevamente. Lo
anterior permite que el folato sea reutilizado y optimizado correctamente por parte de
las células. Consecuente en adicion con el ciclo de la metionina, a la cobalamina se le
otorga el grupo metilo por parte de la 5m-THF. Para luego de ello participar como
cofactor de la metionica sintasa para asi dar paso a la remetilacién de la homocisteina
a metionina, utilizado en forma de sutrato para formar S-adenosin metionina (SAM); un
componente considerado como metilador del ADN por excelencia ya que éste
transfiere grupos metilo a las citocinas precedidas de guanina o “CpG” e histonas para

de esta manera regular la expresion génica (Figura 2). (Herrera et al., 2016).
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Figura 2. Esquema del ciclo del folato. DUMP, monofosfato de desoxiuridina; DHF,
dihidrofolato; THF, tetrahidrofolato; MTR, metionina sintasa; SAM, S -adenosil-L-metionina; TS,
timidilato sintasa; dTMP, monofosfato de desoxitimidina; MTHFR, metilentrahidrofolato

reductasa. Fuente: (Hung et al., 2007)

Se conoce que la enzima MTHFR patrticipa en las reacciones de metabolizacién o de
biotransformaciéon de fase I, las cuales son conocidas como reacciones de
conjugacion en donde el farmaco en forma de metabolito derivado de la fase |
aumenta su volumen ya que logra adherirse a un sustrato de tipo endégeno, por lo que
el farmaco queda inactivo y posteriormente se facilita su eliminacion. A través de estas
reacciones son la mayoria de farmacos quimiterapicos especialmente antimetabolitos
quienes son inactivados. Dentro de este grupo se encuentra el metotrexate, quien
actua sobre el ciclo celular inhibiendo la MTHFR; es por eso que aquellos pacientes
con LLA que presenten una baja actividad endégena, poseen un mayor riesgo de
padecer toxicidad gastrointestinal asi como hematolégica inducida por el farmaco.
(Prado Vizcaino et al., 2011).

En cuanto a la participacion de MTHFR en la susceptibilidad al cancer, ésta puede
surgir mediante su participacion en distintas vias del metabolismo del folato. Por un
lado, mediante varios procesos de metilacion dependientes de S-adenosilmetionina
(SAM), y por el otro, a través de la sintesis de timidilato que contribuye a la replicacion
del ADN vy la division celular. Al encontrarse la actividad de MTHFR reducida, la
metilacién de la homocisteina a metionina también disminuira, al igual que lo hara el
nivel de SAM; provocando una hipometilacion del ADN. En tanto que el bajo nivel de

sustrato para MTHFR que se requiere para la sintesis de timidilato, conduciria a la
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incorporacién incorrecta de uracilo en el ADN, y por consiguiente el aumento de
roturas y dafios cromosomicos. Las variantes polimérficas en el gen MTHFR parecen
asociarse con menor riesgo a la leucemia entre otros tipos de cancer, y ésta
asociacion parece derivarse del metabolismo del folato con respecto a la sintesis de
timidina y purina; dando lugar a que la incorporacion de uracilo en el ADN se retarde
generando de esa forma proteccion contra el desarrollo de cancer (Krajinovic et al.,
2004) (Wiemels et al., 2001).

2.5 Polimorfismos en el gen de la enzima MTHFR

El gen de la enzima MTHFR, codifica una proteina con una extension de 656
aminoacidos y masa molecular aldededor de los 74.5 kDa, se ubica en la banda 36.3
del cromosoma namero 1 en donde su secuencia complementaria mide 22 kb y tiene
11 exones; ésta como ya se expuso, constituye una enzima clave en el ciclo del folato

y también de la homocisteina (Herrera et al., 2016).

p33
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q4l
qd4

p36.32
p36.21
p36.12
p35.2
p34.2
p32.2
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q23.1
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q24.2
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q32.1
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q42.13
q42.3

1 QUK | ]

Figura 3. Ubicacion citogenética del gen MTHFR. Fuente: (GRH, 2009)

Las variantes mas estudiadas de los genes que participan en las rutas metabdlicas de
ciertos farmacos antifolatos utilizados en la terapia de la LLA como por ejemplo el
metotrexato, corresponden a las del gen de la enzima metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR). Como se menciond, la enzima MTHFR es fundamental para la
homeostasis y metabolismo de los folatos participes de la remetilacion de la
homaocisteina, lo cual a su vez es clave para la remetilacion del ADN. Entonces, si la
actividad de la enzima se encuentra disminuida, esto podria dar paso a alteraciones en
la reduccion de folatos e hiperhomocisteinemia, y es ahi donde logra verse afectada la

actividad y por ende la toxicidad de los distintos farmacos implicados (Godoy, 2018).

Se han descrito por lo menos 15 polimorfismos para este gen, sin embargo en su
mayoria, los estudios apuntan a dos particulares y frecuentes polimorfismos: 677C>T y

1298A>C (Godoy, 2018). Estas dos variantes son las que conducen a una marcada
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disminucién en cuanto a la actividad enzimatica como se vera con mas detalle para
cada polimorfismo. La variabilidad de los niveles de actividad enzimatica es la que
modifica la posible susceptibilidad a ciertas enfermedades como por ejemplo: cierre de
tubo neural, trombosis y varios tipos de cancer como lo es la LLA, y dentro de ésta se
ha hecho hincapié en los ultimos afios en como la variacién de actividad enzimatica
puede modular la respuesta a drogas como el MTX (Dres, D"Aloi, Chertkoff, & Felice,
2007).

Es conocido que la incidencia de reacciones adversas en la farmacoterapia de LLA
manifiesta dependencia con el estado nutricio del paciente, segun lo afirmé Marqués et
al. Entonces, al influir estas variantes polimérficas con el estado del folato mediante la
disminucién de la actividad enzimatica de MTHFR que en ella se generan, es posible
relacionar el estado nutricional de los individuos, asi como algunos indicadores
bioguimicos dependientes del estado de folato. Esto con el fin de encontrar
asociaciones que se sustenten en base a la presencia de estos polimorfismos (Herrera

et al., 2016) (Marqués, Pérez, Romero, Espinosa, & Ruiz, 2016).

2.5.1 Polimorfismo MTHFR 677C>T (rs1801133)

El polimorfismo 677C>T o C677T provoca la sustitucion de una citosina por una timina
en el nucledtido posicionado en 677 del gen MTHFR, lo cual muestra una sustitucion
del aa alanina por una valina perteneciente al dominio catalitico de la enzima (Urbina,
Hernandez, Ramirez, Barroso, & Cavazos, 2006). La combinacién alélica homocigota
C/C manifiesta el genotipo silvestre con funcién enzimatica normal, mientras que al
combinar el alelo genotipo C/T con el homocig6to T/T, lo que resulta es la expresion
de un genotipo que codifica enzimas deficientes en cuanto a su principal funcién de

reductasa alrededor del 30 y 60% segun corresponde (Herrera et al., 2016).

La prevalencia de éste polimorfismo varia de poblaciéon a poblacion, se ha registrado
una frecuencia proporcional de 0.45 en hispanos de Atlanta y California,
incrementandose en la poblacion francesa y japonesa con el 0.36 y 0.34

respectivamente (Gutiérrez, 2016).

Las alteraciones en la funcion enzimatica que se conducen por la forma mutada son
reflejadas en una disminucién de la estabilidad de la proteina durante la incubacion in
vitro de los linfocitos de sujetos afectados mientras son expuestos a una temperatura

de 46°. Puesto a que la mutacion es autosomica recesiva, y la enzima MTHFR en
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individuos homocigotos T/T muestra una baja actividad especifica y una estabilidad
reducida in vitro, se la denomina termolabil (Salas, Martinez, Castafion, & Martinez,
2001).

Al hablar de las condiciones de deterioro del estado de folato, el genotipo mutado T/T
se considera como perjudicial y dafiino puesto a que estéd estrechamente asociado con
una elevada concentracion de Hcy total plasmética, alto riesgo de presentar defectos
del tubo neural y neoplasias colorrectales, asi como también predisponer a los
individuos a efectos adversos de derivados de farmacos antifolatos (Ueland, Hustad,
Schneede, Refsum, & Vollset, 2001).

Sin embargo hasta hoy, los estudios que reflejen lo anterior ain son contradictorios.
Arguelles et al., al analizar un grupo de pacientes con LLA, concluyeron que la
mucositis inducida por metotrexato en pacientes con leucemia aguda escasamente
esta relacionada en portar el alelo T de este polimorfismo (Argielles, Linares, Garcés,
& Nufiez, 2007).

Otros estudios clinicos declararon que existe una correlacién relevante entre el
genotipo de la variante C677T y un mayor riesgo de manifestar eventos adversos
después del tratamiento con metrotexate, sélo o en combinacion con otros agentes
gquimioterapéuticos, esto; en pacientes que fueron sometidos a trasplante de células
hematopoyéticas, pacientes con leucemia aguda, con linfoma no Hodgkin, cancer de
ovario y de mama y en pacientes con artritis reumatoide. Se sugiere que la base
bioguimica de la mayor toxicidad relacionada con el de la MTHFR se ha asociado con
la elevacion del nivel de homocisteina en plasma debido a esta variante. Lo expuesto,
refleja  una deficiente conversion de 5,10-metilentetrahidrofolato en  5-
metiltetrahidrofolato, y la modificacion en el conjunto de folatos intracelulares que

revocaria en el aumento del efecto téxico de MTX (De Mattia & Toffoli, 2009).

2.5.2 Polimorfismo MTHFR 1298A>C (rs1801131)

El segundo polimorfismo presente en el gen MTHFR se refiere a la transicion A1298C,
donde se presenta un cambio de (A) a (C) en la posicion 1298 del exdén 7, pues en la
enzima presenta la sustitucion de alanina por glutamato en el aminoécido 429 que
forma parte del dominio regulador de la enzima S-adenosilmetionina (SAM). La unién
de SAM es lo que da como resultado a cambios conformacionales dentro de la enzima

MTHFR. Se ha demostrado que los linfocitos de individuos con genotipo mutado (C/C),
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muestran una disminucién de la enzima al 60% respecto al alelo salvaje (Y. P.
Vizcaino et al., 2011) (Urbina et al., 2006) (Robien & Ulrich, 2003).

La frecuencia de la poblacion referente a este polimorfismo es aun incierta, sin
embargo algunos estudios poblacionales manifiestan que el alelo C mutado en la
poblacion asiatica, varia del 0.17 al 0.19, mientras que en Europa Occidental su
frecuencia se incrementa con una variacion del 0.27 al 0.36. Muy poco se conoce de la

frecuencia alélica en poblaciones de Sudamérica (Robien & Ulrich, 2003).

Con respecto al papel del polimorfismo A1298C en la modulacion del desarrollo de
eventos adversos graves después de la terapia con MTX, hasta la fecha se dispone de
datos escasos y poco concluyentes. En entornos tumorales, solo existe una
investigacion clinica publicada, realizada en pacientes con linfoma no Hodgkin de alto
grado que reciben quimioterapia con antifolatos como el metotrexate, el cual ha
demostrado una correlacion significativa entre el genotipo 1298CC y un mayor riesgo

de desarrollar mucositis grave (De Mattia & Toffoli, 2009).

Es evidente que se ha investigado menos el efecto de 1298A>C en la modulacién de
la eficacia de la terapia en pacientes con leucemia. Un andlisis preliminar ex vivo de
linfoblastos de pacientes pediatricos con LLA puso de manifiesto que el genotipo
1298AC predispone a una disminucién de la sensibilidad de metrotexato en
comparacion con los genotipos CC y AA. Sin embargo, este papel significativo descrito
para el genotipo heterocigético es dificil de explicar y debe considerarse como sélo
exploratorio (De Mattia & Toffoli, 2009).

Un estudio reciente realizado a un grupo de pacientes quienes presentaban toxicidad
hematopoyética, hepatica ademas de mucositis, evidencié que el polimorfismo
1298A>C no se asocié con ninguna de las toxicidades mencionadas, atribuyendo su

relacién con el genotipo mutado de 677C>T (Suthandiram et al., 2014).

En general, la contrariedad de los resultados manifestados en las mayoria de estudios
para ambos polimorfismos probablemente pueden deberse a la utilizacion de distintos
protocolos de tratamiento, asi como la inclusién de mas de una etnia en los estudios y

particularmente a la heterogenicidad de los parametros de eficacia (Godoy, 2018).
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CAPITULO 2

3. Materiales y Métodos

3.1.1 Tipo de Estudio

Es un estudio de tipo transversal descriptivo.

3.1.2 Universo de estudio

El universo de estudio estuvo conformado por pacientes en edad pediatrica que
fueron diagnosticados de Leucemia Linfoblastica Aguda, quienes al momento del
estudio comprendian edades iguales o inferiores a 18 afios; los cuales fueron
provenientes tanto de SOLCA - Cuenca como de SOLCA - Loja y que ademas
cumplieron con los criterios de inclusién y exclusién del estudio (Tabla 7) . El protocolo
llevado a cabo cumplié tacitamente con los criterios bioéticos de la Declaracién de
Helsinki; y ademas, al ser el presente trabajo de titulacién parte del proyecto
“Translocaciones cromosomicas y polimorfismos genéticos de enzimas de la via
del folato y de transportadores de metotrexate como posibles marcadores
predictores de la toxicidad en ninhos con Leucemia Linfoblastica Aguda”, cuenta
con la aprobacion del Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la
Universidad San Francisco de Quito (Aprobacién MSP, Oficio No MSP-VGVS-2016-
0244-0) (Anexo 4).

3.1.3 Areade estudio

El desarrollo del estudio se llevé a cabo en la provincia del Azuay, cantdon Cuenca. El
mantenimiento de las muestras, la extraccion del ADN, asi como la determinacién de
los polimorfismos mediante la técnica PCR en tiempo real, tuvo lugar en el laboratorio
de biotecnologia perteneciente a la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la

Universidad del Azuay.
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3.2 Muestreo

El muestreo realizado fue de tipo aleatorio simple, lo cual refiere que todos los
participantes que forman el universo de estudio, tienen igual probabilidad de ser

seleccionados.

El tamafio de la muestra se determiné en funcién de un estudio piloto, mismo que se
realizd con todos los pacientes con Leucemia linfoblastica aguda que se dispusieron
tanto en SOLCA-Cuenca como en SOLCA-Loja y que se encontraban en fase de

consolidacion; realizandose asi el estudio en 160 pacientes entre ambas localidades.

A cada uno de los pacientes o tutores de los mismos en su defecto, se les informé
acerca del propésito del estudio, quienes habiendo cumplido con los criterios de
inclusién del mismo (Tabla 2), de manera voluntaria dieron su aceptacion a través del
consentimiento (Anexo 2) y asentimiento informado (Anexo 3). La recoleccion de datos
tanto sociodemograficos como antropométricos, se obtuvo mediante el acceso a las
historias clinicas de los pacientes en estudio, entregados como base de datos de

Microsoft Excel por parte del personal de salud de ambas instituciones.

3.2.1 Criterios de seleccidon

Tabla 2. Criterios de inclusién y exclusién para los participantes del proyecto.

Criterio de inclusion Criterios de exclusion

v' Pacientes de sexo masculino y femenino | v/ Nifios o nifias con diagnéstico

en edad pediatrica con tratamiento de concomitante de LLA portadores
MTX de VIH, sindrome de Down u otro
v' Pacientes de cualquier procedencia tipo de enfermedad oncolégica.

geografica y etnia.

v' Diagnéstico de cualquiera de las
variedades de LLA (L1, vy L2),
procedentes de SOLCA Loja y Cuenca y
gue se encuentren en tratamiento.

v' Consentimiento y asentimiento informado

con firma respectiva
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3.3 Procedimientos

3.3.1 Tomade muestra

El proceso de toma de muestras fue realizada por el personal de salud
correspondiente, en SOLCA-Cuenca y SOLCA-Loja, esto mediante su respectivo
procedimiento normalizado de trabajo que implica estricta asepsia. La totalidad de las
muestras tomadas se mantuvieron en cadena de frio entre 4 y 8° C hasta que fueron
transportadas hasta el laboratorio de biotecnologia perteneciente a la Facultad de
Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Azuay.

3.3.2 Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN, se trabajéo con PureLink™ Genomic DNA Mini Kit de
Invitrogen para un total de 250 extracciones con serie de catélogo correspondiente a
K1820-02, con el cual se logro la extraccion del material gendmico de alto rendimiento
y pureza, en este caso a partir de cada una de las muestras de sangre total, cuya
tecnologia de aislamiento radica en una columna de silice. A continuaciéon se muestran
los componentes con su respectivo contenido que se incluyen en el Mini Kit
PureLink™ Genomic DNA de Invitrogen (Tabla 3), mismos que pueden ser

almacenados a temperatura ambiente libre de humedad.

Tabla 3. Componentes del PureLink™ Genomic DNA Mini Kit de Invitrogen para 250

extracciones.

K1820-02

Componente 250 Preparaciones

PureLink ™ Genomic Buffer de Lisis 50 ml
PureLink ™ Genomic Buffer de digestion 45 ml
PureLink ™ Genomic Buffer de lavado 1 50 ml
PureLink ™ Genomic Buffer de lavado 2 37.5ml
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Tabla 3. (Continuacion)

PureLink ™ Genomic Buffer de elucién (10mM Tris-HCI, pH 50 ml
9.0 + 0,2mM EDTA)

RNasa A (20 mg / ml) en 50 mM tris-HCI pH 8.0 10mM 5 ml
EDTA)

Proteinasa K (20 mg / ml) en buffer de almacenamiento 5ml
Columnas giratorias PureLink ™ con tubos de recoleccién 5 x 50 cada una
Tubos PureCink ™ de coleccion (2,0 ml) 5x100

Fuente: (Autora, 2019)

Es necesario mencionar que el desarrollo del proceso incluye ademas el uso de etanol
absoluto preferiblemente entre el 96% y el 100%, mismo que no se incluye en el Kit en

mencién (Thermo Fisher, 2016).

3.3.2.1 Fundamento y procedimiento

El protocolo utilizado en base al prospecto del proveedor consta de cuatro etapas bien
diferenciadas: Lisis celular, purificacion, lavado y elucion, como se indica en la Figura
4. El proceso se basa en la unién selectiva del ADN a la membrana a base de silice en
presencia de sales caotrOpicas. Las células se digieren con proteinasa K a 55 °C
mediante una formulacion de tampén de digestion optimizada que ayuda tanto a la
desnaturalizacion de proteinas como a la actividad de la Proteinasa K. Cualquier ARN
residual es eliminado por digestion con RNasa A antes de unir las muestras a la

membrana de silice.

El lisado combinado con etanol absoluto y PureLink® Genomic Buffer de lisis o que
provoca es una union lo suficientemente alta a la columna giratoria PureLink®. El ADN
como tal logra unirse a la membrana de silice en la columna y los residuos o
impurezas sobrantes son finalmente eliminadas mediante un lavado completo con
tampones de lavado. EI ADN como paso final se eluye sobre un tampén de elucién con

minimo contenido de sales (Thermo Fisher, 2016).

El proceso en su totalidad fue desarrollado paso a paso dentro de la Cabina de Flujo
CSB CA4.
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Preparar lisado usando Digestion
Buffer and Proteinase K

Afadir el Buffer de lisis
v etanaol al lisado

Aplicar la muesira a
Ia columna de giro
PureLink™

Lavar la columna con
Buiier de lavado 1

Lavar la columna con
Buffer de lavado 2

{4 & -ad-

Eluir el ADM con Buffer
de elucion

UNIVERSIDAD DE CUENCA

LISIS CELULAR

PURIFICACION ¥
LAVADO

ELUCIOM

Figura 4. Sintesis del proceso de extraccion de ADN. Fuente: (Thermo Fisher, 2016)

Preparacion del Lisado

Prender la Colocar 200 ul Afadir 20 ul de
incubadora . | de sangre en un proteinasa Ky
tubo eppendorf =~ 20 ul de ARNasa

—

giratoria a 55 °C

Homogenizar en

Incubar a 55°C el vortex por 5

por 10 minutos = -

Afadir 200 ul de

Lisis/Binding

Mezclar bien en
el vortex por 5
segundos

£

-

Incubar a T°
ambiente por 2

= min

segundos
.
Agregar 200 ul Mezclar en
de etanol » vortex por 5
absoluto al 96% segundos

Figura 5. Procedimiento para el lisado de células en la extracciéon de ADN.
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Purificaciéon y lavado del ADN

Se prepararon previamente los buffer de lavado 1y 2, a los cuales se le agreg6 15 ml

y 17,5 ml de etanol al 96% segun corresponde.

Trasvasar los
640 ul del lisado
a una columna —_
PureLink™

Colocar la

columna en un

nuevo tubo de \N—
recogida

Agregar 500ul
de Buffer de
lavado 2

Centrifugar por 1
minuto a 10000
r.p.m

Desechar el tubo
de recogida =

Centrifugar por 3
minuto a
velocidad _—
maxima

Decartar el tubo
de recogida

Centrifugarpor 1
minuto a 10000
r.p.m

Descartar el tubo
de recogida

Colocar la
columna en un
nuevo tubo de

recogida

Afiadir 500 ul de
Buffer de lavado
1

Figura 6. Procedimiento para la purificacion y lavado de células en la extraccion de ADN.

Elucién y mantenimiento del ADN

Colocar la columna
de giro en un tubo
eppendorf estéril

Cerrar el tubo
eppendorf que ya
contiene ADN

Incubar a
Agregar 100ul de temperatura
o Buffer de elucién — ambiente por 1
minuto
N

Desechar la
N— columna de giro \ —

genomico purificado

Almacenar el ADN
en congelacién

Centrifugar por 1

minuto a velocidad
maxima

Figura 7. Procedimiento de elucion de ADN y su almacenamiento.
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Tabla 4. Materiales y equipos para la extraccién de ADN.

Materiales Equipos

Pipetas automaticas FINNIPIPETTE®F2 10ul Agitador vortex DAIGGER

Pipetas automaticas FINNIPIPETTE®F2 100ul Centrifuga Eppendorf
centrifuge

Pipetas automaticas FINIPIPETTE® 1000ul Cabina de Seguridad Biologica
CSB C4

Puntas estériles QPS 10 ul Estufa eléctrica

Puntas estériles QPS 100 ul Refrigerador Kelvinator®

Puntas estériles QPS 1000 ul

Tubos eppendorf de 1,5 ml estérile libres de DNasa

Papel de aluminio

Fuente: (Autora, 2019)

3.3.3 Cuantificacion y electroforesis del ADN

Posterior a la extraccion y purificacion del material genémico, se procedi6é a realizar
una elecfectroforesis y cuantificaciéon del mismo, cuyo propésito fue comprobar la
pureza del ADN, asi como evidenciar el rendimiento del protocolo utilizado en la

extraccion.

La espectrofotometria UV/Visible permite la confirmacion de que se cuente con
suficiente cantidad de ADN de calidad antes de llevar a cabo ensayos de PCR en
tiempo real, analisis de polimorfismos de nucle6tido simple entre otros (Rodriguez,
2014). Por otro lado, la integridad del ADN se puede sustentar mediante electroforesis
en gel de agarosa, el cual si se encuentra integro, se manifiesta como una banda
estrecha cercana al pozo en que se coloc6 la mezcla de ADN (Veldzquez, Martinez, &
Romero, 2012).

3.3.3.1 Cuantificacion de ADN por espectrofotometria

Fundamento

Como ya se conoce, ambas cadenas de ADN presentan bases arométicas

nitrogendas, y es a causa de su existencia que los los acidos nucleicos absorben
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eficazmente la luz ultravioleta; pues es ésta particularidad la que se utiliza para

obtener su concentracion (UNAM, n.d.).

La espectrofotometria reporta la concentraciéon de una muestra como un resultado
bastante simple y a la vez preciso, sim embargo para que ello suceda, el material
sujeto a lectura debe encontrarse en estado puro; esto es con la minima o nula
contaminacién de proteinas o materiales organicos, ya que los mismos podrian
absorver longitudes de onda muy cercanas (Quilmes, 2010). Para la estimacion de la
pureza del ADN se considera la proporcién de la absorbancia a 260 nm y 280 nm. Una
proporcion de 1.8 es aceptada como ADN puro, proporciones menores a este valor

indican la presencia de proteinas (Velazquez et al., 2012).

Procedimiento para la cuantificacion de ADN por espectrofotometria

Para determinar la concentracion de las muestras de ADN se empleé el
espectrofotdmetro de Microplacas Epoch, el cual permitié trabajar con volimenes de
muestras pequefias de 2ul para su cuantificacién directa mediante el protocolo de la
placa Take3 y a través del Software Gen5, y que con una longitud de onda entre 260 y
280nm, report6é resultados obteniéndose un promedio de dos lecturas; siendo tales

valores finales los que se utilizaron para realizar calculos préximos.

El proceso se considera facil y bastante rapido, pues luego de ajustar el equipo con 2ul
de Buffer de elucion, se colocaron 2ul de las muestras sin diluir en la placa por

duplicado y se procedié a obtener la concentracion de las mismas.

3.3.3.2 Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Fundamento

La electroforesis en gel de agarosa es utilizada generalmente para separar moléculas
en funcién de su carga, tamafio y forma, pues se trata de un medio de separacion
particularmente eficaz para las biomoléculas cargadas como el ADN, el ARN vy las
proteinas (EDVOTEK, 2016).

Entonces, para proceder a separar el ADN en base a la electroforesis en gel de

agarosa, el ADN se deposita en micro pozos definidos previamente, adicionandose a
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esto la aplicacion de una corriente determinada. Partiendo de que la molécula de ADN
esta cargada negativamente debido a su citoesqueleto de fosfato, al colocarse sobre
un campo eléctrico, los fragmentos de ADN lo que hara es migrar a la carga positiva
del 4nodo. Puesto a que el ADN tiene una uniforme relaciobn masa / carga, las
moléculas de ADN se separan por tamafio en el gel de agarosa en un patrén tal que la
distancia recorrida es inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular
(Lee, Costumbrado, Hsu, & Kim, 2012) (Quilmes, 2010).

La utilizacion de marcadores de tamafio conocido permite calcular los pesos
moleculares de las muestras de DNA problema. Estos pueden ser el bromuro de etidio
0 SYBER-Safe en este caso, sustancias, que se intercalan entre las bases del DNA y
son fluorescentes cuando se ilumina con luz ultravioleta. Posterior a la electroforesis,
se visualiza el gel con una lampara de luz UV, y se veran las bandas correspondientes
a las muestras de DNA aplicado y los marcadores de peso molecular (Pefia, Dapena,
Galisteo, Ruiz, & Alfonso, 2006).

Procedimiento:

1. Preparar el gel de agarosa en un matraz disolviendo en calor 0,96 gramos de
agarosa en 80ml de TAE (Tris, Acetato, EDTA) por un minuto y medio

2. Agregar 8ul de SYBR Safe y mezclar uniformemente, para después colocar la
mezcla en la bandeja la cual ya fue asegurada sus lados con cinta adhesiva y
colocado el peine previamente.

Esperar que solidifique y retirar el peine con cuidado
Preparar las muestras agregando sobre papel parafilm 2ul de Loading DNA
Buffer mas 5ul de muestra de ADN y homogenizar.

5. Colocar en los pocillos cuidadosamente las muestras en la camara de
electroforesis la cual ya contiene el gel de agarosa y alrededor de 700ml de
TAE.

Agregar a los costados 5ul del marcador de peso molecular LADDER DNA.
Prender el equipo a la fuente de 100V durante 35 minutos.

3.3.4 Amplificacion de ADN mediante la técnica de Reaccion en cadena de

la Polimerasa en tiempo real (qPCR)

Fundamento y procedimiento
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Para desarrollar la amplificacion de ADN vy lograr determinar la ausencia o en su
defecto la presencia de los polimorfismos C677T y A1298C de la enzima MTHFR, se
bas6 en la Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (QPCR), reaccién de
tipo enzimatico efectuada in vitro, la cual amplifica repetidas veces una secuencia
especifica de ADN a lo largo de varios ciclos definidos que se ejercen una y otra vez, y
donde tal secuencia blanco es fielmente copiada. Para lograrlo, la reaccion ocupa la
actividad de la enzima ADN polimerasa ya que la misma tiene la capacidad de
sintetizar naturalmente el ADN en las células. El término en tiempo real se enfoca a
gue la deteccién de los productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccién
pues su objetivo sigue siendo el de detectar y cuantificar las secuencias especificas de
acido nucleicos mediante el uso de reporteros fluorescentes (Tamay de Dios, Ibarra, &
Velasquillo, 2013).

Con base de la premisa de que partiendo de un ADN molde la enzima polimerasa
incorpora nucleétidos complementarios a partir de la zona de doble cadena originada
por la uniébn de los cebadores al molde, el proceso consta de tres fases:

desnaturalizacion, hibridacién y elongacion.

La primera fase es la desnaturalizaciéon: En donde las dos cadenas de ADN se
separan, llevandose a cabo elevando la temperatura generalmente a 94°C para asi
romper los puentes de hidrégeno que las unian y que de ésta manera cada cadena

quede como molde para la sintesis de una nueva cadena complementaria de ADN.

La segunda fase es la hibridacién: Una vez separadas las cadenas del ADN, se
alinean los primers al extremo 3" a sitios especificos complementarios de las cadenas
sencillas de la regién que se va a amplificar y para ello la temperatura se desciende
entre 40 y 60°C.

La tercera fase es la elongacion: En ésta etapa final, la Taq polimerasa actta sobre el
complejo templado-primers y comienza su accion catalitica a una rapida velocidad
agregada de dNTP's complementarios para originar las cadenas completas de ADN.
La elongacién de las cadenas es en direccion de las sintesis del ADN, de 5" a 3" y su
temperatura considerada como Optima es de 72 °C (Tamay de Dios et al., 2013) (Diaz,

Renteria, Cortez, & Palacios, 2014).

Para ejecutar la amplificacién del ADN mediante la PCR en tiempo real se utiliza un
sistema de deteccion que utiliza sondas de hibridacion especificas, las cuales vienen
marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor. El sistema se basa

en la transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las dos
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moléculas. Para ellos, se utilizaron en el estudio las sondas de hidrélisis TagMan®,
gque son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo donador en el extremo 5" que
emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3" que absorbe por
parte del donador fluorescencia liberada. Durante la amplificacibn de ADN diana, la
sonda es hibridada a su cadena complementaria, y mientras se desplaza a lo largo de
la cadena, en su accién de sintesis, la ADN polimerasa Thermus aquaticus con
actividad de 5° exonucleasa, lo que hace es hidrolizar el extremo libre 5° de la sonda
empleada, liberdndose finalmente el fluorocromo donador. Asi entonces, como
donador y aceptor se encuentran especialmente alejados, la fluorescencia emitida por

el donador es captada por el lector (Costa, 2004).

Para el desarrollo de la técnica se trabajé con el termociclador IANLONG Real Time

PCR System TL, siendo compatible con las siguientes sondas empleadas:

a) La sonda Tagman® del polimorfismo rs1801133 con serie de ensayo:
C__ 1202883 20, permitié identificar en las muestras de ADN el siguiente
cambio: presencia del alelo A y ausencia del alelo G, en la secuencia:
GAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG[G/AJCTCCCGCAGACACCTTCTCCTT
CAA.

b) La sonda Tagman® del polimorfismo rs1801131 con serie de ensayo:
C__ 850486_20, que permitié identificar en las muestras de ADN el siguiente
cambio: presencia del alelo T y ausencia del alelo G, en la secuencia:
AAGAACGAAGACTTCAAAGACACTTI[G/T]JICTTCACTGGTCAGCTCCTCCCC
CCA.

Las sondas vienen marcadas con los fluorocromos VIC y el FAM; el primero para
detectar la secuencia de alelo 1 o silvestre y el segundo para detectar el alelo 2 o alelo
mutado. Para las respectivas determinaciones, ademéas se utilizar4d la Tagman®
Genotyping Master Mix de Applied Biosystem®, correspondiente al nimero de ensayo
4351379 (Thermo Fisher, 2016).

3.3.5 Estandarizacion de latécnica de PCR en tiempo real
Para la estandarizacién de la técnica de ambos polimorfismos, se desarrollaron varios

ensayos, los cuales constaron de los siguientes pasos:

1. Partir con tres muestras de ADN de concentraciéon ya conocida, mismas que

contengan no menos de 20ng/uL, para luego ser diluidas a una concentracion

Johanna Andrea Murillo Guaman 42



YK @-m-.m.,

A

H"‘_'Ti_/ UNIVERSIDAD DE CUENCA

de 15 ng/ul de las mismas, pues se sostuvo en consideracion que para su uso,
las sondas TagMan® especifican que se debe trabajar con una concentraciéon
igual o mayor a 2ng de material genémico.

2. Realizar los célculos de los componentes para 10, 15 y 20ul de volumen de
reaccion.

3. Medir los voliumenes para los tres tipos de reaccion siguiendo el orden que
indica la Tabla 5.

4. Programar los ciclos, tiempo y temperatura para la gqPCR que indica el
proveedor (Tabla 5) y poner en marcha la reaccion de amplificacion.

5. Elegir la condicion de reaccion en la que mejor se haya ejemplificado la curva

de amplificacion, misma que fue la de 15ul por reaccion.

Tabla 5. Condiciones para la reaccién de amplificacion de estandarizacion.

Componentes Reaccién/10ul | Reaccion/15ul | Reaccidn/20ul
Sonda 20x TagMan® 0,5ul 0,75ul 1ul

Mater Mix 2x TagMan® 5ul 7,5ul 10ul

H20O Ultra pura tipo Il 1,8ul 2,75ul 3,7ul

ADN 2,7ul 4ul 5,3ul

Volumen final por reaccion 10ul 15ul 20ul

La programaciéon para la reaccion de amplificacion sera estandarizada con un Hold
de 600 segundos a una temperatura de 95°C, 50 ciclos efectuados a temperatura de
95°C por 15 segundos y finalmente 60°C por 60 segundos.

Fuente: (Autora, 2019)

3.3.6 Determinacién de los Polimorfismos C677T (rs1801133) y A1298C
(rs1801131)

1. Dependiendo del numero de reacciones a realizar se efectuaron previamente
los célculos de los componentes para la reaccion, adicionando una reaccién
extra por cada diez muestras del nimero total de reacciones.

2. Se procedio a diluir la sonda TagMan® de concentracion 40x en partes iguales
con Buffer Tris EDTA 10:1 para asi llegar a una concentracion 20x como
especifica el protocolo.

3. Se midi6 en un tubo eppendorf el volumen de cada componente como indica la

Tabla 6 en el orden: sonda TagMan®, Mater Mix 2x TagMan®, y agua ultra
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4. Se homogeniz6 muy bien la mezcla asegurando con papel aluminio que no

ingrese en lo posible luz a la misma y manteniéndola en frio antes de usarla.

5. Se agregd 11lul de la mezcla a cada pocillo de las placas para PCR, verificando

gue no exista la formacién de burbujas.

6. Se afiadid 4ul de cada una de las muestras a excepcion del pocillo

correspondiente al blanco de la reaccién.

7. Se llevé a cabo la amplificacion una vez programado el equipo acorde a las

condiciones que indica la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de la reaccién de amplificacion para los polimorfismos

rs1801133 y rs1801131.

Componente de lareaccion

Volumen por reaccién

Master Mix 2X ( dinucleétidos) 7.5ul
Sonda C__1202883_20/ C___ 850486_20 0.75ul
Agua Ultra pura tipo Il 2.75ul
Muestra de ADN Aul
Volumen Total 15ul

Las condiciones para la reaccion de amplificacién utilizan un Hold de 600 segundos

a 95°C, 50 ciclos efectuados a 95°C por 15 segundos y 60°C por 60 segundos.

Fuente: (Autora, 2019)

El proceso de preparacion de las muestras tuvo lugar en su totalidad antes de ser

procesadas en el equipo IANLONG Real Time PCR System TL, dentro de la cabina de

seguridad biolégica CSB C4 esterilizada previamente durante 30 minutos con luz UV.

Tabla 7. Materiales, reactivos y equipos para el desarrollo de la gPCR.

Materiales

Reactivos

Equipos

Pipetas automaticas
FINNIPIPETTE®F2 10ul

Sondas TagMan ®
40x

IANLONG Real Time
PCR System TL 988

Pipetas automaticas
FINNIPIPETTE®F2 100ul

TagMan®
Genotyping Master
Mix 2x

Cabina de seguridad
biol6gica CBD C4
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Tabla 7 (Continuacion)

Pipetas automaticas FINIPIPETTE® | Agua ultra pura Refrigerador

1000ul tipo Il Kelvinator ®
Puntas estériles QPS 10 ul Muestra de ADN

diluida a 15ng/ul
Puntas estériles QPS 100 ul Buffer Tris EDTA

10:1

Puntas estériles QPS 1000 ul

Tubos eppendorf de 1,5 ml estérile
libres de DNasa

Placas para PCR de 96 tubos

Tapas Yy strips de ocho microtubos
para PCR

Gradilla de plastico para 80
microtubos eppendorf (1,5-
2,0ml)

Papel aluminio

Material de bioseguridad

Fuente: (Autora, 2019)

3.3.7 Interpretacién de los resultados

El equipo IALONG Real-Time PCR System en compatibilidad con el programa de
lectura Real-time Fluorescnece gqPCR emitieron las mediciones de fluorescencia
recolectadas durante la lectura de la placa posterior a la PCR; éstas se reflejaron con
la proyeccion de las curvas de los alelos que se amplificaron en la reaccion. Asi
entonces, se discriminaron las muestras segun la curva de los canales proyectada por
los fluoréforos: VIC para el alelo 1 u homocigoto silvestre mostrandose de color verde,
FAM para el alelo 2 u homocigoto mutado de color azul, o en su defecto heterocigoto
VIC y FAM para la presencia de ambos alelos, donde se mostré la proyeccion de
ambas curvas tanto verde como azul (Anexo 5). No existié ninguna curva proyectada
en los sitios correspondientes al blanco de la reaccion, mientras que los resultados

fuera de los rangos de aceptacion fueron sujetos a posterior verificacion.
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3.3.8 Analisis estadistico

Para la determinacion de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos se
empled el programa Bioinformatico SNPstas del Instituto de Oncologia de la
Universidad de Catalufa, disponible en linea en:
http://bioinfo.iconcologia.net/SNPStats web (D"Oncologia, 2006). Para el andlisis

estadistico de los datos y resultados obtenidos se utilizé el paquete de software SPSS
version 21, en donde se establecieron frecuencias, porcentajes, asi como la
asociacion y correlacion entre las variables, para lo cual se trabajé con un nivel de
confianza del 95% mediante Chi-cuadrada (x?) donde un valor de p<0,05 se consideré
estadisticamente significativo, el analisis de asociacién del tipo de riesgo de LLA y las

frecuencias genotipicas y alélicas se efectué mediante x? y odds ratio (OR).
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CAPITULO 3

4. Resultados y Discusion

4.1 Descripcion de las caracteristicas de la poblacion de estudio.

La poblacién de estudio conformada por 160 pacientes mostré predominio por el sexo
masculino 57,5%(n=92) y en un 42,5%(n=68) por el femenino, del grupo etario que se
estableci6, presento igual distribucién entre las edades de 6-11 y 12-18 afios con el
41,9%(n=67) para ambos grupos. En cuanto al IMC, los pacientes se encontraron en
su mayoria dentro del rango categérico considerado como peso normal 0 normopeso
58,1%(n=93), seguido de un porcentaje considerable de pacientes con sobrepeso
23,1%(n=37) y obesidad 16,3%(n=26), dejando como restante al porcentaje de la

categoria de bajo peso.

El predominio del linaje de LLA correspondié a los pacientes que expresaron el
inmunofenotipo para células B con el 79,4%(n=127), encontrandose los precursores
para células B con un menor porcentaje 11,9%(n=19), pero ligeramente mas alto que
los que presentaban el inmunofenotipo para células T 6,9%(n=11); dejando el
porcentaje restante para los individuos con LLA bifenotipica. Los valores de
hemoglobina (75%) y hematocrito (77,5%), predominaron como normales en ambos
parametros. De la totalidad de la poblacién en estudio se observd que los pacientes
eran en su mayoria procedentes de la region sierra 72,5%(n=116%), ocupando la

costa y oriente el segundo y tercer lugar respectivamente.

Tabla 8. Datos generales de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda.

Variable n(160) %
Sexo Femenino 68 425
Masculino 92 57,5
Grupo etario 1-5 afos 26 16,3
6-11 afios 67 41,9
12-18 afios 67 41,9
IMC Bajo peso 4 2,5
Normopeso 93 58,1
Sobrepeso 37 23,1
Obesidad 26 16,3
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Tabla 8 (Continuacion)

Inmunofenotipo  Células B 127 79,4
Células T 11 6,9
Pre-B 19 11,9
Bifenotipica 3 1,9
Hemoglobina Baja 23 14.4
Normal 120 75:0
Alta 17 10,6
Hematocrito Bajo 19 11,9
Normal 124 77,5
Alto 17 10,6
Procedencia Costa 27 16,87
Sierra 116 72,5
Oriente 17 10,63

4.2 Frecuencia genotipica de los polimorfismos 677C>T (rs1801133) y

1298A>C (rs1801131) del gen MTHFR.

Mediante el programa Bioinforméatico SNPStats del Instituto de Oncologia de la

Universidad de Catalufia se determiné la frecuencia genotipica (Tabla 9 y 10) de los

SNPs 677C>T y 1298A>C correspondientes al gen MTHFR en los pacientes con

Leucemia linfoblastica aguda del grupo de estudio.

El procesamiento de los datos ingresados obtenidos tras la ejecucion de la técnica de

PCR en tiempo real identificaron que, de los grupos genotipicos posibles para el SNP

677C>T se encuentran: el wild type (C/C), heterocigoto (C/T) y homocigoto mutado

(T/T); se obtuvo que el grupo heterocigoto (C/T) presenta la mayor frecuencia con el

75%, en comparacion con el grupo silvestre o wild type (C/C) que presenté el 25%. No

se encontrd poblacion que presente el genotipo mutado.

Tabla 9. Frecuencia genotipica del polimorfismo MTHFR 677C>T.

FRECUENCIA GENOTIPICA DEL SNP rs1801133 n=160

Genotipo N %
CiC 40 25
CIT 120 75
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En cuanto a la frecuencia del SNP1298A>C en donde los grupos genotipicos posibles
son: wild type (A/A), heterocigoto (A/C) y homocigoto mutado (C/C); se obtuvo que el
grupo homocigoto mutado (C/C) manifiesta la mayor frecuencia con el 82%, seguido

del grupo heterocigoto con el 16% y del grupo homocigoto wild type (A/A) con el 2%.

Tabla 10. Frecuencia genotipica del polimorfismo MTHFR 1298A>C

FRECUENCIA GENOTIPICA DEL SNP rs1801131 n=160
Genotipo N %
A/A 3 2
AlC 25 16
C/iC 132 82

4.3 Frecuencia alélica de los polimorfismos 677C>T (rs1801133) y 1298A>C
(rs1801131) del gen MTHFR.

La frecuencia alélica al igual que la genotipica fue obtenida por el mismo medio como
se detalla anteriormente, la cual reportd que, la frecuencia alélica presentada por el
SNP 677C>T reporté el 38% para el alelo mutado T. En tanto que, para el SNP

1298A>C el alelo mutado present6 una frecuencia del 90%.

Tabla 11. Frecuencia alélica de los polimorfismos 677C>T y 1298A>C.

FRECUENCIA ALELICA n=160
N %
MTHFR 677C>T
Alelo C 200 62
Alelo T 120 38
MTHFR 1298A>C
Alelo A 31 10
Alelo C 289 90

4.4 Asociacion genotipica de MTHFR 677C>T y MTHFR 1298A>C de acuerdo

a variables categéricas de la poblacion.
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Se describe a continuacion la frecuencia en la que se distribuye genotipicamente la
poblacion para cada parametro, donde al realizar el andlisis de la asociacién entre el
genotipo y los distintos pardmetros categoéricos (sexo, edad, IMC, inmunofenotipo,
hemoglobina, hematocrito, procedencia) de la poblacion en su totalidad, no se detectd

asociacion estadisticamente significativa alguna (p>0,05).

4.4.1 Asociacion genotipicade 677C>T y 1298A>C de acuerdo al sexo.

En la Tabla 12 se observa que para 677C>T es el sexo masculino quien presenta la
mayor frecuencia para los individuos heterocigotos C/T con el 41.2 % y de igual
manera para el grupo homocigoto C/C con el 16.2%. En el caso de 1298A>C, el sexo
masculino es también quien predomina en el grupo homocigoto mutado C/C (45.6%),
al igual que lo hace pero en menor frecuencia con los genotipos heterocigoto A/C
(10.6%) y homocigoto A/A (1.2%).

Tabla 12. Asociacion de 677C>T y 1298A>C de acuerdo al sexo.

VARIABLE *MTHFR 677C>T® MTHFR 1298A>C®)
C/C CIT A/A A/IC C/iC
Femenino n 14 54 1 8 59
% 8,8% 33,8% 0,6% 5,0% 36,9%
Sexo Masculino n 26 66 2 17 73
% 16,2% 41,2% 1,2% 10,6% | 45,6%

*No se obtuvieron resultados para el genotipo homocigoto mutado para MTHFR 677C>T

(a) Se obtuvo el valor p= 0,268 el cual indica que no existe asociacion entre los genotipos wild type C/C,
heterocigoto C/T y el sexo.

(b) Se obtuvo el valor p= 0,474 el cual indica que no existe asociacion entre los genotipos wild type A/A,
heterocigoto A/C, homocigoto mutado C/C y el sexo.

4.4.2 Asociacion genotipica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo al grupo
etario.

En la Figura 8 se muestra la distribucién genotipica de 677C>T de acuerdo al grupo
etario, en donde la poblacién se distribuye uniformemente con el 34.4%(12-18 afios) y
30%(6-11 afios) en comparacion al grupo etario entre 1-5 afios con el 10.6%, esto con
respecto al genotipo méas frecuente (C/T). Algo similar ocurre con el analisis de
1298A>C (Figura 9), ya que aqui la frecuencia genotipica mas frecuente (C/C) se

distribuye de manera equitativa entre los grupos de 6-11 y 12-18 afios con el 34.4%.
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T Wild type CIC
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Figura 8. Asociacion de *MTHFR 677C>T de acuerdo al grupo etario
*No se obtuvieron resultados para el genotipo homocigoto mutado para MTHFR 677C>T
Se obtuvo el valor p= 0,175 el cual indica que no existe asociacion entre los genotipos wild type C/C,

heterocigoto C/T y el grupo etario

Johanna Andrea Murillo Guaman

51



N -

é@p& UNIVERSIDAD DE CUENCA

PORCENTAJE
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GRUPOETARID  1298A>C
I Wild typesis
Heterocigoto &C
I Homocigoto CIC

Figura 9. Asociacién de MTHFR 1298A>C de acuerdo al grupo etario
Se obtuvo el valor p= 0,911 el cual indica que no existe asociacion entre los genotipos wild type A/A,
heterocigoto A/C, homocigoto mutadoC/C y el grupo etario

4.4.3 Asociacion genotipicade 677C>T y 1298A>C de acuerdo al IMC.

La Tabla 13 indica que para 677C>T, los individuos con normopeso son quienes
predominan con el 41.2% en el grupo heterocigoto C/T, seguido del 18.1% para los
individuos con sobrepeso y 13.8% de individuos con obesidad. Para 1298A>C es
también el normopeso quien presenta mayor frecuencia (47.5%) en el genotipo
mutado C/C, quedando en segundo y tercer lugar los individuos con sobrepeso

(21.2%) y obesidad (11.9%) para el mismo genotipo.
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Tabla 13. Asociacion de 677C>T y 1298A>C de acuerdo al IMC.

VARIABLE *MTHFR 677C>T® MTHFR 1298A>C®)

CIC CIT AIA AIC C/C
Bajopeso | p 1 3 0 1 3
% 0,6% 1,9% 0,0%  0,6% 1,9%
Normopeso | p 27 66 3 14 76
IMC % 16,9% | 41,2% 1,9% @ 88%  47,5%
Sobrepeso | 8 29 0 3 34
% 5,0% 18,1% 0,0%  19% | 21,2%
Obesidad | p 4 22 0 7 19
% 2,5% 13,8% 0,0%  44% | 11,9%

*No se obtuvieron resultados para el genotipo homocigoto mutado para MTHFR 677C>T.

(a) Se obtuvo el valor p= 0,510 el cual indica que no existe asociacion entre los genotipos wild type C/C,
heterocigoto C/T y el IMC.

(b) Se obtuvo el valor p= 0,362 el cual indica que no existe asociacion entre los genotipos wild type A/A,
heterocigoto A/C, homocigoto mutado C/C y el IMC.

4.4.4 Asociacion genotipica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo al
inmunofenotipo de LLA.

Referente a 677C>T, el inmunofenotipo para células B, predominé en el grupo
heterocigoto C/T con el 59.4%, seguido del grupo wild type C/C con el 19.4%; los de
tipo T y bifenotipico fueron los de menor frecuencia. Para 1298A>C, la poblacién
también se asentdé en un 65% para el inmunofenotipo de células B en el grupo

homocigoto mutado C/C, seguido del 11.9% en el grupo heterocigoto A/C (Tabla 14).

Tabla 14. Asociacion de 677C>T y 1298A>C de acuerdo al inmunofenotipo.

VARIABLE *MTHFR 677C>T® MTHFR 1298A>C®)

C/C CIT AIA AIC C/C

CélulasB | 31 95 3 19 104
% 19,4% | 59,4% | 1,9% @ 11,9% | 65,0%

Inmuno- Pre-B n 5 14 0 2 17
Fenolino ’ % 3,1% 8,8% 00% = 12% | 10,6%

Células T n 4 8 0 2 10
% 2,5% 5,0% 0,0% | 1,2% 6,2%

Bifenotipica | 0 3 0 2 1
% 0,0% 1,9% 0,0%  1,2% 0,6%

*No se obtuvieron resultados para el genotipo homocigoto mutado para MTHFR 677C>T
(a) Se obtuvo el valor p= 0,689 el cual indica que no existe asociacién entre los genotipos wild type C/C,
heterocigoto C/T y el inmunofenotipo.
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(b) Se obtuvo el valor p= 0,307 el cual indica que no existe asociacién entre los genotipos wild type A/A,
heterocigoto A/C, homocigoto mutado C/C y el inmunofenotipo.

4.45 Asociacion genotipica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo a la

hemoglobina

La hemoglobina predomindé como normal en la poblacién heterocigota C/T (56.9%) v el
11.9% se atribuydé a poseer hemoglobina baja, esto, para 677C>T. Para 1298A>C
también predomina la hemoglobina normal en la poblacion del genotipo mutado C/C

(61.3%), y el 13.8% se asento en presentar hemoglobina baja (Tabla 15).

Tabla 15. Asociacion de 677C>T y 1298A>C de acuerdo a la hemoglobina.

VARIABLE *MTHFR 677C>T® MTHFR 1298A>C®
c/C CIT AJA AIC c/C
Baja | 4 19 0 1 22
% 2,5% 11,9% = 0,0% = 06% | 13,8%
Hemoglobina = Nomal | n | 29 91 3 19 98
% 18,1% @ 56,9% @ 1,9% @ 11,9% @ 61,3%
Alta | p 7 10 0 5 12
% 4,4% 6,2% 0,0% | 3,1% 7,5%

*No se obtuvieron resultados para el genotipo homocigoto mutado para MTHFR 677C>T

(a) Se obtuvo el valor p= 0,209 el cual indica que no existe asociacién entre los genotipos wild type C/C,
heterocigoto C/T y la hemoglobina.

(b) Se obtuvo el valor p= 0,220 el cual indica que no existe asociacion entre los genotipos wild type A/A,
heterocigoto A/C, homocigoto mutado C/C y la hemoglobina.

4.4.6 Asociacion genotipica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo al
hematocrito

Segun la Tabla 16, se puede observar que para 677C>T, la poblacion muestra un
58,1% en presentar el hematocrito normal para el genotipo C/T y un 19.4% para el
C/C. En cuanto a 1298A>C el predominio es similar mostrando un 63.1% para el

hematocrito normal en el genotipo mutado C/C y un 12.5% en el genotipo A/C.
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Tabla 16. Asociacion de MTHFR 677C>T y MTHFR 1298A>C de acuerdo al

hematocrito.
VARIABLE *MTHFR 677C>T®@ MTHFR 1298A>C®)
CIC CIT AIA AIC c/C
Bajo n 4 15 0 1 18
% 2,5% 9,4% 0,0% | 0,6% @ 11,2%
Hematocrito | Normal | p 31 93 3 20 101
% 19,4% | 581% | 1,9% @ 12,5% | 63,1%
Alto n 5 12 0 4 13
% 3,1% 7,5% 0,0% | 2,5% 8,1%

*No se obtuvieron resultados para el genotipo homocigoto mutado para MTHFR 677C>T

(a) Se obtuvo el valor p= 0,846 el cual indica que no existe asociaciéon entre los genotipos wild type C/C,
heterocigoto C/T y el hematocrito.

(b) Se obtuvo el valor p= 0,507 el cual indica que no existe asociacion entre los genotipos wild type A/A,
heterocigoto A/C, homocigoto mutado C/C y el hematocrito.

4.4.7 Distribucién de los genotipos mas predominantes de 677C>T y

1298A>C de acuerdo a su procedencia.

En la figura 10, se indica la distribucién en conjunto de los genotipos mas frecuentes
para cada polimorfismo, el genotipo heterocigoto C/T para 677C>T y el homocigoto
mutado para 1298A>C de acuerdo a su lugar de procedencia. Es asi, que Azuay
ocupa el primer lugar con el 28.7% para el grupo C/T y el 34.4% para C/C; en
segundo lugar se encuentra la provincia de Loja con el 13.8%(C/T) y el 14.4%(C/C),
seguido de EI Oro con el 10.6% tanto para C/T como para C/C. Cafar y Morona

Santiago ocupan el cuarto y quinto lugar respectivamente.
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Figura 10. Distribucién de los genotipos mas predominantes de MTHFR 677C>T y MTHFR
1298A>C de acuerdo a su procedencia.

4.5 Asociacion alélica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo al sexo, IMC,

hemoglobina y hematocrito.

Se encontrd que, posterior a realizar la descripcién de la frecuencia alélica de MTHFR
677C>T y MTHFR 1298A>C de acuerdo al sexo, IMC y a parametros clinicos como
hematocrito y hemoglobina; no se evidenci6 una asociacion estadisticamente

significativa (p>0,05).
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Se evidencid que poseer el alelo mutado T para MTHFR 677C>T tiene cierto
predominio en el sexo femenino con el 41.2% al igual que lo es para MTHFR 1298A>C

en el alelo mutado C con el 56.2% (Tabla 17).

Tabla 17. Asociacion alélica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo al sexo.

VARIABLE MTHFR 677C>T®@ MTHFR 1298A>C®
Alelo C Alelo T Alelo A Alelo C
Femenino n 26 66 2 90
% 16,2% 41,2% 1,2% 56,2%
Sexo Masculino n 14 54 1 67
% 8,8% 33,8% 0,6% 41,9%

(a) Se obtuvo el valor p= 0,689 el cual indica que no existe asociacion alélica de MTHFR 677C>T y el
sexo.
(b) Se obtuvo el valor p= 0,746 el cual indica que no existe asociacién alélica de MTHFR 1298A>C y el

SEeXo0.

4.5.2 Asociacion alélicade 677C>T y 1298A>C de acuerdo al estado del
IMC.

La Tabla 18 indica que poseer el alelo mutado tanto en 677C>T como en 1298A>C,
muestra mayor tendencia en individuos con peso normal con el 43.1% y el 58.8%

respectivamente.

Tabla 18. Asociacién alélica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo al estado del IMC.

VARIABLE MTHFR 677C>T® MTHFR 1298A>C®

Alelo C Alelo T Alelo A Alelo C
Peso n 28 69 3 94

e normal % | 17,5% 43,1% 1,9% 58,8%
Peso n 12 51 0 63

alterado o 7.5% 31,9% 0,0% 39,4%

(a) Se obtuvo el valor p= 0,161 el cual indica que no existe asociacién alélica de MTHFR 677C>T y el IMC
(b) Se obtuvo el valor p= 0,159 el cual indica que no existe asociacion alélica de MTHFR 1298A>C vy el

IMC
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4.5.3 Asociacion alélica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo a la
hemoglobina.
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Los individuos que poseen el alelo mutado para 677C>T presentaron mayor frecuencia
en presentar valores normales de hemoglobina (56.9%), lo mismo ocurrié en el alelo
mutado del segundo SNP, mostrando el 73.1% dirigido hacia la hemoglobina normal

(Tabla 19).

Tabla 19. Asociacion alélica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo a la hemoglobina.

VARIABLE MTHFR 677C>T® MTHFR 1298A>C®)

Alelo C Alelo T Alelo A Alelo C
Bajo | n 4 19 0 23

Hemoglobina o ? 2,5% 11,9% 0,0% 14,4%
29 91 3 117

% 181% 56,9% 1,9% 73,1%
Alto n 7 10 0 17

% 44% 6,2% 0,0% 10,6%

(a) Se obtuvo el valor p= 0,209 el cual indica que no existe asociacion alélica de MTHFR 677C>T y la

hemoglobina.
(b) Se obtuvo el valor p= 0,601 el cual indica que no existe asociacién alélica de MTHFR 1298A>C y la

hemoglobina.

4.5.4 Asociacion alélicade 677C>T y 1298A>C de acuerdo al hematocrito.
Se observa que, tanto para 677C>T como para 1298A>C, poseer el alelo mutado tiene

mayor predominio en mostrar el hematocrito normal con el 58.1% y 75.6%

respectivamente.

Tabla 20. Asociacién alélica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo al hematocrito.

VARIABLE MTHFR 677C>T® MTHFR 1298A>C®
Alelo C Alelo T Alelo A Alelo C
Bajo n 4 15 0 19
% 25% 9,4% 0,0% 11,9%
Hematocrito Normal :/ 31 93 3 121
o 19,4% 58,1% 1,9% 75,6%
Alto n 5 12 0 17
%l 319% 7,5% 0,0% 10,6%
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(a) Se obtuvo el valor p= 0,846 el cual indica que no existe asociacion alélica de MTHFR 677C>T y el
hematocrito.
(b) Se obtuvo el valor p= 0,642 el cual indica que no existe asociacion alélica de MTHFR 1298A>C y el
hematocrito.

4.6 Asociacion genotipica y alélica de 677C>T y 1298A>C de acuerdo a la
variable de respuesta de tipo de riesgo de LLA segun el inmunofenotipo.

A continuacién se muestra la asociacibn genotipica como alélica de 677C>T y
1298A>C en funcién de una variable de respuesta que indica el tipo de riesgo de LLA,
para lo cual se consider6 a la LLA de células T como el grupo de alto riesgo, y a la de

tipo Pre-B y células B como grupo de bajo riesgo.

4.6.1 Influencia genotipica de 677C>T y 1298A>C frente al tipo de riesgo de
LLA en base al inmunofenotipo.

Para encontrar tal asociacién se empleé el analisis estadistico de Odd Ratios (OR) con
un intervalo de confianza del 95% y p<0.05, lo cual reporté que genotipicamente el
SNP 677C>T, no tiene asociacion con el grupo de alto o bajo riesgo de LLA en base al
inmunofenotipo, pues no se consider6 como factor de riesgo o proteccion como tal;
aungue el valor de OR fue inferior a 1 (OR=0.72), el intervalo de confianza obtenido
(Cl= 0.18-2.89) determin6 que la asociacién se reportd como estadisticamente no
significativa (Tabla 21).

Tabla 21. Asociacion genotipica del SNP 677C>T con el tipo de riesgo de LLA segun

el inmunofenotipo.

Genotipo | Alto Riesgo Bajo riesgo OR (95% CI) Valor de p
CiC 3(21,4%) 37(25,3%) 1,00 0,64
CIT 11(78,6%) 109(74,7%) 0,72(0,18-3,58)

Con respecto al segundo SNP MTHFR 1298A>C, se observaron resultados
semejantes, ya que mediante la eleccién del modelo de herencia tipo sobredominante,
se obtuvo que no existe asociacion entre el SNP evaluado vy el tipo de riesgo de LLA
(Tabla 22).
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Tabla 22. Asociacion genotipica del SNP 1298A>C con el tipo de riesgo de LLA segun

el inmunofenotipo.

Genotipo | Alto Riesgo Bajo Riesgo OR (95% CI) Valor de p
A/A C/IC 11(78,6%) 124(84,9%) 1,00 0,41
AlC 3(21,4%) 22(15,1%) 0,54(0,13-2.22)

4.6.2 Influencia alélicade 677C>T y 1298A>C frente al tipo de riesgo de
LLA en base al inmunofenotipo.
Siguiendo el mismo andlisis en funcién de los Odd Ratios, no se presencié asociacion
alélica entre 677C>T y el tipo de riesgo de LLA (OR=1.24, 0.32 - 4.70, IC: 95%) (Tabla
23). Referente a 1298A>C no fue posible hallar el valor de OR, puesto a que no se
obtuvo un recuento de individuos que se encuentren en el grupo de alto riesgo y que

no manifiesten el alelo raro. Por tanto, no fue posible buscar tal asociacion.

Tabla 23. Asociacion alélica del SNP 677C>T con el tipo de riesgo de LLA segun el

inmunofenatipo.

Alelo Alto Riesgo Bajo Riesgo OR (95% CI) Valor de p
C 3(1,9%) 37(23,1%) 1,24 (0,32-4,70) 0,74
T 11(6,9%) 109(68,1%)

4.7 Discusion

En el presente estudio, el SNP 677C>T del gen MTHFR obtuvo la siguiente
distribucion genotipica: 25% para el homocigoto normal o wild type C/C y 75% para el
heterocigoto C/T, no se obtuvieron resultados para el genotipo mutado T/T, en cuanto
a su frecuencia alélica se manifesto el 38% para el alelo mutado (T). El segundo SNP
en estudio MTHFR 1298A>C del mismo gen present6: 2% para el homocigoto normal
A/A, 16% para el heterocigoto A/C y 82% para el homocigoto mutado C/C, mostrando
una frecuencia alélica del 90% en cuanto al alelo mutado (C). Los resultados fueron
parcialmente semejantes con una investigacion reciente realizada por Gutiérrez en
nifios mexicanos diagnosticados de Leucemia linfoblastica aguda del Centro
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Oncoldgico Pediatrico de Baja California y el Centro Estatal de Cancerologia del
Estado de Durango; en donde se relaté que el 40% presentd el alelo mutado (T) de
MTHFR 677C>T, porcentaje bastante similar con el expuesto inicialmente. Sin
embargo para MTHFR 1298A>C el resultado contrastd, pues en tal estudio se
encontré que solo el 22% mostrd el alelo mutado C. Genotipicamente los resultados
comparados variaron para ambos polimorfismos, ya que en MTHFR 677C>T, los nifios
mexicanos si reportaron resultados para el genotipo mutado T/T con el 15% y en
cuanto a MTHFR 1298A>C la mayor frecuencia se asento en el genotipo wild type con
el 67%. Gutiérrez demuestra ademas que existe una asociacion significativa entre el
genotipo 1298CC y el riesgo a LLA, quien sustenta que la existencia de esta variante
en MTHFR en tales individuos pueda deberse a una insuficiente distribucion
intracelular de &cido félico, el cual es necesario para conservar la estructura
tridimensional de la proteina; teniendo asi como resultado la produccion de una
metilaciéon de ADN aberrante y la posterior sintesis de nucleétidos que aumentaria el
riesgo de desarrollar LLA (Gutiérrez, 2016). Esto resulta importante mencionarlo, pues
en nuestra poblacién existié una alta frecuencia del genotipo mutado C/C (82%), por lo
que posiblemente pudiera existir de igual manera tal asociacién. Sin embargo,
mientras no se logre comparar con poblaciéon sana o normal, esto no seria posible

saberlo.

Los resultados genotipicos obtenidos también difieren en parte con los de Zanrosso et
al., quienes estudiaron la asociaciéon de MTHFR en la patogenia de leucemias agudas
de un grupo de nifios de origen brasilefio con LLA y encontraron que, el 10% de ellos
presentd el genotipo mutado T/T para 677C>T y en cuanto a 1298A>C la mayor
frecuencia se situ6 en el genotipo wild type con el 51% (Zanrosso et al., 2005). La
variabilidad en la comparacion de los resultados obtenidos particularmente con el
genotipo mutado de 1298A>C vy los de otras poblaciones se sustenta en que por una
parte, la distribucién de este polimorfismo es menos conocida que el SNP 677C>T,
ademas de que su frecuencia varia ampliamente de una poblacién a otra. (Martinez,
Casanueva, Hernandez, Torres, & Garcia, 2019). Lo anterior se puede dilucidar al
observar la diferencia entre frecuencias genotipicas y alélicas determinada en algunos
paises segun un estudio de prevalencia realizado en el afio 2016; donde México y
Africa Occidental presentaron las frecuencias mas altas y méas bajas del alelo T y
genotipo T/T de 677C>T respectivamente. Al contrario, estos dos paises fueron las
areas con las frecuencias mas bajas del alelo C y genotipo C/C de 1298A>C, siendo

Francia quien present0 la frecuencia mas alta (Guéant et al., 2006). Un estudio més
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cercano analizo el polimorfismo 677C>T en 152 colombianos y obtuvieron que el alelo
C present6 una frecuencia del 86,3% de los participantes y el 13.7% en el para el alelo
T, el polimorfismo 1298A>C no ha reportado estudios de frecuencia en paises de

Sudamérica (Sanchez et al., 2015).

En Ecuador no existen datos disponibles al respecto, por lo que este estudio se
consideraria como uno de los primeros en describir el comportamiento de la frecuencia
de los SNPs 677C>T y 1298A>C de MTHFR en pacientes diagnosticados con LLA. De
acuerdo al lugar de procedencia de la poblacion, se identifico que de los genotipos con
mayor frecuencia, heterocigoto C/T en 677C>T y homocigoto mutado C/C en 1298
A/C; Azuay se registr6 en primer lugar, seguido de Loja, ocupando el Oro el tercer

lugar.

El género masculino fue el que predominé en los genotipos mas frecuentes: 41.2% en
el genotipo C/T de 677C>T y 45.6% en el genotipo mutado C/C para 12987A>C; no
obstante, presentar el alelo raro en ambos polimorfismos tuvo mayor tendencia hacia
las nifias, alelo T (41.2%) y alelo C (56.2%); lo que indicaria que el género femenino
tiene mas predisposicion a poseer el alelo mutado que el masculino. Sin embargo, no
se encontré asociacion entre el género y la distribucion genotipica o alélica de los
SPNs estudiados, lo cual coincide con Alghasham et al, quien logré6 demostrar en un
grupo de participantes que en términos de género, no existe diferencia significativa
relacionada con los genotipos y alelos estudiados de MTHFR 677C>T y 1298A>C
(Alghasham, Settin, Ali, Dowaidar, & Ismail, 2012). Asi mismo, Martinez et al.,
corroboran la falta de asociacion encontrada, quienes al analizar el polimorfismo
MTHFR 1298A>C en pacientes cubanos, tampoco registré asociacion entre la
frecuencia genotipica hallada y el sexo de tales pacientes (p=0.941) (Martinez et al.,
2019). De los grupos etarios que comprendieron la poblacion, hubo una distribucion
uniforme entre la edad escolar (6-11 afios) y adolescente (12-18 afios) para los

genotipos mas frecuentes de ambos polimorfismos.

En cuanto al estado nutricional de los pacientes, Gonzalez et al., mediante un analisis
reciente de cierta poblacién del occidente de México, encontrd que existe una
asociacion positiva entre el genotipo T/T de 677C>T y el peso corporal, sin embargo
ninguno de los genotipos se asocié con el indice de masa corporal (p>0,4). Para el
polimorfismo 1298A>C reportaron que existe una tendencia a asociarse con el IMC
pero sin significacion estadistica. Sus hallazgos claramente muestran concordancia
con los hallados en el presente estudio, debido a que tampoco se encontrd asociacion

tanto alélica como genotipica y el IMC (p>0,05) (Gonzélez et al., 2014).
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Referente a la caracterizacién del fenotipo de la LLA y su distribucién genotipica vy
alélica de los SNPs en estudio, no se observaron diferencias significativas, 1o que
concuerda con Skibola et al., quien luego de estudiar un grupo de pacientes con
leucemia aguda del Centro de Investigacion de Leucemia Britdnica, concluydé que no
se observaron diferencias significativas en las frecuencias mutantes de MTHFR
677C>T y 1298A>C entre los grupos caracterizados en funcion del inmunfenotipo,
considerando como uno solo a los de tipo ALL-B y ALL-T para su andlisis (Skibola et
al., 1999). De Jonge et al., también sostienen la anterior aclaracion a través de un
estudio mas reciente en 245 pacientes pediatricos con LLA de Europa occidental,
concluyendo que aun es reciente la exploracion de conocer si los pacientes con
determinado tipo de LLA difiere en la cinética del folato por medio de sus SNPs en
MTHFR. Los autores excluyeron a los pacientes con ALL-T del andlisis y obtuvieron

gue no existia resultados significativamente diferentes (de Jonge et al., 2009).

Si bien no se encontrd relacién entre el inmunofenotipo de la LLA y los polimorfismos
en estudio del gen MTHFR, y ademas en vista de que no existian datos que reflejen la
siguiente asociacion; se plante6é conseguir una correlacién genotipica y alélica frente a
una variable de respuesta que refirid el grupo de riesgo al que pertenecia cada
individuo en base al inmunofenotipo de expresion. De ello, se obtuvo que en general
no existe asociacion estadisticamente significativa que se demuestre entre los SNPs
de MTHFR 677C>T y 1298A>C con el tipo de riesgo de LLA, lo que indica que el

riesgo es independiente de presentar determinado genotipo.

Tomando en consideracién que se ha demostrado asociaciones estadisticas entre los
SNPs MTHFR 677C>T y 1298A>C y las concentraciones de folato y homocisteina
(Herrera et al., 2016), se intent6é asociar los niveles de hemaoglobina asi como los del
hematocrito. Esto, sabiendo de antemano que la hemoglobina requiere factores como
la vitamina B12, hierro y acido félico para su produccion y que en contexto con el
metabolismo del ciclo de folato; estos podrian de alguna forma ser indicadores de
desnutricién. No se encontr6 tal asociacién genotipica ni alélica, en donde la poblacion
presentd valores normales de hemoglobina y hematocrito en los genotipos y alelos
mas frecuentes; lo que concuerda con la investigacion de Gonzales et al., al no hallar
diferencias significativas después de analizar la relacion de los SNPs en mencién y

variables bioquimicas como las mencionadas (Gonzalez et al., 2014).

Cabe recordar que la importancia de desarrollar un analisis en cuanto a la distribucion
de las frecuencias de dos de los mas influyentes polimorfismos correspondientes al

gen de la enzima MTHFR radica en que ésta, es una de las enzimas potencialmente
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involucrada en el metabolismo y accién del MTX; farmaco antifolato utilizado en altas
dosis en la mayoria de protocolos poliquimioterapéuticos durante la fase de
consolidacién y mantenimiento del tratamiento de la LLA y existe evidencia de que se
manifiesta una asociacion entre los polimorfismos mas comunes del gen MTHFR,
677C>T y 1298A>C con la toxicidad y eficacia del tratamiento con MTX ademas de

otros agentes antifolatos (Cateura, 2016).

Los alelos 677T y 1298C provocados en MTHFR, claramente desencadenan una
disminucion en cuanto a la funcionalidad de su actividad enzimética (Enciso et al.,
2006). Estudios demuestran que los individuos con el genotipo T/T de 677C>T
presenta un 30% de actividad de la enzima MTHFR in vitro en comparacion con el tipo
salvaje y que aquellos con genotipo C/T mantienen alrededor del 60% de actividad de
la enzima de tipo salvaje. Es factible asumir que en la poblacién estudiada, la mayoria
expresaria también el segundo porcentaje de actividad manifestada en cuanto a la
enzima, ya que fue el genotipo heterocigoto C/T quien predomind en tales individuos.
Algo parecido ocurriria con 1298A>C, ya que se manifiesta que poseer el genotipo
C/C, el cual predominé en este estudio, presenta de igual manera una disminucién al
60% de actividad de MTHFR (Robien & Ulrich, 2003). Los metabolitos del metotrexato
inhiben a la MTHFR, y por consiguiente al poseer los pacientes con LLA baja actividad
enddgena, tendran un mayor riesgo de mucositis, toxicidad hematol6gicca y hepatica

inducida por el farmaco (Prado Vizcaino et al., 2011).

Sin embargo, hasta la fecha aun existen resultados que generan controversia entre
uno u otro estudio. Tal es asi que Chiusolo et al., por ejemplo relata que luego de
realizar un estudio retrospectivo en 78 pacientes con LLA en terapia de
mantenimiento, concluyé que el genotipo T/T se asoci6 significativamente con un
aumento de la toxicidad hepatica durante la administracion de metrotexato (Chiusolo et
al., 2002). En adicion a lo expuesto, Suthandiram et al., también demostraron que un
alto porcentaje de pacientes con neoplasias hematoldgicas presentd toxicidad
hematopoyética y hepética en relacién con el genotipo mutado T/T de MTHFR 677C>T
y que en cuanto al SNP 1298A>C no encontraron asociacién con ningan tipo de
toxicidad (Suthandiram et al., 2014). En contraste a ello, al desarrollar un estudio en
270 pacientes pediatricos con LLA de origen franco-canadiense; Krajinovic et al.,
concluyeron que no existe asociacion entre los SNPs 677C>T y 1298A>C vy la
toxicidad inducida por farmacos antifolatos, mostrando incluso un efecto protector
(Krajinovic et al., 2004).
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El estudio de las frecuencias de polimorfismos genéticos en las enzimas que forman
parte del metabolismo de la farmacoterapia de la LLA, como lo fue en el gen de la
enzima MTHFR; representa el primer paso para estudiar el comportamiento de su
distribucion en diferentes poblaciones, y como ésta pueda manifestar un impacto
significativo tanto en el control, riesgo asi como en la toxicidad medicamentosa. Es asi,
gue luego de comprender las bases moleculares de tales eventos, se podra determinar
la forma en la que éstas variantes genéticas influyen por ejemplo en las respuestas
farmacologicas para asi lograr optimizar su uso. Esto hace referencia a la medicina
personalizada, la cual en pocas palabras se basa en administrar a cada paciente el

farmaco en dosis y concentracion adecuada en linea con su eficacia y seguridad.

Es posible, que en pocos afios incluso se emplee un formato de genotipos especificos
acorde a la frecuencia que prevalezca en la poblacion para este tipo de neoplasia,
para asi conseguir identificar a su vez subconjuntos de pacientes predispuestos

genéticamente a desarrollar posible toxicidad inducida por la farmacoterapia.
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CAPITULO 4

5. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

En la poblacién estudiada conformada por 160 pacientes diagnosticados con LLA, se
evidencié para el SNP de MTHFR 677C>T una frecuencia genotipica de 25% para el
homaocigoto normal C/C y 75% para el heterocigoto C/T, sin encontrar resultados en el
genotipo homocigoto mutado T/T. Para el SNP MTHFR 1298A>C se encontr6 una
frecuencia genotipica de 2% para el homocigoto normal, 16% para el heterocigoto A/C

y 82% para el homocigoto mutado C/C.

La distribucion de la frecuencia alélica se mostro de la siguiente manera: para MTHFR
677C>T se obtuvo 38% para el alelo mutado T y en cuanto a MTHFR 1298 A>C, 90%

correspondi6 para el alelo mutado C.

En el analisis estadistico no se encontr6 asociacion genotipica ni alélica con las
variables (sexo, edad, IMC, inmunofenotipo, hemoglobina y hematocrito), asi como
tampoco se manifestd una correlacion estadisticamente significativa entre el genotipo

y alelo frente al tipo de riesgo de LLA.
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Recomendaciones

La distribucién genotipica y alélica de los SNPs estudiados del gen MTHFR, fueron
contradictorios respecto a las reportadas en diferentes poblaciones de estudio, por lo
gue resultaria conveniente realizar nuevas investigaciones semejantes que refuercen y

corroboren los hallazgos de la presente investigacion.

Se consideraria ideal que se efectie un estudio de casos y controles para de esta
manera, observar el comportamiento genotipico y alélico de los polimorfismos
estudiados en poblaciones sanas frente a aquellas que presenten LLA u otro tipo de

neoplasia.

Seria conveniente otorgar continuidad con la misma poblacién de estudio mediante un
nuevo analisis, sugiriendo que se pretenda relacionar la frecuencia de tales
polimorfismos en funcion de las reacciones adversas manifestadas por los pacientes,

esto en base a la importancia que sustenta la literatura consultada.
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ANEXOS
ANEXO 1. Variables del estudio
VARIABLE DEFINICION DIMENSION TIPO CATEGORIA
Polimorfismo | Presencia  del | Presencia Cualitativa Presente
del gen | alelo T o] nominal
Ausente
MTHFR ausencia del
677C>T alelo C.
(rs1801133)
Polimorfismo | Presencia  del | Presencia Cualitativa Presente
del gen | alelo C 0 nominal
Ausente
MTHFR ausencia del
1298A>C alelo A.
(rs1801131)
Sexo Identificacion Género Cualitativa Masculino
sexual. _ .
(nominal) Femenino
Edad Tiempo Afos Cuantitativa | Pre-escolar: 1 —
transcurrido ) 5 afos
(Nominal)
desde el
Escolar: 6 — 11
nacimiento 5
anos
hasta el
muestra
indice de | Relacion entre | Kg/m2 Cualitativa | Bajo peso: IMC
masa el peso entre 12.7 -
P (Ordinal)
corporal en Kg vy la 13.8
estatura en
Normo peso:
m2.
IMC entre 13.9
-16.9
Sobrepeso: IMC
entre 17.0 -
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19.1
Obesidad: IMC
219.2
Inmuno- Grado de | Inmunofluore | Cualitativa Precursores - B
fenotipo diferenciacion scencia . ,
P (Nominal) Células B
celular
Células T
Bifenotipica
Hemoglobina | Es el contenido | g/L Cuantitativa | Baja, = Normal,
roteico del Alta:
P (Ordinal)
glébulo rojo, ~
De 1 - 5 afos:
encargado de
g 11- 14 gidL
transportar el
02y el CO2. De 6 — 11 afos:
11.5-15.5¢g/dL
De 12 - 18
afios: 12 -16
g/dL
Hematocrito Es el volumen | Porcentaje Cuantitativa | Bajo, Normal,
de los eritrocitos | (% , Alto
(%) (Ordinal)
con respecto al B
De 1 - 5 anos:
volumen
34-42%
sanguineo total
De 6 — 11 afios:
35-45%
De 12 - 18
afos: 36 - 49 %
Procedencia | Region desde | Region  del | Cualitativa | Costa
donde acude el | pais
P (Nominal) Sierra
individuo  para .
Provincia 3
Amazonia

ser tratado.
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ANEXO 2. Consentimiento informado

codizo 2017-106E

Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos

Universidad San Francisco de Quito
Bl Comité de Revision Institucional de |a USFQ
The Institutional Review Board of the USFQ

Formulario de Consentimiento Informado

Titulo de la investigadion: Translocaciones cromosomicas y polimerfismos genéticos de enzimas de la via
del folato y de transportadores de metotrexato como posibles marcadores predictores de |a toxicidad en
nifios con leucemia linfoblastica aguda.

Organizacion del investigador: Universidad de Cuenca

MNombre del investigador principal: Dr. Fausto Lecnardo Zaruma Tormres, PhD

Datos de localizacion del investigador principal 07 5051120, 0983051350,
fausto.zaruma @ ucuenca. edu.ec

Co-investigadores

BOF. Adriana Monserrath Orellana Paucar, PhD

Dra. Sandra Pacla Cabrera Feican, Mgt

BOF. Maritza Raphaela Ochoa Castro, Mgt

Dra. Zulma Beatriz Zamora Burbano, Mgt

BOF. Geovanny Patrido Bamrera Luna

Dr. Oswaldo Aguirre Valdiviezo

Cr. Enmanuel Guerrers Juiroz

Dr. Andrés Andrade Galarza

Dr. Ismael Lares Asseff, PhD

Dr. Méstor Garcia Chong, PhD

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Introduccicn

Este formulario indwye un resumen del proposito de este estudio. Usted puede hacer todas las preguntas que
quiera para entender daramente su participacién y despejar sus dudas. Puede tomarse el iempo que necesite
para consultar con su familia yfo amigos y permitirnos conocer si desea participar en este estudio o no.
Usted ha sido invitado{a) a participar en una investigacién sobre alteraciones genéticas que promueven wn
posible riesgo de reacdon adversa no deseada o no esperada por la administracion de metotrexato. Este
medicamento se utiliza como parte del tratamiento del padecimiento de LLA. Se le ha hecho la invitacion a
participar debido a que usted cumple con los siguiemtes criterios:
* Padiente de cualquier sexo, nino o nina, con tratamiento actual con metotrexato (MTX) y con edad
comprendida entre los 0 y 18 afios.
*  Pacente de cualquier dudad del pais, sin importar su condicion econdmica, lengua, costumbres o
raza.
*  Paciente con diagnodstico de Leucemia Linfoblastica Aguda, LLA (L1, v L2)
*  Paciente actual de SOLCA Cuenca o SOLCA Loja

Entiéndase por alteradon genética al cambio de la informadion genética en su cuerpo, lo cual se puede
manifestar como alteraciones en las funciones normales de los Grganos o como SiENOS O SINtOMEs QUE No 50N
comunes. Estos cambios se producen por diferentes causas ya sean hereditarias (del padre o de la madre) o
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provocados per diferentes sustancias (por ejemplo: los medicamentos). Bl MTX es un medicamento, por eso
las alteraciones genéticas relacionadas con MTX gue se identifiguen en este estudic serdn tratadas como un
marcador de toxicidad, es decir seran un indicador de toxicidad. El MTX es un medicamento clave en el
tratamiento de la Leucemia Linfoblastica Aguda, se usa para disminuir la produccion descontrolada de globulos
blancos inmaduros, puede ser téxico si se utiliza en dosis altas. Usted recibe este medicamento porgue es de
gran ayuda para el tratamiento de su enfermedad.

Proposito del estudio

El metotrexato (MTX), fue el primer medicamento utilizado desde 1348 en el tratamiento de Lewcemia
Linfoblastica Aguda (LLA) en nifios.

Este trabajo pretende identificar posibles indicadores que permitan predecir la posible toxicidad por la
administracion de MTX, lo cual podria contribuir al aseguramiento de una terapia personalizada y de precision
de MTX basada en padentes con diagndstico dinico de LLA.

Descripcion de los procedimientos

Actividad: Aceptacion de particpacion en el estudio

Tiempo invertido por el participante o su tutor legal: 1 hora

Luego de llevado a cabo el escrutinio y seleccion de los pacientes se realizara la socializacion del estudio, en la
que se veran involucrados también los familiares o representante del paciente. Posteriormente se firmard el
consentimientofasentimiento informado. El consentimiento informade se aplicara a participantes con una
edad de 18 anos cumplides al momento de la ejecucion del estudio y el asentimiento para el caso del
padre/madre o tutor legal de pacientes con una edad comprendida entre los 0 y 17 afos. En el caso de
pacientes con edades entre los 12 y 17 afios firmardan también el asentimiento informado conjuntamente con
sus padres o tutores legales, para el caso de padientes con edad inferior a los 12 afos firmard dnicamiente el
padre o tutor legal.

Actividad: Extraccion de muestra de sangre de los participantes

Tiempo invertido por el participante: De 1 a 48 horas

La extraccion de muestra de sangre se iniciard una vez que se apruebe el plan de toma de muestra en el gue
se determine cantidad de muestras, intervalo y condiciones para cada paciente, causando la minima molestia

al paciente.
El estudio consta de dos etapas: fase farmacogenética y fase farmacodnetica.

Si usted partidipa en |a etapa farmacogenética, se le tomard una sola muestra de sangre con un volumen total
aproximado de 4 a3 5 mlL en cualquier momento de su estancia en el hospital.

Si usted participa en |a etapa farmacocdinética, se le tomardn cuatro muestras de sangre con una cantidad de S
mL cada una, la primera muestra se tomara antes de la administracion de MTX, la segunda entre la 1 y 12
horas, la tercera entre las 12 y 24y |la cuarta entre las 24 y 43 horas luego de la administracion de MTX. En este
caso se le colecard un catéter venoso heparinizade del cual se tomaran todas las muestras para evitar multiples
puncicnes.

El investigador que le expligue este formulario también le dird en qué etapa usted va a participar.
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Riesgos y beneficios

De acuerdo al disefio del estudio y variables involucradas se consideran riesgos minimes para los individuos
participantes. 5& han considerado estrategias para minimizar los riesgos fisicos, emocionales y psicologicos,
entre las que se encuentran:

- Evitar |a realizacion de intervenciones adidonales (toma de muestras) a las planificadas en el proyecto.

- Contar con personal técnico calificado para la toma de muestras de sangre.

- Ejecutar la toma de muestras de sangre conforme a los protocolos médicos y técnices estableddos para este
fin.

- Disminuir el posible nivel de estrés en el participante ocasionado por la toma de muestra de sangre, mediante
la coordinacion previa con el personal del cemtro hospitalario y el emplec de dispositivos que permitan varias
tomas de muestra de sangre en distintos tiempos mediante una sola pundon.

El estudio no presenta riesgos fisicos para el paciente, incuso |a posibilidad de sincope vagal o desmayo no esta
presente debido a que las muestras se tomaran de los pacientes que estan hospitalizados por lo Que cuentan
con comtrol madico permanente.

El riesgo emocional y psicologico se reducira con la intervencion del oncohematologo, pues es con el médico
cen quién el paciente se encuentra familiarizado.

Con |la finalidad de garantizar la imtegridad emocional y psicologica de los participantes, se respetaran sus
derechos como ser humano, |a libertad de expresion de acuerdo a sus creendias, cultura y etnia. Los resultados
que se obtengan de este estudio no significaran ningun peligro para la salud ni la vida del paciente, en caso de
hallarse alguna anomalia se le hard conocer al médico tratante para que sea quién tome las mejores decisiones
&n cuanto a la prescripoicn.

Beneficios al paciente

Este estudio beneficara directamente a los pacientes (se entregaran los resultados a los médicos tratantes de
los casos, para que sean quienes hagan las correcciones adecuadas en cuanto al medicamento), a los padres o
tutores legales del paciente y a la Institucion gue patrocina el tratamiento de esta enfermedad en el sentido de
que permitira evitar gastos adicionales por estancas hospitalarias y atencion profesional para corregir estos
probables eventos no deseados, comunes en quimioterapia per MTX. Cabe recalcar que el paciente no debera
pagar ningun valor por los exdmenes que se le realicen dentro de este estudio, puesto que los costos serdn
cubiertos por este proyecto de investigacion.

Beneficios a la sociedad

Esta investigacion se enmarca dentro de la nueva linea cientifica de la medicina translacional o de precision [es
decir, se pretende dar el tratamiento comecto, en el momento correcto, a la persona correcta), la misma que
busca la aplicacion de los hallazgos en laboratoric como herramientas para un optimo tratamiento
individualizado en los ninos. De lo que se conoce, en nuestro medio no se han realizado investigaciones que
asocien estudios farmacogenéticos de la via del folato con |a farmacocinética poblacional de MTX vy sus posibles
complicaciones toxicoldgicas. Los resultados de esta investigacion favoreceran la prevencion de reacciones
adversas (cualquier malestar después de la ingesta del medicamento) por administracion de MTX con lo que se
espera optimizar el tratamiento farmacolégico con un balance riesgo/beneficio adecuado.
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Confidencialidad de los datos

Para nosotros es muy importante mantener su privacdad, por lo cual aplicaremos las medidas necesarias para
que nadie conozca su identidad ni tenga acceso a sus datos personales:

1) La informacicn o datos gue nos proporcione se identificardn con un codigo, el cual nosotros le asignaremos
en base a letras y nimeros, con ello se reemplazara su nombre y s guardara en un lugar seguro donde solo el
investigador y kos co investigadores tendran acoeso.

2} 5 se toman muestras de sangre de su persona, estas muestras seran utilizadas dnicamente para esta
investigacion y destruidas tan promto termine el estudio.

3} Su nombre no sera mencionado en los reportes o publicaciones centificas derivadas de este estudio.

4} El Comité de Biogtica de la USFQ podrd tener acceso a sus datos en caso de que surgieran problemas en
cuanto a la seguridad y confidencialidad de la informacion o de |a ética en el estudio.

5} Los resultados finales seran emtregados y socializados con el meédico tratante para que sea quién tome las
mejores decisiones en el tratamiento con MTX.

&) Los resultados de este estudio se publicaran de forma general, en revistas dentificas sin su nombre o codigo
asignado por lo que la confidencialidad de la identidad de su hijo{a) o representado{a) estd garantizada.

Derechos y opciones del partidpante

Usted puede decidir participar o no participar en este estudio. 5i decide no participar solo debe decirselo al
investigador principal o a la persona que le explica este documento. Ademas, aunque decida participar puede
retirarse del estudio cuando lo desee, sin que ello afecte los beneficios de los gque goza en este momento.
Usted no recibird ningln pago ni tendra que pagar absolutamente nada por participar en este estudio.

Informacion de contacto

Si usted tiene alguna pregunta sobre el estudio por favor llame al siguiente teléfono: 0983051850, que
pertenece al Dr. Fausto Zaruma Tomres, PhD, o envie un cormeo electronico a fausto. zaruma @ucuenca.edu.ec

i usted tiene preguntas sobre este formularic puede contactar al Dr. William F. Waters, Presidente del Comite
de Bioética de la USFQ, al siguiente correo electronico: comitebioetica@usfg.edu.ec
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Consentimiento informado

Acepto voluntariamente participar en esta investigadon.

Comprendo mi participacion en este estudio. Me han explicado los riesgos y beneficios de participar en un
lenguaje dare y sendille. Todas mis preguntas fueron contestadas. Me permitieron contar con tiempo suficiente
para tomar la decision de participar y me entregaron una copia de este formulario de consentimiento informado.

Firma del participante Fecha

Firma del testigo s agica) Fecha
Nombre del investigador que obtiene el consentimiento informado

Firma del investigador Fecha
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ANEXO 2. Asentimiento informado

Codigo 2017-106E

Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos

! Universidad San Francisco de Quito
N R ) El ComitE de Revisidn Institucional de la USFL
I‘;F*ﬁ:ﬁ’ The Institutional Review Board of the USFO,

Formulario de Asentimiento Informado

Titule de la investigacion: Translocaciones cromosomicas y polimorfismos genéticos de enzimas de la via
del folato y de transportadores de metotrexato como posibles marcadores predictores de la toxicidad en
nifios con leucemia linfobldstica aguda.

Organizacion del investigador: Universidad de Cuenca

Nombre del investigador principal: Dr. Fausto Leonardo Zaruma Tomres, PhD
Datos de localizacion del investigador principal 07 5051120, 0983051850,
fausto. zaruma G uouenca. edu.ec

Co-investigadores

BOF. Adriana Monserrath Orellana Paucar, PhD

Dra. Sandra Paola Cabrera Feican, Mgt

BOF. Maritza Raphaela Ochoa Castro, Mgt

Cwra. Zulma Beatriz Zamora Burbano, Mgt

BOF. Geovanny Patricic Barrera Luna

Dr. Oswaldo Aguirre Valdiviezo

Dwr. Enmanuel Guerrerns Quiroz

Dr. Andrés Andrade Galarza

Dwr. Ismael Lares Asseff, PhD

Drr. Néstor Garcia Chong, PhD

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Introduccion

Este formulario induye un resumen del propdsito de este estudic. Usted puede hacer todas las preguntas que
desee para entender daramente su participacion y despejar sus dudas. Puede tomarse el tiempo que necesite
para consultar con su familia y/'o amigos y permitimos conocer si desea partidpar en este estudio o no.
Su hijo{a) o representado(a) ha sido invitado{a) a participar en una investigacion sobre alteraciones genéticas
que promueven un posible riesgo de reaccion adversa no deseada o no esperada por la administracion de
metotrexato. Este medicamento se utiliza como parte del tratamiento del padecimiento de LLA. Se le ha hecho
la invitacion a partidpar en este proyecto debido a que su representado{a) cumple con los siguientes criterios:
# Padente de cualquier sexo, nino o nina, con tratamiente actual con metotrexato (MTX) y con edad
comprendida entre los 0y 17 anos.
* Pacdiente de cualguier ciudad del pais, sin importar su condidién economica, lengua, costumbres o
raza.
* Paciente con diagnostico de Leucemia Linfobldstica Aguda, LLA L1, y L2}
* Pacdente actual de S0LCA Cuenca o SOLCA Loja

Entiendase por alteradon genética al cambio de la informacion genetica en su cuerpeo, lo cual s2 puede
mianifestar como alteraciones en las funciones normales de los organos o como sigNos O sintomas que No son
comunes. Estos cambios s2 producen por diferentes causas ya sean hereditarias (del padre o de la madre) o
provocades por diferentes sustancias ;pur sjemplo: los medicamentos). El MTX es un medicamento, por eso
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las alteraciones genéticas relacionadas con MTX que se identifiguen en este estudio serdn tratadas como un
marcador de toxicidad, es decir seran un indicador de toxicdad. El MTX es un medicamento clave an el
tratamiento de la Leucemia Linfoblastica Aguda, se usa para disminuir la produccidn descontrolada de gldbulos
blancos inmaduros, puede ser toxico si se utiliza en dosis altas. Usted recibe este medicamento porgue es de
| ran ayuda para el tratamiento de su enfermedad.

Propdsito del estudio

El metotrexato (MTX), fue el primer medicamento utilizado desde 1948 en el tratamiento de Lewcemia
Linfoblastica Aguda (LLA) en nifios.

Este trabajo pretende identificar posibles indicadores que permitan predecir la posible toxicidad por la
administracion de MTX, lo cual podria contribuir al aseguramiento de una terapia personalizada y de precision
de MTX basada en_pacientes con diagnéstico dinico de LLA

Descripcion de los procedimientos

Actividad: Aceptacion de partidpacion en el estudio

Tiempeo invertido por el participante o su tutor legal: 1 hora

Luego de llevado a cabo el escrutinio y seleccion de los pacientes se realizard la sodalizacion del estudio, en la
que se veran involucrados también los familiares o representante del paciente. Posteriormente se firmard el
consentimiento/asentimiento informado. El consentimiento informado se aplicara a participantes con una
edad de 18 afos cumplidos al momento de la ejecucion del estudio y el asentimiento para el caso del
padrefmadre o tutor legal de padientes con una edad comprendida entre los 0 y 17 afos. En el caso de
pacientes con edades entre los 12 y 17 anos firmardn también el asentimiento informado conjuntamente con
su padres o tutores legales, para el caso de padientes con edad inferior a los 12 ahos firmara dnicamente el
padre o tutor legal.

Actividad: Toma de muestra de sangre de los participantes

Tiempo invertido por el participante: De 1 a 48 horas

La extraccidn de muestra de sangre se iniciard una vez que se apruebe el plan de toma de muestra en el que
se determine cantidad de muestras, intervalo y condiciones para cada paciente, causando la minima molestia

al pacente.
El estudio consta de dos etapas: fase farmacogenética y fase farmacodnética.

5i su hijo{a) participa en la etapa farmacogenética, se le tomard una sola muestra de sangre con un volumean
total aproximado de 4 a 5 mlL en cualguier momento de su estancia en el hospital.

5i su hijofa) participa en la etapa farmacodnética, se le tomaran cuatro muestras de sangre con una cantidad
de 5 mL cada una, la primera muestra se tomara antes de la administracién de MTX, |a segunda entre la 1y 12
horas, la tercera entre las 12 y 24 y la cuarta entre las 24 y 48 horas luego de la administracion de MTX. En este
caso se le colocard un catéter venoso heparinizado del cual se tomaran todas las muestras para evitar midltiples
punciones.

El investigador que |e explique este formulario tambign le dird en qué etapa su hijo{a) o representadofa) va a
participar.
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Riesgos y beneficios

De acuerdo al disefio del estudio y variables involucradas se consideran riesgos minimos para los individuos
participantes. 52 han considerado estrategias para minimizar los riesgos fisicos, emocionales y psicologicos,
entre las que se encuentran:

- Evitar la realizacion de imtervenciones adidonales (toma de muestras) a las planificadas en el provecto.

- Contar con personal técnico calificado para la toma de muestras de sangre.

- Ejecutar la toma de muestras de sangre conforme a los protocolos médicos y técnicos establecidos para este
fim.

- Disminuir el posible nivel de estrés en el partidpante ocasionado por la toma de muestra de sangre, mediante
la coordinacion previa con el personal del centro hospitalario y el empleo de dispositivos que permitan varias
tomas de muestra de sangre en distintos tiempos mediante una sola puncidn.

El estudic no presenta riesgos fisicos para el padente, incuso |a posibilidad de sincope vagal o desmayo no esta
presente debido a que las muestras se tomaran de los pacientes que estdn hospitalizados por lo que cuentan
con control médico permanente.

El riesgo emodonal y psicolégico se reducira con la intervencion del onoohematologo, pues es con el meédico
con guien el paciente se encuentra familiarizado.

Con la finalidad de garantizar la integridad emocional y psicologica de los partidpantes, se respetaran sus
derechos comio ser humanio, |a libertad de expresion de acuerdo a sus creendias, cultura y etnia. Los resultados
que se obtengan de este estudio no significardn ningun peligro para la salud ni la vida del paciente, en caso de
hallarse alguna anomalia se le hard conocer al médico tratante para que sea quién tome las mejores decisiones
en cuanto a la prescripcidn.

Beneficios al paciente

Este estudio beneficiara directamente a los pacientes (se entregaran los resultados a los médicos tratantes de
los casos, para que sean guienes hagan las correcciones adecuadas en cuanto al medicamento), a los padres o
tutores legales del paciente y a la Institucion que patrocina el tratamiento de esta enfermedad en el sentido de
que permitird evitar gastos adicionales por estancias hospitalarias y atencion profesional para comegir estos
probables eventos no deseados, comunes en quimicterapia por MTX. Cabe recalcar que el paciente no debersd
pagar ningun valor por los examenes que se le realicen demtro de este estudio, puesto que los costos serdan
cubiertos por este proyecto de investigacicn.

Beneficios a la sociedad

Esta investigacion se enmarca dentro de la nueva linea cientifica de la medicina translacicnal o de precisicn (es
decir, se pretende dar el tratamiento correcto, en el momento comecto, a la persona correcta), la misma que
busca la aplicacion de los hallazgos en laboratoric como hermramientas para un optimo tratamiento
individualizado en los nifos. De o que se conoce, en nuestro medio no s han realizado investigaciones que
asocien estudics farmacogenéticos de la via del folato con la farmacocinética poblacional de MTX y sus posibles
complicaciones toxicoldgicas. Los resultados de esta investigacion favoreceran la prevencion de reacciones
adversas (cualquier malestar después de la ingesta del medicamento) por administracion de MTX con lo que se
espera optimizar el tratamiento farmacolégico con un balance riesgo/beneficio adecuado.
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Confidencialidad de los datos

Para nosotros es muy importante mantener su privacdad, por lo cual aplicaremos las medidas necesarias para
que nadie conozca su identidad ni tenga acceso a sus datos personales:

1) La informacion o datos que nos proporcione se identificard con un codigo, el cual nosotros le asignaremos en
base a letras y nimeros, con elle se reemplazara su nembre y se guardara en un lugar seguro donde solo el
investigador y los coinvestigadores tendran acceso.

2) Si se toman muestras de sangre de su hijo{a) o representadola), estas muestras seran utilizadas danicamente
para esta investigacion y destruidas tan promto termine el estudio.

3) El nombre de su hijo{a) o representado{a) nombre no serd mencionado en los reportes o publicaciones
cientificas derivadas de este estudio.

4] El Comité de Bioética de la USFQ podra tener acceso a sus datos en caso de gue surgieran problemas en
cuanto a la seguridad y confidencialidad de la informacdion o de |a ética en el estudio.

5) Los resultados finales serdn entregados y socializados con el médico tratante para que s2a quién tome las
mejores decisiones en el tratamiento con MTX.

6) Los resultados de este estudio se publicaran de forma general, en revistas dentificas sin su nombre o codigo
asignado por lo que la confidencialidad de su identidad estd garantizada.

Derechos y opciones del particdpante

Usted puede decidir |a participacion o no participacion de su hijo{a) o representado(a) en este estudio. Si decide
no participar sobo debe decirselo al investigador principal o a la persona que le explica este documento. Ademds,
aungue decida participar puede retirarse del estudio cuande lo desee, sin que ello afecte los beneficios de los
que su hijo{a) o representado(a) goza en este momento.

Usted vy su hijofa) o representadofa) no recibirdn ningun pago ni tendran que pagar absolutamente nada por
participar en este estudio.

Informacion de contacto

5i usted tiene alguna pregunta sobre el estudio por faver llame al siguiente teléfono: 0983051850, que
pertenace al Dr. Fausto Zaruma Tormres, PhD, o envie un correo electronico a fausto_zaruma@ucuenca.eduec

Si usted tiene preguntas sobre este formulario puede contactar al Dr. William F. Waters, Presidente del Comite
de Bioética de la USFQ, al siguiente correo electronico: comitebicetica®usfg.edu.ec
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Asentimiento informado

informado. Acepto voluntariamente que mi hijo{a) partidpe en esta investigacion.

Comprendo la participacion de mi hijo(a) en este estudic. Me han explicado los riesgos y beneficios de partidpar
en un lenguaje dare y sencillo. Todas mis preguntas fueron contestadas. Me permitieron contar con tempo
suficiente para tomar |a decision de participar y me entregaron una copia de este formulario de asentimiento

Firma de padre/madre o tutor legal Fecha
Firma del padente (s apicj Fecha

MNombre del investigador que obtiene el asentmiento informado
Firma del investigador Fecha
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ANEXO 4. Carta de Aprobacién emitido por el Comité de Etica de Investigacion

en Seres Humanos Universidad San Francisco de Quito.

201 7-10GE

Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos
Universidad San Francisco de Quito
El Comité de Revision Institucional de la UsFQ
The Institutional Review Board of the USFO
Aprebacidn MEP, Olicia N, MEP-VOVE-2016-0044-0, 26 da Al di 2NE

Quito, & de enero de 2018

Sehor

Dir. Fausto Leonardo Zaruma Torres
Investigador Principal
UNIVERSIDAD DE CUENCA

Ciudad

D& mi migjor consideracion:

Por medio de |a presente, el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la Universidad
San Francisco de Quito se complace en informarle gue su solicitud de revision y aprobacion del
estudio de investigacion “Translocaciones cromosomicas y polimorfismos genéticos de enzimas de
la wia del folato y de transportadores de metotrexato como posibles marcadores predictores de
la toxicidad en ninos con leucemia linfoblastica aguda.”, ha sido aprobada el dia de hoy como un
estudio fullboard, debido a que la investigacion va a tomar datos personales pero el investigador
asegura que seran codificados para el andlisis y presentacion de los resultados y una vez concluido
el estudio cualquier dato que pudiese identificar al participante sera borrado.

El CEISH - USFO aprueba el estudio ya que cumple con los siguientes parametros:

- El proyecto de investigacicn muestra metas yfo objetivos de significanda cientifica con una
justificacion y referencias.

- El protocolo de investigacion cuenta con los procedimientos para minimizar sus riesgos de
sus participantes y/o los riesgos son razonables en relacion a los beneficios anticipados del
estudio.

- Los participantes del estudio tienen el derecho a retirarse del estudio y su participacion su
conseguida a través de un proceso de consentimiento informado

- El protocolo cuenta con provisiones para proteger la privacidad y confidendialidad de los
participantes del estudio en sus procesos de recoleccion, manejo y almacenamiento de
datos

- El protocolo detalla las responsabilidades del investigador

Ademids el investigador principal de este estudio ha dado contestacion a todas kas dudas y realizado
todas las modificaciones gue este Comité ha solicitado en varias revisiones. Los documentos que se
aprueban y que sustentan este estudio es la version # 3 de diciembre 19, 2017 que incluyen:

Solicitud de revision y aprobacion de estudio de investigacion, 14 paginas;
Solicitud de aplicacién al consentimiento informado por escrito, 5 paginas;
Solicitud de aplicacion al asentimiento informade per escrito, 5 paginas;
Herramientas, 8 paginas;

Csilla Fostal 17-12-841, Guito, Ecusdor

frrlli e Lol BT
PEX [353-2) 257-1700 ext 1143
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ANEXO 5. Interpretacion de resultados de PCR en Tiempo Real

B

» Polimorfismo MTHFR 677C>T
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Figura 11. Amplificacion de qPCR para sonda C__ 1202883 20 (rs1801133), Homocigoto Wild
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Figura 12. Amplificacién de gPCR

para sonda C__ 1202883 20 (rs1801133), Heterocigoto.
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« Polimorfismo MTHFR 1298A>C

800,000

600,000 —

i 400,000

200.000 ~

—VIC : 86163.64

FAM : 30101.08

Cydes

Figura 13. Amplificacion de gPCR para sonda C__ 850486 20 (rs1801131), Homocigoto Wild
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Figura 14. Amplificacién de gPCR para sonda C__ 850486 20 (rs1801131), Heterocigoto.
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Figura 15. Amplificacion de gPCR para sonda C_ 850486 20 (rs1801131), Homocigoto
mutado.
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