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RESUMEN

Las leucemias son neoplasias malignas de la médula 6sea provocadas por una alterada tasa
de replicacion celular, siendo afectada generalmente un tipo de linea celular
hematopoyética. Las translocaciones cromosdémicas que producen los genes quiméricos
BCR-ABL, PML-RARa y TEL-AML1, asi como, las mutaciones en el oncogén RAS y en
el gen supresor de tumores TP53, son claves en la diferenciacion, proliferacion y apoptosis
celular, estando implicados en la leucemogénesis. Los polimorfismos descritos en los genes
Gultation S-Transferasa (GST) y Metilentetrahidrofolato Reductasa (MTHFR), han sido
relacionados con el riesgo de desarrollo de leucemia y considerados biomarcadores
farmacogenéticos predictivos de la respuesta a farmacos. El objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de los oncogenes y mutaciones en RAS y TP53; y polimorfismos
de GST y MTHFR en pacientes venezolanos con leucemia para evaluar si existe relacién
con el desarrollo de la enfermedad y su evolucion clinica. El analisis molecular se llevo a
cabo a partir de las técnicas de PCR, RT-PCR, PCR-Multiplex y secuenciacion directa. Los
resultados obtenidos mostraron que el transcrito b2a2 de BCR-ABL fue el mas frecuente en
los pacientes con leucemia mieloide cronica, el oncogen PML-RARa se encontrd en 11,1%
de los pacientes con leucemia promielocitica aguda, y el oncogén TEL-AML1 fue
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detectado en 18,2% de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda cuya evolucion
clinica fue favorable. Se encontraron mutaciones en el gen TP53 en 13% de los pacientes y
una mutacion ¢.36T>G del gen K-RAS en un paciente con leucemia mieloide aguda, todas
con prondstico clinico desfavorable. EI polimorfismo del gen GSTM1- nulo y el modelo
recesivo del polimorfismo del gen GSTP1 (rs1695) representan un factor de riesgo de
susceptibilidad de desarrollar leucemia. El polimorfismo MTHFR 1298 A/C (rs1301131) se
asocia con una menor supervivencia global en pacientes con LLA. Este estudio pionero en
Venezuela permite conocer la frecuencia de las anomalias génicas involucradas en el
desarrollo de la leucemia en nuestra poblacion, asi como, sirve de referencia para futuras
investigaciones farmacogenéticas a traves del andlisis de los genes involucrados en el
metabolismo de los farmacos usados en los protocolos quimioterapéuticos, permitiendo de
esta manera, la optimizacion y personalizacion de las terapias segin el genotipo del
paciente.

Palabras clave: Leucemia, Polimorfismo, Oncogén, TP53, RAS, GST, MTHFR
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INTRODUCCION

La leucemia es una enfermedad neoplasica progresiva del sistema
hematopoyético caracterizada por la proliferacion no regulada de las células
progenitoras no asignadas o parcialmente asignadas. Incluye a un grupo
heterogéneo de neoplasias que difieren respecto a su agresividad y su célula de
origen, la cual define el linaje mieloide o linfoide, presentacion clinica y respuesta
al tratamiento (1). La clasificacion de la leucemia esta definida en dos grupos
segun la progresion de los precursores hematopoyéticos. Las leucemias agudas
son un grupo heterogéneo resultante de la mutacion somatica en una Unica célula
madre hematopoyética, que desencadena la proliferacion de células leucémicas
inmaduras en la médula 6sea (2), y las leucemias cronicas que presentan un inicio
insidioso y se producen por alteraciones en etapas avanzadas de la maduracion

correspondiente a la linea celular afectada.

La etiologia de las leucemias es multifactorial, siendo las alteraciones
genéticas las desencadenantes de los eventos de leucemogénesis. Una de las
principales causas de las neoplasias hematolégicas son los oncogenes, que a su
vez, son producto de la mutacién de un gen normal denominado protooncogeén.
Estos eventos mutacionales incluyen la activacion de oncogenes e inactivacién de
genes supresores de tumores, lo cual altera la expresion del gen y la
actividad/estructura de su producto proteico, causando una interrupcién en la

regulacién de la proliferacion y de la diferenciacion celular.

El conocimiento de los mecanismos de transformacion relacionados a las
translocaciones cromosomicas ha tenido un alto impacto en el estudio y
comprension de la carcinogénesis en general y en los procesos de leucemogénesis
en particular, gracias a la identificacion de los genes implicados en este tipo de
mutacion cromosomica, siendo el cromosoma Philadelphia t(9;12)(q34;911) el
primer cromosoma quimérico descubierto cuyo transcrito resultante de los genes
BCR-ABL, ha sido considerado como marcador especifico de células leucémicas
descritas en la leucemia mieloide cronica y en la leucemia linfoblastica aguda.

Otras translocaciones cromosomicas han sido descubiertas posteriormente



vinculadas al desarrollo de leucemias mieloides agudas, siendo en la actualidad,
imprescindible su deteccion al momento del diagnéstico del subtipo celular, asi
como para realizar el monitoreo molecular de evolucion de la enfermedad, como
es el caso de las traslocaciones de los cromosomas 15;17 y 12;21 que
comprometen a los genes PML-RARa y TEL-AML1 respectivamente, cuyos
productos quiméricos son considerados oncogenes involucrados en el desarrollo

de leucemias mieloides y linfoides.

En la actualidad, es necesario el abordaje integral genético-molecular de los
mecanismos leucemogénicos que participan en el desarrollo y en la evolucion de
esta patologia, a través del estudio de las anomalias génicas implicadas que
comprenden la participaciéon de mdaltiples eventos genéticos y epigenéticos
independientes (3). Las mutaciones en el oncogén RAS conducen a una activacion
constitutiva de la proteina ras, siendo un factor importante para el desarrollo de
ceélulas cancerosas, debido al descontrol del ciclo celular. En la leucemia, la
frecuencia de aparicion de mutaciones de este gen localizadas en los codones 12,
13 y 61 varian de acuerdo a la clasificacion, oscilando de 10 a 40%
aproximadamente (4). Niveles elevados de la proteina Ras mutada unida a GTP,
afectan las diferentes vias de sefializacion celular dependientes de Ras que se
vinculan al desarrollo hematopoyético, asi como la afectacion de la evolucién
clinica de la enfermedad, siendo reportado su relaciébn con prondsticos
desfavorables (5). Las alteraciones génicas producto de mutaciones en el gen
TP53 que codifica la proteina p53 conocida como la proteina supresora de
tumores, afectan la regulacion critica de la proliferacion celular, principalmente la
induccion a la apoptosis. En las neoplasias hematoldgicas se han descrito
mutaciones en este gen y su relacion con el avance del cuadro clinico, fracaso
terapéutico y prondstico de supervivencia de la enfermedad, siendo en los casos
de las leucemias de linaje linfoide y leucemia mieloide cronica en crisis blastica
un factor de mal prondstico (6)(7), como consecuencia de una desregulacion de
ciclo celular, inestabilidad gendmica y resistencia a la quimioterapia (8). La
deteccidn de las mutaciones de los genes RAS y TP53 en pacientes diagnosticados
con leucemia permite conocer su espectro y su frecuencia; y la posible asociacion

con la evolucion clinica de los pacientes.



En el genoma, pueden existir variaciones en la ubicacion de los nucleétidos
con una frecuencia mayor al 1%, conocida como polimorfismos genéticos, que
han sido asociados con la susceptibilidad a desarrollar determinadas enfermedades
y se han relacionado con la farmacocinética y la farmacodinamica debido a la
respuesta variable a los medicamentos (9). Al conocer como un determinado
polimorfismo genético afecta el metabolismo y la accion de los medicamentos,
podria ser posible predecir para cada paciente que medicamento es el que ofrece
mayor beneficio terapéutico, y qué probabilidad existe de desarrollar una reaccion
adversa (toxicidad), en funcién de su dotacion genética, lo cual seria una
informacion valiosa para los pacientes que cursan con leucemia. Actualmente,
surgen cada vez mas estudios que buscan relacionar el genoma del individuo con
la respuesta al tratamiento farmacoldgico, gracias a la farmacogenética, que se
define como la disciplina cientifica orientada al estudio de los aspectos genéticos,
relacionados con la variabilidad de la respuesta a los medicamentos en individuos

0 en poblaciones.

En este sentido, se estudiaron los polimorfismos en los genes que codifican
las enzimas encargadas de metabolizar xenobidticos en los pacientes con
leucemia. Los genes de la familia de Glutatién S- Transferasa: GSTM1, GSTT1 y
GSTP1, pertenecen a esta superfamilia de isoenzimas que regulan el metabolismo
y detoxificaciéon de sustancias extrafias introducidas en las células; por medio de
reacciones de fase Il; ya que catalizan la conjugacion de farmacos, mutagenos,
carcindgenos, contaminantes ambientales y algunos compuestos enddgenos que
podrian dafar tanto al ADN, como a los lipidos de membrana, siendo ésta la razén
por lo que los estudios han asociado la presencia de los polimorfismos de estas
enzimas con el riesgo de padecer algun tipo de leucemia, e inclusive han sido
relacionados con el pronostico evolutivo de la enfermedad, debido a que
metabolizan algunos farmacos que son empleados en los protocolos
quimioterapéuticos (10). Por otra parte, la enzima metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) se encarga de proveer los grupos metilo a la célula y catalizar
la conversion de 5-10 metilentetrahidrofolato en 5-metiltetrahidrofolato (5-MTF),

que es la forma circulante del folato; asi como participar en la produccién de
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dTMP via timidilato sintetasa y sintesis de purina, por lo que, juega un papel
importante en la provision de nucle6tidos esenciales para la sintesis de ADN. Los
polimorfismos del gen MTHFR 677 C/T y 1298 A/C han sido descritos como un
posible factor de riesgo de desarrollo de leucemia (11). En diferentes protocolos
de tratamiento en pacientes con leucemia linfoblastica aguda se emplea el farmaco
Metotrexato que actua en el metabolismo del folato, inhibiendo a varias enzimas
que participan en el mismo. Estudios han encontrado que los polimorfismos del
gen MTHFR pueden afectar el metabolismo del Metotrexato, ocasionando una
disminucion de la efectividad en la respuesta al tratamiento, asi como la aparicion

de efectos adversos (12).

De acuerdo a lo anteriormente sefialado, en esta tesis doctoral se evaluo la
presencia de diferentes mutaciones y polimorfismos en genes que estan
involucrados en los procesos de leucemogénesis, asi como la evolucién clinica y
la respuesta a los farmacos empleados en pacientes venezolanos con leucemia,
enmarcado dentro de la linea de investigacion “Estudio de anomalias génicas y
cromosOmicas; Yy polimorfismos genéticos en pacientes con neoplasias
hematoldgicas y su correlacion con la evolucion de la enfermedad y la respuesta al
tratamiento”. Se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigacion de Hemoglobinas
Anormales del Instituto Anatémico Dr. José Izquierdo de la Facultad de Medicina
de la Universidad Central de Venezuela en conjunto con el Servicio de

Hematologia del Hospital Universitario de Caracas.
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JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LAS LEUCEMIAS EN
VENEZUELA

En Venezuela, de acuerdo al ultimo boletin epidemiolégico de la situacién
del céancer publicado por el Dr. Capote Negrin que corresponde al Anuario
Epidemioldgico del afio 2012, refiere que las leucemias ocupan el quinto lugar de
incidencia y mortalidad por céncer en el sexo masculino y el séptimo lugar de
incidencia y noveno lugar en mortalidad en el sexo femenino, superando los 1700
casos anuales; mientras que en la poblacion infantil y juvenil, las leucemias
ocupan el primer lugar de incidencia y de mortalidad, representando
aproximadamente un 45% del total de las patologias neoplésicas, convirtiéndose

en un importante problema de salud pablica en la actualidad (13).

El desarrollo y la rapida evolucion clinica de la leucemia se ha convertido
en un verdadero reto para el clinico, quien se apoya en las distintas metodologias
diagndsticas para definir, monitorear y establecer las estrategias terapéuticas con
el fin de erradicar completamente la enfermedad (3). El surgimiento de los
avances cientificos han contribuido favorablemente con el conocimiento de las
bases moleculares de la leucemia, afianzando la necesidad primordial de la
investigacion de los distintos marcadores que predigan el curso de la patologia,
con altos indices de sensibilidad, como el estudio de las anomalias génicas que
permitan conocer el fenotipo molecular y que puedan afectar la expresion o
funcién de genes que controlen la diferenciacion y el crecimiento celular, cuyo
principio fundamental es el aporte de informacion que oriente al clinico para la
toma de decisiones e implementacion del esquema terapéutico, como por ejemplo,

conocer si un paciente puede ser candidato para un trasplante de precursores
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hematopoyéticos o la implementacion de un nuevo protocolo terapéutico
personalizado.

En la préctica clinica se han observado grandes variaciones
interindividuales, tanto en la eficacia de la respuesta como en la toxicidad,
asociadas con las terapias anticancerigenas. Si bien la etiologia de estas
variaciones es multifactorial (adherencia al tratamiento, interacciones farmaco-
farmaco, dieta, etc.), las variaciones genéticas del paciente han cobrado mucho
interés en el Gltimo tiempo (14). La farmacogenética estudia el rol de la herencia
en la variacion individual en la respuesta a farmacos (15). Gracias al avance de la
farmacogenética y la farmacogendémica en la ultima década, se puede predecir la
eficacia y los posibles efectos adversos de las drogas a través del anélisis de
polimorfismos en los genes que codifican las enzimas que metabolizan los

diferentes farmacos que se emplean en los protocolos quimioterapéuticos.

Por los motivos planteados anteriormente, esta tesis doctoral propone
evaluar la presencia de las translocaciones cromosomicas BCR-ABL, PML-RAR«
y TEL-AML1 cuyas proteinas quiméricas de fusion estan involucradas en los
procesos de leucemogénesis, del mismo modo, evaluar la presencia de mutaciones
en los oncogenes RAS (NRAS y KRAS) y el gen supresor de tumores TP53, claves
en la diferenciacion, proliferacion y apoptosis celular, implicados en la
patogénesis leucémica, debido a que existe escasa informacion de sus frecuencias
en pacientes venezolanos, a diferencia de otras poblaciones, contribuyendo al
conocimiento molecular que permita brindar un apoyo en el diagnostico y en el
manejo terapéutico adecuado. Adicionalmente, para conocer la variabilidad
genética y la respuesta de los pacientes ante la terapia farmacoldgica, se hace
necesario el andlisis de los polimorfismos de los genes GST y MTHFR,
implicados en el metabolismo de diversas drogas empleadas en los protocolos
guimioterapéuticos, asi como para determinar su vinculacion con el desarrollo de

la enfermedad.

En este sentido, se plantea este estudio en pacientes venezolanos con
leucemia que asisten al Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de
Caracas. Estos elementos moleculares involucrados en la leucemogénesis y en la

farmacogenética  sirven de base para el conocimiento, la prediccion del
6
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comportamiento y evolucion durante el padecimiento de la enfermedad,
prediccion de recaidas moleculares y el establecimiento de terapias
quimioterapéuticas personalizadas al conocer los genotipos de genes
metabolizadoras de xenobioticos, que se ajusten a las caracteristicas genéticas de
cada paciente, con el fin de que el clinico seleccione tratamientos mas eficaces y

menos toxicos, para favorecer la calidad de vida y expectativas de supervivencia.

Este estudio forma parte de proyectos de investigacion financiado por
FONACIT MC-2007001066, MC- 2008001053, que plantea el estudio de
anomalias génicas y cromosomicas en pacientes con neoplasias hematoldgicas y
su correlacion con la evolucién de la enfermedad y la respuesta al tratamiento,
desarrollado en el Laboratorio de Investigacion de Hemoglobinas Anormales
(Universidad Central de Venezuela) y el Servicio de Hematologia del Hospital

Universitario de Caracas.
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OBJETIVOS

Obijetivo General

Evaluar la frecuencia de mutaciones genicas y polimorfismos genéticos de

enzimas metabolizadoras de xenobidticos en pacientes venezolanos con leucemia.

Obijetivos especificos

1. Detectar la presencia de las siguientes translocaciones cromosdmicas:
t(9;22)(g34;g11) con fusiéon génica de BCR-ABL, t(12;21)(p13;922) con
fusion génica de TEL-AML1 y t(15;17)(922;921) con fusion génica PML-
RARo, en muestras de médula désea y sangre periférica, mediante la
técnica de Transcriptasa Reversa-Reaccion en Cadena de la polimerasa
(RT-PCR).

2. Determinar las mutaciones de los genes TP53 y RAS en pacientes con
leucemia, mediante las técnicas de Reaccion en Cadena de la polimerasa
(PCR) y Secuenciacion Automatizada.

3. Determinar la frecuencia de los polimorfismos de los genes de glutatiéon S-
Transferasa (GSTs), GSTT1 y GSTM1, a través del método PCR-
Multiplex.

4. Determinar la frecuencia de los polimorfismos del gen de Glutation S-
Transferasa (GSTs), GSTP1, a través del método PCR-RFLP.

5. Determinar la frecuencia de los polimorfismos del gen
Metilentetrahidrofolato Reductasa (MTHFR 1298 y MTHFR 677), a través
del método PCR-RFLP.

6. Correlacionar la evolucion clinica y la presencia de mutaciones en los
genes TP53 y RAS en los pacientes con leucemia.

7. Evaluar la asociacion entre los polimorfismos de los genes GST y MTHFR,
y el desarrollo de la enfermedad asi como su relacion con la respuesta al

8
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tratamiento farmacoldgico.

8. Estimar el tiempo de supervivencia global y libre de evento en pacientes
diagnosticados con LLA tratados con Metotrexato de acuerdo al genotipo
de MTHFR
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

1. Aspectos historicos

La leucemia fue descubierta en el mundo hace casi 200 afios, por lo que
puede considerarse un problema reciente comparado con otros grandes flagelos de
la humanidad. Desde su descripcion inicial, las leucemias han sido foco de una
impresionante investigacion médica, debido a varias razones: sus dramaéticas
manifestaciones clinicas, su frecuencia e impacto en la nifiez, la sencillez en los
analisis de sangre periférica y de médula 6sea que permitieron comprender mejor
la hematopoyesis, y su tratamiento, adaptado posteriormente a otros tipos de
neoplasias del ser humano. El primero en describir la enfermedad fue Velpeau en
1827, el cual observo un paciente de 63 afios con fiebre, debilidad y un
crecimiento descomunal del abdomen. Sus hallazgos en la necropsia describi6 un
gran crecimiento del higado y del bazo (el bazo pesaba 4 kg), y la “sangre era
como una papilla de avena que recordaba la consistencia y el color de las
levaduras del vino tinto” (Velpeau, 1827). Otro caso similar fue publicado por
Barth (1856), quien estudio en 1839 un paciente cuya sangre fue analizada por
Donné, el cual observd en la necropsia al microscopio, unos “glébulos mucosos
muy parecidos a las células del pus”. De acuerdo con esta secuencia, Donné¢ fue el
primero en describir microscopicamente las células leucémicas. Estos autores los
consideraban como procesos infecciosos y en Virchow recae el mérito de valorar

su naturaleza diferente.

Los estudios iniciales de pacientes vivos con leucemia se hicieron en 1845
por tres investigadores de la época: Virchow en Alemania, el cual llamé a la
enfermedad sangre blanca y la definié6 como “un proceso sui generis, debido a una
alteracion en la diferenciacién normal de las células productoras de sangre.
Conocemos las secuelas de la enfermedad pero no su causa”, este cientifico

describié un paciente que presentaba un material blanquecino en los vasos
10



Capitulo 11

sanguineos; otros de los investigadores de la época fueron Bennett (1845) y
Craigie (1845) en Escocia, los cuales reconocieron también la entidad, como un
problema propio de los glébulos blancos. Virchow (1856) introdujo dos afios
después el término leucemia (leukos, blanco y haima, sangre), el cual ha
perdurado hasta nuestros dias, dado que el nombre de leucocitemia propuesto por
Bennett (1852) prevalecié sélo por corto tiempo. Virchow diferencié en su
trabajo la leucemia de la leucocitosis, describiendo a la vez dos tipos de
leucemias: el esplénico, asociado con esplenomegalia, y el linfatico, donde se

presentaba aumento del tamafio de los ganglios linfaticos (16).

En 1878, Neumann afiadio un nuevo tipo: la mielégena. Este mismo autor,
habia descrito previamente que la médula 6sea era un lugar importante en la
fabricacion de corpusculos hemaéticos. Gowers, en 1879, clasifico las leucemias
agudas en leucocitemia esplénica y linfadenosis, haciendo equivalente este
término a la enfermedad descrita por Thomas Hodgkin en 1832. Este hecho inici
un periodo de confusion que se arrastré durante mas de un siglo. A finales del
siglo XIX y principios del siglo XX los términos leucemia, pseudoleucemia,
leucosarcoma, cloroma, linfosarcoma, reticulosis, mielosis, mieloma y aun otros
fueron empleados por distintos autores s6lo o en combinacion y con diferentes

criterios.

Es importante destacar el trabajo de estos pioneros en el descubrimiento de
la leucemia, sobre todo porque cientificamente, la clasificacion y el estudio de la
leucemia no pudieron visualizarse sino hasta que se conoci6 la tincion de Ehrlich
(1891), la cual, permiti6 diferenciar las distintas etapas madurativas de los

leucocitos e identificar las diferentes variantes de las células leucémicas.

En 1889, Ebstein describid los primeros casos de leucemia aguda, Naegeli
en 1900 y Schilling en 1913, describieron las leucemias mieloblasticas y

monociticas, respectivamente (17).

En 1960, Nowell y Hungerford detectaron la anormalidad conocida como
cromosoma Philadelphia (Ph), en pacientes con leucemia mieloide crénica. Mas
adelante en 1973, Rowley describié que el cromosoma Ph resultaba del
desplazamiento reciproco entre los brazos largos del cromosoma 9 y 22, fue

entonces que esta alteracion cromosomica fue designada como t(9;22)(q34;q11)
11
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(18)(19). En 1976, en un esfuerzo para mejorar y estandarizar la clasificacion de
las leucemias agudas, un grupo de médicos franceses, americanos y britanicos
(FAB) propuso un sistema de clasificacion y nomenclatura basado en las
caracteristicas morfoldgicas de las células blasticas en frotis tefiido con
Romanowsky y en los resultados de las tinciones citoquimicas. A mediados del
decenio de 1980, grupos de cientificos de todo el mundo se reunieron para
investigar la subtipificacion de las leucemias linfoides y mieloides agudas con el

uso de criterios morfoldgicos, inmunologicos y citogenéticos (20).

Desde el descubrimiento de la primera fusion génica, BCR-ABL en t(9;22),
otras aberraciones cromosomicas han sido descritas gracias a las herramientas de

la biologia molecular.

2. Definicion y concepto de neoplasia hematologica.

El término neoplasia hematoldgica engloba los diversos tipos de
proliferaciones tumorales de las células sanguineas o de sus precursores en
médula désea y en los drganos linfoides. Se han definido dos categorias de
neoplasias hematoldgicas: las leucemias y los linfomas. Las primeras afectan a la
médula dsea y se extienden a la sangre periférica, mientras que los linfomas se
originan en los diferentes tejidos linfoides (ganglios linfaticos, tejido linfoide

asociado a mucosas, bazo).

La leucemia es una enfermedad resultante de la proliferacion neoplésica de
las células hematopoyéticas. Ocurre como consecuencia de la mutacion a nivel de
las células madres, cuya progenie formaria posteriormente un clon de células
leucémicas. Las alteraciones genéticas contribuyen a la transformacién maligna,
tales como la expresiéon inapropiada de oncogenes y la pérdida de funcién de

genes supresores de tumores (21).

La célula afectada puede ser un precursor mieloide, un precursor linfoide o
una célula pluripotente que es capaz de diferenciarse en células de la linea

mieloide o linfoide. Las leucemias mieloides pueden derivarse de una célula del
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linaje o de una celula pluripotente capaz de diferenciarse en los linajes eritroide,

granulocitico, monocitico 0 megacariocitico.

3. Clasificacién de leucemias.

La clasificacion de la OMS de neoplasias hematoldgicas (1997) agrupa
aquellas entidades clinicas con trascendencia nosoldgica bien establecida,
atendiendo a los siguientes criterios:

1. Cuadro clinico

2. Caracteristicas morfoldgicas observadas en el microscopio convencional
3. Inmunofenotipo

4. Alteraciones genéticas

Esta clasificacion incorpora algunos de los criterios estandarizados
realizados por el grupo FAB (French-American-British Cooperative Group) para
las leucemias agudas y sindromes mieloproliferativos y mielodisplésicos (22) y
por otra parte la clasificacion REAL de los linfomas. Las cuatro categorias méas
importantes son:

l. Neoplasias mieloides
. Neoplasias linfoides
Il. Enfermedades de las células cebadas o mastocitos

IV.  Neoplasias histiociticas

3.1 Neoplasias mieloides

En la clasificacion FAB se definen tres grandes grupos de neoplasias
mieloides: las leucemias mieloides agudas, los sindromes mielodisplasicos, y los
sindromes mieloproliferativos cronicos. El recuento de los elementos blasticos, la

diferenciacion de la linea celular y el grado de maduracion servirian como
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criterios diagnosticos 'y se definen mediante

inmunofenotipo (tabla 1) (23).

Tabla 1. Clasificacion de FAB de LMA.

morfologia, citoquimica e

Comportamiento

Subtipo L % de citoquimico
Denominacion
FAB €asos MPO/NS esterasas
inespecificas
LMA con <5 - -
MO . o
diferenciacién minima
M1 LMA sin maduracion 15-20 + -
LMA con 15-25 + -
M2 y
maduracién
Leucemia aguda 5-10 + -
M3 ) .
promielocitica
Leucemia aguda 20 + +
M4 ) .
mielomonocitica
Leucemia aguda 5-10 + +
M4 Eo mielomonocitica con
eosinofilia
Leucemia aguda 10-20 - +
M5 .
monocitica
M6 Eritroleucemia 3-5 + -
Leucemia aguda <5 - +
M7

megacarioblastica

MPO: mieloperoxidasa, NS: negro Sudan.

El reconocimiento de las diferentes alteraciones citogenéticas y moleculares,

asi como la presencia de displasia asociada como factores que modifican el

prondstico de enfermedades, han sido tomados en cuenta en la nueva clasificacion

de la OMS. Los patdélogos propusieron cuatro grandes grupos de enfermedades
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mieloides: sindromes mieloproliferativos (SMP), sindromes
mielodisplasicos/mieloproliferativos (SMD/SMP), sindromes mielodisplasicos
(SMD) y leucemias mieloides agudas (LMA). Dentro de la categoria de LMA se
describen cuatro grupos: (1) LMA con translocaciones citogenéticas recurrentes;
(2) LMA con displasia simultdnea; (3) LMA y SMD relacionados con
tratamientos y (4) LMA sin clasificacion. (24) Sin embargo, recientemente la
Organizacion Mundial de la Salud publico en su 4ta edicion de series
monograficas, una revision de los criterios diagnosticos, incorporando nueva
informacién clinica y cientifica. Vardiman et al., (25), describen los nuevos
cambios propuestos por la OMS en cuanto a la clasificacion de neoplasias

mieloides y leucemias agudas, ver tabla 2.

Tabla 2: Clasificacion propuesta por la OMS, 2009 para neoplasias mieloides y
leucemias agudas.

Neoplasias mieloproliferativas (NMP):

Leucemia mieloide crénica, BCR-ABL1- positivo (LMC)
Leucemia neutrofilica cronica

Policitemia vera

Mielofibrosis primaria

Trombocitemia esencial

Leucemia eosinofilica crénica, no clasificadas en otra
Mastocitosis

Neoplasias mieloproliferativos, sin clasificar.

Neoplasias mieloides y linfoides asociadas a eosinofilia y anormalidades
de PDGFRA, PDGFRB, 0 FGFR1:

Neoplasia mieloide y linfoide asociada con reordenamientos de PDGFRA
Neoplasia mieloide asociada con reordenamientos de PDGFRB

Neoplasia mieloide y linfoide asociada con anormalidades de FGFR1

Neoplasias mielodisplasica/ mieloproliferativa (SMD/NMP):
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Leucemia mielomonocitica cronica (LMMC)

Leucemia mieloide crénica atipica, BCR-ABL1- negativo
Leucemia mielomonocitica juvenil

Neoplasia mielodisplasica/mieloproliferativa, sin clasificar

Provisional: anemia refractaria con anillos con sideroblastos en anillo y

trombocitosis.

Sindromes mielodisplasicos (SMD):
Citopenia refractaria con displasia de una sola linea

Anemia refractaria

Neutropenia refractaria

Trombocitopenia refractaria
Anemia refractaria con sideroblastos en anillo
Citopenia refractaria con displasia multilinea
Anemia refractaria con exceso de blastos
Sindrome mielodisplésico con aislados del (5q)
Sindrome mielodisplésico, sin clasificar
Sindrome mielodisplésico infantil

Provisional: citopenia refractaria infantil

Leucemia mieloide aguda y neoplasias relacionadas:

Leucemia mieloide aguda con anomalias genéticas recurrentes
LMA con t (8;21)(g22;022); RUNX1-RUNX1T1
LMA con inv(16)(p13.1922) o0 t(16;16)(p13.1;922);CBFB-MYH11
LMA con t(15;17)(922;912); PML-RARA
LMA con t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
LMA con t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
LMA con inv(3)(g21926.2) o t(3;3)(g21:926.2); RPN1-EVI1

LMA (megacariobléstica) con t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
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Provisional: LMA con mutacién de NPM1
Provisional: LMA con mutacién de CEBPA
Leucemia mieloide aguda con cambios relacionados a mielodisplasia
Neoplasias mieloides relacionadas a terapias
Leucemia mieloide aguda, sin clasificar en otra
LMA con diferenciacion minima
LMA sin maduracion
LMA con maduracion
Leucemia mielonocitica aguda
Leucemia monoblastica/monocitica aguda
Leucemia eritroide aguda
Leucemia eritroide pura
Eritroleucemia, eritroide/mieloide
Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofilica aguda
Panmielosis con mielofibrosis
Sarcoma mieloide
Proliferaciones mieloides relacionadas al sindrome de Down
Mielopoyesis anormal transitoria
Leucemia mieloide asociada con sindrome de Down

Neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas

Leucemias agudas de linaje ambiguo:

Leucemia aguda indiferenciada

Leucemia aguda de fenotipo mixto con t(9;22)(q34;911.2); BCR-ABL1
Leucemia aguda de fenotipo mixto con t(v;11q23); reordenamiento MLL
Leucemia aguda de fenotipo mixto, B-mieloide, no clasificada en otra

Leucemia aguda de fenotipo mixto, T-mieloide, no clasificada en otra
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Provisional: Leucemia/linfoma linfoblastica de células natural killer (NK)

Parte de las modificaciones que se incluyen al nuevo consenso de las

clasificaciones conviene destacar por su importancia (24):

1.

El contaje de 20% de blastos en sangre periférica 0 en médula dsea
establece el diagnostico de LMA, a diferencia que anteriormente se

estimaba con 30% de blastos.
Se debe emplear la identificacién molecular/citogenética

Separacion de leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) del grupo de
SMD.

Reconocimiento de citopenia refractaria con displasia dentro de SMD.

La leucemia mieloide crénica Ph- , se denomina LMC atipica y se incluye
en el grupo de SMD/NMP.

La nomenclatura ha sido modificada de sindrome mieloproliferativos

(SMP) a neoplasia mieloproliferativa (NMP).

Las leucemias formalmente designadas como “leucemia bilineal aguda” y
“leucemia aguda bifenotipica”, son denominadas actualmente “leucemia

aguda de fenotipo mixto”.

3.2 Neoplasias linfoides

En la clasificacion de las neoplasias linfoides se han adoptado los criterios y

categorias de clasificacion propuestos por Revised European-American
Lymphoma (REAL) en 1994 (24). La Organizacion Mundial de la Salud en el

boletin del afio 2008, incluye cambios significantes de nomenclatura para las

neoplasias de precursores linfoides (25) ver tabla 3:

1.

La nomenclatura “leucemia/linfoma linfoblastica de precursor B” y

“leucemia/linfoma linfoblastica de precursor T” ha sido modificada a
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“leucemia/linfoma linfoblastica B” y “leucemia/linfoma linfoblastica T,

respectivamente.

La leucemia /linfoma linfoblastica B ha sido dividida en siete distintas
entidades definidas por anomalias cromosomicas recurrentes; casos de
LLA-B que no presenten esas anormalidades se denominan como “sin

clasificar”.

Tabla 3. Clasificacion propuesta por la OMS para neoplasias linfoides.

Neoplasias de células B

1. Leucemia /linfoma B linfobléastica:

Leucemia /linfoma B linfoblastica, “sin clasificar”

Leucemia /linfoma B linfoblastica con anomalias genéticas recurrentes
Leucemia /linfoma B linfobl&stica con t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1
Leucemia /linfoma B linfobl&stica con t(v;11g23); reordenamiento MLL
Leucemia /linfoma B linfoblastica con t(12;21)(p13;922); TEL-AML1
Leucemia /linfoma B linfoblastica con hiperdiploidia
Leucemia /linfoma B linfoblastica con hipodiploidia
Leucemia /linfoma B linfoblastica con (5;14)(q31;931) IL3-IGH
Leucemia /linfoma B linfoblastica con t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1

2. Maduras:

Leucemia linfocitica cronica de células B

Leucemia prolinfocitica B

Linfoma linfoplasmocitico

Linfoma esplénico de la zona marginal con o sin linfocitos vellosos

Plasmocitoma

Linfoma de la zona marginal extranodal de tipo MALT

Linfoma folicular

Linfoma de células del manto
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Linfoma de células B difusas

Linfoma de Burkitt

Neoplasias de células T y NK:

1. Leucemia /linfoma T linfobléastica
2. Maduras:

Leucemia prolinfocitica de células T

Leucemia linfocitica granular de células T
Leucemia de NK agresiva

Linfoma de células T adultos

Linfoma NK extra nodal de tipo nasal

Linfoma de tipo T tipo enteropatia

Linfoma de células T hepatoesplénico gamma-delta
Linfoma T de paniculitis subcutanea

Micosis fungoide/sindrome de Sezary

Linfoma de células T grandes anaplasticas de tipo cutaneo primario
Linfoma de células T sin clasificacion

Linfoma T angioinmunoblastico.

Linfoma de Hodgkin
Linfoma linfocitico nodular
Linfoma clasico Hodgkin: linfoma de esclerosis nodular (grado 1 y 2)

Linfoma Hodgkin de celularidad mixta.

4. Incidencia de leucemia

Las leucemias y todas las variantes de neoplasias hematoldgicas presentan

una incidencia variable de acuerdo al tipo de la patologia, sexo, edad y raza.
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La leucemia es la segunda causa de muerte mas comun en nifios menores de
1 afio. Esto representa el 5-10% de las leucemias infantiles, con una incidencia de
44 infantes por cada millon. Aproximadamente 200 infantes son diagnosticados
con leucemia en Estados Unidos cada afio. Las leucemias infantiles incluyen la
leucemia linfoblastica aguda y la leucemia mieloide aguda, incluyendo las
variantes raras de leucemia de linaje mixto o bifenotipica (26).

Se ha reportado que la leucemia se puede presentar desde el utero, la
leucemia fetal ha sido detectada en muestras de sangre umbilical a las 33 semanas
de gestacion cuando a traves del ultrasonido se observa polihidramnios, hidrops,

y/o hepatoesplenomegalia fetal (27).

En el caso de la leucemia mieloide aguda, su incidencia aumenta
drasticamente con la edad (> 55 afios), la remisién es escasa, con una

supervivencia a largo plazo menor del 10% (28).

La leucemia mieloide cronica representa entre el 15 al 20% del total de las
leucemias y su incidencia en los paises occidentales se ha estimado en 1,6 por
100.000 hab/afio, cuyo rango de edad es de 40 a 60 afios y predomina ligeramente

en varones, con una relacion 1.3:1 (19).

Una revision de las estadisticas del National Institute of Cancer (U.S),
donde se publican las tasas de incidencia de leucemias en la poblacion
estadounidense desde el afio 1975 hasta el 2006, prevalece la LLC seguida de la
LMA, LMC y de la LLA. A su vez, se observa que existe un predominio de casos
en individuos de sexo masculino sobre el sexo femenino y también de raza blanca
en comparacion con la tasa de casos en la raza negra. Otra variable de interés es la
incidencia de las leucemias en el grupo etario, evidenciandose que la LLA
predomina en infantes < 1 afio y en 1-4 afios, la LLC predomina en el grupo
intervalo de 50 a 80 afios, y las leucemias mieloides agudas y cronicas

predominan en grupos etarios de 50 a 60 afios (www.seer.cancer.gov.cs).

En nuestro pais se ha reportado que el cancer constituye una de las causas
mas frecuentes de enfermedad o muerte, representando el 15% de los casos,
ocupando el segundo lugar en la mortalidad general después de las enfermedades
del corazon. Las leucemias ocupan el 5to lugar de incidencia en hombres y 6to
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lugar de incidencia en mujeres; en cuanto a la incidencia de mortalidad, ocupan el
4to lugar. La incidencia anual de cancer de nifios y jovenes menores de 15 afios es
dominada por las leucemias (mas de 600 casos anuales), representando el 40%
seguido de malignidades del sistema nervioso central con un 11% y los linfomas
con un 10% (29). Uno de los estudios precursores de la casuistica de leucemia
linfoblastica aguda en Venezuela fue realizado en el Hospital Universitario de
Caracas en 1988 por Guevara J, Arends A, et al., donde se reportd un predominio
de casos en el sexo masculino con una relacion M/F 1.6:1, las edades estaban
comprendidas entre los 3 y los 75 afios, con un 82% de los pacientes mayores de 3
afios (30).

Fernandez et al., (31) publicaron los resultados de la casuistica de biopsias
realizadas en el Hospital Miguel Pérez Carrefio (periodo 1985-1994). De un total
de 64,650 biopsias, 716 (1.1%) correspondieron a biopsias de médula 6sea, de las
cuales 275 (38,41%) fueron controles de neoplasias hematoldgicas, siendo 10
biopsias (1,4%) referentes a pacientes con LMC y 29 (4,05%) a pacientes con
LLC. Se encontraron 7 casos de LLC (24,14%) asociados con agentes externos,
siendo 3 (42,86%) asociados con cigarrillo y cloro y 4 (57,14%) con derivados del

petréleo.

5. Translocaciones cromosdmicas en las leucemias

Los estudios citogenéticos en pacientes con leucemias han establecido una
fuerte correlacion entre la citogenética y los fenotipos clinicos de las variantes de
leucemia. Las translocaciones cromosomicas pueden ser detectadas en la mayoria
de las leucemias haciendo posible el conocimiento del fenotipo molecular de los
pacientes, contribuyendo positivamente para la valoracion diagnostica y

prondstica de la entidad.

Desde el descubrimiento de la primera fusion génica de los genes BCR-ABL
en t(9;22), otras anomalias cromosémicas con fusiones génicas han sido

identificadas. Los genes involucrados en las anomalias génicas en las leucemias
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agudas juegan un rol importante en el desarrollo y en la funcion de las células
mieloides y linfoides. Estos genes frecuentemente codifican factores de
transcripcion, reguladores del ciclo celular, moléculas de transduccion de sefiales,
receptores, inmunoglobulinas (Ig) y moléculas de receptor de células T moléculas
(TCR) (32).

Debido a la importancia y el alto impacto que ha tenido el diagnostico de
éstas anomalias cromosOmicas en las leucemias, se describen a continuacion
algunos de los biomarcadores de interés en el seguimiento de la respuesta durante
el tratamiento y posterior a su culminacion, y su valioso rol en la deteccién de la

enfermedad minima residual.

Cabe destacar, que el término de enfermedad minima residual (EMR) se
refiere al minimo nivel de los biomarcadores de la enfermedad que son capaces de
detectarse posterior a la aplicacién del protocolo de induccion y que también
reflejan la recaida después de una remision a largo plazo (33). Los métodos que se
emplean en la actualidad para el diagnostico de EMR estan basados en las técnicas
de citometria de flujo y PCR (RQ-PCR, ASO-PCR), que permiten detectar gracias
a una alta sensibilidad y especificidad la expresion de inmunofenotipos aberrantes
y marcadores moleculares especificos segun cada tipo de leucemia (34). El
seguimiento de la EMR se ha convertido en una herramienta esencial en la
practica clinica de rutina y ha demostrado ser un buen factor prondéstico de riesgo
de fracaso terapéutico, permitiendo realizar ajustes y modificaciones en el

tratamiento con miras a lograr la remision completa de la enfermedad.

5.1 t(9:22)(g34:911) con fusidon génica de BCR-ABL

La translocacion (9;22) conocida como cromosoma Philadelphia (Ph) fue el
primer marcador citogenético tumoral, identificado en cancer humano
conllevando a la clonacién de la proteina de fusion Ber/Abl. El extremo NH2- del
gen BCR ubicado en el cromosoma 22 se fusiona al gen c-ABL ubicado en el
cromosoma 9. La proteina de fusion bcr-abl puede variar de 190 a 230 kDa,
segun el sitio del punto de ruptura en el gen BCR. Los puntos de corte del

cromosoma 9 estan generalmente en el extremo 5°del exén 2 del gen ABL y los
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puntos de corte del cromosoma 22 difieren en su posicion dentro del gen BCR,
dando lugar a transcritos de fusion con diferentes tipos de uniones de BCR-ABL

(breakpoint cluster region—c-abl oncogene 1, non-receptor tyrosine kinase) (32).

En los pacientes con LMC, los puntos de ruptura del gen BCR en el
cromosoma 22 se denominan (M-bcr) y representan transcritos con diferentes
tipos de uniones de BCR-ABL. Este transcrito codifica una proteina de 210KDa,
llamada p210 BCR-ABL, ocupando una region de tamafio 5.8 Kb abarcando los
exones 12 a 16 (denominados antiguamente b1l a b5) del gen BCR. Los pacientes
con LMC poseen el punto de ruptura en una region de 2.9kb ubicada entre los
exones 13 y 15 (llamados anteriormente exén b2 y b4) del gen BCR que se
fusiona con el intron 1b y 2 del gen ABL (ver figura 1). Esta translocacion
reciproca resulta en un transcrito hibrido BCR-ABL de 8.5Kb que contiene el exon
b2 0 b3 del gen BCR y el exdn 2 (también denominado a2) del gen ABL (32). En
este sentido, los transcritos de p210 BCR-ABL descritos en pacientes con LMC
son b3a2 (55%), b2a2 (40%) y en menor frecuencia se pueden detectar los
transcritos b2a3 y b3a3 (35). Cabe destacar que p210 BCR-ABL también puede
estar presente en otros tipos de neoplasias hematoldgicas, alrededor de un 30%
(20-50%) en pacientes adultos con LLA y en un 2-10% en pacientes con LLA
infantil, asi como ocasionalmente se puede encontrar en casos de LMA (<2%),
linfoma y mieloma (32)(36).
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Figura 1. Representacion de la translocacion BCR-ABL p210. (a) diagrama esquematico de
la estructura exén/intron de los genes BCR-ABL de la translocacion (9;22)(q34;911). Se observa el
punto de corte M-bcr. (b) esquema del transcrito p210BCR-ABL, se indican dos tipos de
transcritos, b3-a2, b2-a2, b3a3 y b2a3 y sus frecuencias.

El segundo punto de ruptura en el gen BCR ha sido identificado en pacientes
con LLA Ph+ casi de manera exclusiva, en este caso, los puntos de ruptura del
gen ABL son localizados a lo largo de la region intrénica que abarca un tamafio
de ~200kb, ubicada entre el exdn 1b y el exdn 2 (denominado también exoén a2).
Con respecto al gen BCR, el punto de ruptura ocurre en el primer exén (exén el),
en la region nombrada m-bcr (minor-bcr) por ser de menor tamafio comparada
con la region M-bcr, y se une al exén 2 del gen ABL, formando un transcrito de
fusion ela2 BCR-ABL de 7 Kb (32)(37). La proteina resultante tiene un peso
molecular de 190 kDa denominada p190 BCR-ABL. Esta anomalia génica ha sido
descrita presente en aproximadamente 25% de los pacientes adultos con LLA y en
un 5% en pacientes infantiles, asociada con un pronostico desfavorable en su

evolucion clinica (37).
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Figura 2. Representacion de la translocacion BCR-ABL p 190. (a) diagrama esquematico de
la estructura exén/intron de los genes BCR-ABL de la translocacion (9;22)(q34;g11). Se observa el
punto de corte de menor tamafio del gen BCR m-bcr. (b) esquema del transcrito p190BCR-ABL, se
indican dos tipos de transcritos, el-a2 y el-a3.

La proteina Bcr es una fosfoproteina de 160.000Da con actividad serina-
treonina quinasa localizada en su primer exon. Este primer exon contiene dos
dominios ricos en serina que se unen especificamente al dominio SH2 de Abl de
un modo no dependiente de fosfoserina. Estas secuencias ricas en serina en la
forma de fosfoserina estan involucradas regulando la actividad oncogénica de
Bcr-Abl (38). En las células normales, la actividad quinasa de Abl es finamente

regulada en respuesta a factores de crecimiento y otros estimulos.

La proteina quimérica Bcr-Abl adquiere la habilidad transformante a través
de la sobre regulacion de la actividad tirosina quinasa de Abl, promoviendo la
transformacion leucémica de las células progenitoras hematopoyéticas (149). A
través de la fusion a Bcr, la proteina Abl se convierte a un estado activo. Esto
conlleva a la activacion constitutiva de las vias de transduccion de sefiales rio
abajo, incluyendo Ras, Jak/stat y PI-3 quinasa (figura 3). La supresion de la

actividad constitutiva quinasa de Abl con inhibidores especificos de quinasas
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como Imatinib (132), Dasatinib (39) y Nilotinib (40), revierten el potencial
oncogénico de Bcer-Abl (41).
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Figura 3. Mecanismos de accion del transcrito Bcr-Abl. Con la ayuda de varias
proteinas mediadoras, Bcr-Abl se asocian con Ras y estimulan su activacion. La proteina
adaptadora, receptor de factor de crecimiento unido a proteina 2 (GRB2), interactlia con Bcr-Abl a
través del sitio de union a SRC homologia 2 (SH2) proximal que se expone cuando el residuo
tirosina 177 de Bcr-Abl es autofosforilado. GRB2 cuando se une a Bcr-Abl, interactia con la
proteina SOS. El resultado del complejo de proteinas Ber-Abl-GRB2-SOS es la activacion de Ras.
Ras y la via de la proteina quinasa mitdégena activada (MAPK) son acopladas por Raf
(serina/treonina kinasa). Raf cataliza la fosforilacion de MEK 1 y MEK?2, resultando en su
activacion. Bcr-Abl al asociarse con la via fosfatidilinositol-3-kinasa (P13K), suprime la muerte
celular programada e incrementa la supervivencia celular. De la misma manera Bcr-Abl puede
asociarse con componentes de adhesion como actina, paxilina y kinasa de adhesion focal (FAK), la
activacion de CRKL-FAK-PYK?2 conlleva a una disminucién de la adhesion celular. Otra de las
vias de accion de Bcr-Abl es su asociacion con Janus kinasa activando la via de transcripcién
(JAK-STAT). Finalmente, Bcr-Abl activan ademas otras vias relacionadas a respuestas de factores
quimiotacticos, lo cual conlleva a un incremento de la migracién celular. Tomado de Weisberg y
col, Nature, 2007 (42).

En LMC, la secuencia quimérica del ARNm bcr-abl puede ser usado como

blanco y ser un marcador especifico de células leucémicas (43).

Debido a que esta translocacién t(9;22)(g34;q1) se observa en 25 a 40% en
pacientes adultos con LLA de células B, en 4 a 6% en nifios con LLA, y en
pacientes adultos con LMA con una frecuencia de 1 a 3%, este marcador ha sido
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propuesto como blanco util para diagndstico de enfermedad minima residual en
este grupo de pacientes (44).

Durante los protocolos de los tratamientos, la deteccion del transcrito de
fusion t(9;22)(g34;q1) por RT-PCR representa el método de eleccion para el
monitoreo de la enfermedad minima residual, apoyado también por la citometria
de flujo. La validez clinica de este método en los casos de la LLA ha sido
demostrada en pacientes que reciben trasplante de médula 6sea. En estos pacientes
la reaparicion de la positividad de la translocacion post-trasplante ha sido asociada
significativamente a una recaida hematologica (32). En la actualidad, la deteccion
del transcrito BCR-ABL se realiza por diferentes métodos de biologia molecular
que han ido ajustando su sensibilidad y especificidad a un nivel superior, con el
fin de realizar un diagndstico y monitoreo 6ptimo de las diferentes variantes en
pacientes con LMC y LLA. La técnica RQ-RT-PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion reversa en tiempo real) se perfila con la sensibilidad
més alta (10™*- 10°) considerada “gold standard” para la deteccién de BCR-ABL,
siendo estandarizada para uso aprobado en laboratorios clinicos (34). Alikian et
al., propusieron el método RT-Digital PCR como una alternativa con un buen
indice de reproducibilidad y sensibilidad comparable, aunque ain por debajo de
RQ-RT-PCR para detectar los transcritos BCR-ABL en pacientes con LMC, para
el monitoreo de respuesta a los farmacos inhibidores de tirosina quinasa y el

diagnostico de enfermedad minima residual (45).

5.2 t1(12:21)(p13:022) con fusion génica de TEL-AML1

La translocacién (12;21) especifica en pacientes con LLA es ocasionada por
la fusién de dos genes, TEL-ETV6 del cromosoma 12 y AML1-CBFA2 ubicado en

el cromosoma 21 (32) (figura 4).

El gen AML1 codifica una proteina que forma un heterodimero con el CBFj
que activa la transcripcion. El heterodimero CBF (core binding factor) esta
formado por la subunidad § (CBFp) y la subunidad a (CBFa o0 AML), a través de
esta Ultima se une al ADN en la secuencia (TGT/cGGT) y regula la expresion de

diversos genes, siendo diana de tres frecuentes fusiones génicas en leucemias
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agudas, como TEL-AML1. La subunidad CBFa se une al ADN directamente, en
cambio la subunidad P aumenta la afinidad de CBFa modificando su
configuracién, pero no se une al ADN directamente. EI dominio RUNT de la
subunidad o es el responsable tanto de la union al ADN, como de la interaccion
con la subunidad B. EI CBF regula la expresion de una gran variedad de proteinas
que se expresan en las células hematopoyéticas como la interleucina 3, el factor
estimulante de colonias granulomonociticas (GM-CSF), el receptor del factor
estimulante de colonias monociticas (M-CSF), el receptor de células T (TCR), la
mieloperoxidasa, CD3e, HoxB2 y la elastasa de los neutrdfilos. EI gen TEL
codifica un factor de transcripcion de la familia ETS identificado por su fusion

con el locus PDGFRb en casos de leucemia mielomonocitica cronica (46).

El gen AML1 también se asocia a otra translocacion t(8;21) presente en
pacientes con LMA, y el gen TEL se asocido primero a la leucemia
mielomonocitica cronica (LMMC) en la translocacion t(5;12) (47). El gen TEL
esta ubicado en el cromosoma 8 y consta de 8 exones, cuyo punto de ruptura se
encuentra en una region de tamafio 15Kb ubicada entre los exones 5 y 6. En el
gen AML1 se estima que el punto de ruptura puede ocurrir en el intrén 1 o en el

intrén 2 (mas frecuente) (ver figura 4a).

El transcrito de la fusion TEL-AML1 producto de la translocacién (12;21),
consta de la union del exon 5 del gen TEL al segundo exon del gen AML1 (ver
figura 4b) (32). La proteina de fusion Tel-Amll presenta la capacidad de formar
homodimeros o heterodimeros con el Tel normal inhibiendo la activacion

transcripcional de la proteina Aml1 normal.
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Figura 4. Representacién de la translocacién TEL-AMLL1. (a) diagrama esquematico de la
estructura exdn/intrén de los genes TEL y AML1 de la translocacion (12;21)(p13; g22). Se
observan los puntos de corte. (b) esquema del transcrito TEL-AMLL.

Cayuela et al., (47) mostraron en un estudio que los transcritos TEL-AML1
son frecuentemente detectados en pacientes pediatricos con LLA de células
precursoras pre-B a través de RT-PCR, y son eficientes como blancos moleculares
que pueden simplificar las estrategias diagndsticas de enfermedad minima

residual y su monitoreo en infantes.

La mayoria de los pacientes que resultan positivos se encuentran en un
intervalo etario de 1 a 12 afios al momento del diagnéstico, predominando en los
casos de la LLA y en la leucemia/linfobléstica B. No obstante, pacientes positivos
para esta fusién génica TEL-AML1 mantienen un buen prondstico y parecieran
tener un mayor tiempo de demora para que ocurra una recaida. Otros grupos
reportan una muy baja incidencia de recaida en pacientes con LLA con este
transcrito (32). Harbott et al.,(48) reportaron los resultados de estudios de
muestras de médula 6sea de nifios con recaida de LLA con una frecuencia de
19.6%. EI rol del transcrito TEL-AML1 en la LLA de células B en nifios ha sido

descrito; sin embargo, el mecanismo en la leucemogénesis no esta del todo claro.
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La identificacion de las vias especificas que son moduladas por TEL-AML1 y su
contribucion al blogueo de la diferenciacion que caracteriza el desarrollo de LLA-
B es de gran utilidad para el monitoreo de la enfermedad y disefio de drogas

especificas.

El oncogen TEL-AML1 es capaz de inhibir la activacion del factor
regulatorio de interferén 3 (IRF3) a través de la inhibicion de mTOR, afectando la
sefializacion de IFNo/B y la maduracion de los linfocitos B. La diferenciacion de
las células que expresan la proteina de fusion Tel-Amll puede ser reestablecida
tratando a las células con IFN in vitro, sugiriendo que las citoquinas que activan
a IRF3 o las vias de IFN pueden representar una alternativa terapéutica efectiva en

pacientes con LLA de celulas B que expresen el transcrito TEL-AML1 (49).

La deteccion del transcrito TEL-AML1 empleando herramientas de biologia
molecular se realiza a través de PCR con transcripcion reversa, para evidenciar la
presencia de los mismos, siendo la variante RQ-PCR la que permite cuantificar
con un mayor nivel sensibilidad, necesario para el monitoreo de enfermedad

minima residual (32).

5.3 t(15:17)(g22:921) con fusion génica PML-RARa

La translocacion cromosomica (15;17) esta asociada especificamente a la
leucemia promielocitica aguda (LPA) (M3 clasificacion FAB) o LMA con
t(15;17)(922;912); PML-RARa, para la clasificacion actual. Los dos genes
afectados en esta translocacion, son el gen PML ubicado en el cromosoma 15, que
codifica un factor de transcripcion putativo, y el gen del receptor del &cido

retinoico (RARa) que se ubica en el cromosoma 17 (32).

El gen RAR« codifica para la proteina RARa que es un miembro de la
superfamilia de receptores hormonales nucleares y funciona como factor de
transcripcion dependiente de ligando, regulando la expresion de un elevado
numero de genes diana, algunos de los cuales resulta critico para la diferenciacion
celular mieloide normal. Normalmente RARa funciona como un heterodimero
tras unirse a un miembro de los receptores retinoides-X (RXR). En ausencia de

ligando, los heterodimeros RARa/RXR se unen a elementos de respuesta al acido
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retinoico (RARE) especificos, en los promotores de los genes diana, 1o que
conduce a represion de la transcripcion. Esta represion es mediada por la
formacion de un complejo que incluye el heterodimero RARo/RXR, el receptor
co-represor nuclear N-CoR/SMRT, los co-represores transcripcionales Sin3A o
Sin3B y una deacetilasa de histonas (HDAC). Este complejo induce directamente
la deacetilacion de residuos lisina de las proteinas histona dentro de los
nucleosomas de los genes diana transcripcionales. La deacetilacion de las histonas
regenera la carga positiva de las lisinas lo que aumenta su afinidad por el ADN.
Se piensa que esta modificacion da lugar a un cambio de estructura del

nucleosoma que interfiere con la transcripcion (50).

La proteina PML controla la diferenciacion de progenitores
hematopoyéticos, proliferacion celular y tumorogénesis, ademas coordina las
funciones supresoras de tumor como la induccion de la apoptosis, arresto de
factores del crecimiento celular y senescencia celular (51). Se ha demostrado la
presencia de estructuras subnucleares de PML, las cuales han sido denominadas
con diversos nombres como cuerpos nucleares PML (PML-NBs), cuerpos de
Kremer, ND10 (dominio nuclear 10) o POD (dominios oncogénicos de PML). Las
células mieloides contienen aproximadamente 10-30 unidades de estas estructuras
moleculares cuya cantidad y tamafio varian durante el ciclo celular (52). Las
proteinas que se co-localizan junto a PML dentro NB, incluyen Sp100, p53, pRb,
Daxx y CBP, sugieren que PML es capaz de modular al menos por parte de NB,
una variedad de procesos nucleares como la expresion génica y la estabilizacion

del genoma (51).

El punto de ruptura del cromosoma 17 esta localizado en un fragmento de
ADN de 15kb en el intron 2 del gen RARa. En contraste, en el gen PML existen
tres puntos de ruptura envueltos en la translocacion: intrén 6 (bcrl; 55% de los
casos), exon 6 (bcr2; 5%) vy el intrdn 3(bcr3; 40%) (Figura 5). La existencia de
diferentes regiones de puntos de ruptura en el locus de PML y la presencia de
“splicing” alternativo de los transcritos de PML son responsables de la gran
heterogeneidad de las uniones PML-RARa observadas en los pacientes con LPA
(32).

La translocacion genera un gen quimérico PML-RARa y por ende una
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proteina de fusion PML-RARa. Debido a que el gen quimérico estd presente
especificamente en la LPA, la formacion de PML-RARa es determinante en la
patogénesis primaria. Fue demostrado en la década pasada que la proteina de
fusibn PML-RARa inhibe la diferenciacion o promueve la supervivencia de
celulas precursoras mieloides in vitro, sugiriendo que esta proteina tiene un papel

fundamental en la patogénesis de leucemia promielocitica aguda (49).
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Figura 5. Representacion de la translocaciéon PML-RARa. (a) diagrama esquematico de
la estructura exon/intron de los genes PML y RARo de la translocacion (15;17)(g22;q21). Se
observan los puntos de corte. (b) esquema del transcrito PML-RARA relacionado con los diferentes
puntos de cortes del gen PML y su frecuencia.

Al unirse el ligando &cido retinoico (RA), se transactivan los genes blancos
criticos para la induccion de la diferenciacion de células hematopoyéticas
mieloides. EI complejo quimeérico PML-RAR« retiene tanto al ADN, como a los
dominios de union al ligando de RARa y es capaz de inhibir la funcién
transcripcional de un reclutamiento aberrante de correpresores y de deacetilasas
de histona, actuando como un mutante dominante negativo sobre RARa
(silvestre). (52)
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La oncoproteina PML-RARa puede afectar la transcripcion en otras vias
incluyendo aquellas en la cual el factor de transcripcion AP1 y factores de
respuesta a interferon estan involucrados. También esta oncoproteina se une a la
proteina dedos de zinc de leucemia promielocitica (PLZF), afectando sus
funciones, como supresion del crecimiento y represion de la transcripcion; control
del medio ambiente celular y diferenciaciéon. La PML-RARa previene la apoptosis
a través de la deslocalizacion de PML y otras proteinas del cuerpo nuclear,
finalmente, esta proteina de fusion es capaz de cooperar con otras proteinas para
generar leucemia promielocitica aguda, como es el caso de FLT3, una tirosina
quinasa que permanece activada cuando se encuentra mutada (figura 6) (53).

Todas estas interacciones de la oncoproteina PML-RARa pueden estar
involucradas en la leucemogénesis de LPA. EI ATRA (&cido retinoico) y el
trioxido de arsénico forman parte del tratamiento actual de la LPA, actlan

degradando y escindiendo a la oncoproteina PML.
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Figura 6. Efectos leucemogénicos de PML-RARa en leucemia promielocitica. (a) En
ausencia de RA, el heterodimero RARo/RXR reclutan el correpresor transcripcion (CoR), el cual
media el silenciamiento transcripcional por mecanismos que incluyen la inhibicion directa de la
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transcripcion basal y reclutamiento de enzimas modificadores de la cromatina. La modificacion de
la cromatina incluye la deacetilacion de histonas, encargadas de la compactacion de la estructura
de la cromatina impidiendo el acceso de activadores transcripcionales. En presencia de
concentraciones fisioldgicas de RA el correpresor de la transcripcion es liberado y es reclutado el
coactivador hacia el heterodimero RARo/RXR, resultando en la acetilacion de histonas (AC) y
transcripcion. (b) La proteina de fusion PML-RARa se une a los genes blanco de RARa o sobre
estos, 0 con RXR y juntos reclutan correpresores conllevando a la represion de la transcripcion. La
oncoproteina PML-RARa secuestra a PML y RXR normales, inhibiendo la via apoptdtica de
PML/P53, y deslocaliza a PML y otras proteinas desde el cuerpo nuclear. También se puede
afectar el interferon (IFN) y otras vias de sefializacion. Anormalidades en las proteinas tirosinas
quinasas (por ejemplo, FLT3, c-fms) pueden colaborar con PML-RARa para causar LPA. Tomado
y modificado de Guang y col., 2005)

Jurgic et al.,(54) basados en resultados experimentales del estudio del
transcrito de la fusion PML-RARA en pacientes con LPA tratados con ciclos de
acido retindico y quimioterapia, reportaron que la presencia o positividad de la
fusion detectada por RT-PCR en muestras de médula 6sea es altamente predictiva
de recaida, en caso de ser negativo, se asocia fuertemente a una remision a largo
plazo. La técnica de RT- PCR permite diagnosticar la translocacion, monitorear el

curso clinico de LPA y la deteccidn de enfermedad minima residual (54)(55).

6. Genes reguladores de la funcién celular

Diversas alteraciones en el genoma celular afectan la expresion o funcion de
genes que controlan la diferenciacion y el crecimiento celular que pueden ser
consideradas causas del inicio del c&ncer. Estos eventos mutacionales incluyen

activacion de oncogenes e inactivacion de genes supresores de tumores.

6.1 Oncogenes

Los oncogenes se definen como genes transformantes virales y son formas
alteradas de genes celulares llamados proto-oncogenes. Los proto-oncogenes
funcionan como puntos criticos en las vias de regulacion de cascadas de eventos
gue mantienen la progresion del ciclo, division y diferenciacion celular, asi
tenemos proto-oncogenes que codifican citoquinas, receptores, proteinas

citoplasmaticas de sefializacion y factores de transcripcion.
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De los proto-oncogenes implicados en neoplasias humanas se encuentra la
familia del gen RAS (56).

6.1.1 Alteraciones de los genes N-RAS y K-RAS en leucemia

En la superficie celular se expresan diferentes receptores en respuestas a las
sefiales extracelulares provenientes del medio ambiente. Posterior a la unién del
ligando, la activacion del receptor conlleva al inicio de una serie de reacciones
bioquimicas secuenciales donde la participacion de las GTPasas es crucial (60).
Las proteinas Ras producto del proto-oncogen RAS, juegan un papel importante en
la transduccidn de la sefal, proliferacion y transformacion maligna (18).

Los tres genes RAS: N, K, y H-RAS ubicados en el cromosoma 12q2,
codifican las proteinas p21, las cuales se localizan en el interior de la membrana
plasmatica y tienen una actividad GTPasa intrinseca (56). De acuerdo a sus
siglas, N-(de linea celular de neuroblastoma), K- (Kkirsten), y H-(Harvey) RAS,
contienen 4 exones. KRAS codifica una proteina A y B a partir de 4 exones, los
cuales son expresados en todos los tipos de tejidos y células, aunque el patron de
expresion varia dependiendo del 6rgano y el estadio de desarrollo (57)(58). El
producto codificado por los genes RAS es una proteina de 188 aminoacidos de
aproximadamente 21 KDa. Las proteinas p21 estdn codificadas por tres genes
homdlogos en sus primeros 164 aminoacidos, los primeros 86 residuos N-terminal
pueden ser idénticos; sin embargo, difieren en 25 residuos en el extremo carboxilo
terminal, con la excepcion de la cisteina 186. Por esta razdn, la region que

comprende los residuos 165-185 ha sido denominada region heterogénea (58).

Las proteinas Ras son GTPasas que participan en el ciclo entre la guanosina
difosfato inactiva y la guanosina trifosfato, ambas unidas a estas proteinas,
conformando los complejos Ras-GDP y Ras-GTP, respectivamente (59). Primero,
una proteina activadora de GTPasa reconoce la proteina de unién a GTP activa y
estimula la actividad GTPasa intrinseca de Ras para formar la proteina de union a
GDP inactiva. En segundo lugar, los factores de intercambio de nucledtidos de
guanina promueven la formacién de un estado de union a GTP activo (18) (figura
7).
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Las proteinas reguladoras que controlan el ciclo GDP/GTP de Ras incluyen
proteinas activadoras de GTPasa (GAPs), las cuales aceleran la tasa de hidrolisis
de GTP a GDP, y los factores intercambiadores de nucle6tidos de guanina (GEFs,
por ejemplo: SOS y CD25), induciendo la disociacién de GDP para permitir la
asociacion con GTP. En el estado de Ras unido a GTP, ésta se acopla a sefiales de
activacion de receptores de factor de crecimiento hacia los efectores mitogénicos.
Por definicidn, las proteinas que interactian con la forma activa unida a GTP de
Ras, transmiten sefiales que son llamadas efectores de Ras. Los mecanismos por el
cual Ras-GTP influencia la actividad de estos efectores incluyen la activacion
directa (por ejemplo, B-Ras, PI-3 quinasa), reclutamiento de la membrana
plasmatica (por ejemplo, c-Raf-1) y la asociacion con sustratos (Ral-GDS). Otros
candidatos para los efectores de Ras pueden ser proteinas quinasas, lipidos
quinasas y GEFs (4).

| Sefiales extracelulares |

Proteinas activadoras GTPasa Factores intercambiadores (GEFs)
(GAPs)
CDC25, SOS
p12064F, pearofibromin Ras-GTP GDP

Efectores de Ras

/1\.\.

Ral-GEF Rafs PI 3-K MEKK

v '

| Sefial: crecimiento celular, proliferacion, diferenciaciéon

Figura 7. Ciclo de las proteinas Ras. Se observan los ciclos de ras entre el estado activo
unido a GTP vy el estado inactivo unido a GDP. Las sefiales mitogénicas activan los factores de
intercambio (GEFs) como SOS y CDC25. Los GEFs incrementan la disociacién de GDP y
estabiliza la forma libre de nucleétido de ras, conllevando la unién de GTP a la proteina ras. Ras
puede ser activada también por la inhibicién de GAPs. Tomado y modificado de Cristoph et al.
2000 (4).

La familia de proteinas Ras juega un rol importante en redes de sefializacion
qgue permiten conectar una gran variedad de sefiales efectoras relacionadas al
control funcional de la progresion del ciclo celular, crecimiento, migracion,

cambios en el citoesqueleto, apoptosis y senescencia (5).

Las mutaciones del gen RAS en el exon 2 que codifica los codones 12 y 13,
y en el exdn 3 que codifica el codon 61, confieren una activacion constitutiva de
la proteina Ras, la cual se encuentra en el estado unido a guanosin trifosfato

(GTP) (60). Estas mutaciones, son frecuentes en alteraciones genéticas

37



Capitulo 11

encontradas alrededor de 20 a 30% de todos los tumores humanos, con
variaciones segun el tipo de tumor. Estas mutaciones resultan en la supresion de la
actividad normal GTPasa de la proteina ras. Mientras los mutantes de ras forman
complejos con GAP (proteinas de activacion GTPasa), la reaccion GTPasa de ras
no puede ser estimulada por GAP, causando un incremento de la vida media de
los mutantes Ras-GTP (60).

Con respecto a las neoplasias hematoldgicas, las mutaciones del proto-
oncogen RAS son frecuentemente observadas en neoplasias hematoldgicas como
la leucemia mieloide aguda (20 a 30%) y en el mieloma multiple (56)(60). Las
mutaciones puntuales de este proto-oncogen han sido encontradas en 10 a 40% en
pacientes con sindromes mielodisplasicos (SMD) y de 10 a 20% en pacientes con
leucemia linfoblastica aguda. De igual modo, en leucemia mielomonocitica
cronica las mutaciones de N-RAS han sido encontradas como una anormalidad
comun con una incidencia de 20 a 60%, mientras es poco comun encontrarlas en

leucemia mieloide crénica (61).

Bowen et al., (60) reportaron una frecuencia de mutaciones del gen N-RAS
de 28% en su estudio de 232 pacientes con leucemia mieloide aguda. Del mismo
modo, sefialan que las mutaciones del gen RAS son relativamente frecuentes en la
LMA vy en el SMD, siendo las mas comunes las mutaciones del gen N-RAS,

seguido por el gen K-RAS y H-RAS.

La participacion de las mutaciones de los genes RAS en la patogénesis de
LMA o SMD no esta del todo definida. Ensayos clonogénicos han permitido
identificar variantes de colonias mutantes y no mutantes de N-RAS en
progenitores de médula 6sea de LMA. Estas mutaciones del gen N-RAS fueron
encontradas solo en progenitores maduros, sugiriendo que las mutaciones de N-
RAS se asemejan mas a los eventos post-iniciacion contribuyendo a la
progresién/proliferacion de subclones en LMA (60).

6.2 Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores codifican proteinas que intervienen en la

regulacion del crecimiento o diferenciacion celular mediante un proceso de

38



Capitulo 11

control negativo y la pérdida de su funcion, contribuye directamente a la aparicion

de un fenotipo tumoral.

6.2.1 Alteraciones del gen TP53 en leucemia

El gen TP53 que codifica la proteina p53 se localiza en el cromosoma
17p13.1, se extiende a lo largo de 20kb de ADN gendmico y contiene 11 exones.
La proteina p53 se encuentra conservada en diferentes especies, de modo que las

secuencias de p53 humana y de raton presenta una similitud del 80% (62).

La proteina p53 consta de 393 aminoacidos y varios dominios que juegan un
papel importante en la regulacion, estas subunidades se han clasificado desde la
subunidad | hasta IV, como se muestra en la figura 8, la subunidad | comprende el
dominio de activacion 1 (AD1) y dominio de activacion 2 (AD2); Il: dominio rico
en prolina (PRD); I11: dominio de unién secuencia especifica al ADN (DBD); IV:
dominio de tetramerizacion (TD), y V: dominio alcalino (DB). La proteina p53
actia como regulador, deteniendo el ciclo celular e iniciando la apoptosis en
respuesta al dafio del ADN, ya sea por irradiaciones, luz UV o agentes quimicos
mutagenos, también en respuesta a cambios en el potencial redox celular, hipoxia,
senescencia, y otros factores estresantes que puedan no dafar directamente el
ADN (63).

Gen TP53

eE3 =E 4 =E 8= - g1 = ' L .ﬂ
E2 G S E6 E ES Le E‘:

, || | h }II Proteina p53
.‘1—. F\] 4'_\ 4 4
I R — e ——) g -

AD1, AD2 PRD DBD D DB

Figura 8. El gen TP53 y la proteina p53 con sus dominios. Representacion esquematica
del gen TP53 y sus exones (E1-E11). TP53 codifica una proteina de 393 aa, la cual tiene 5
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dominios: AD1-AD2, son los dominios de activacion de la transcripcion, PRD es el dominio rico
en prolina, DBD es el dominio de unidn a secuencia especifica de ADN, TD es el dominio de
tetramerizacién y DB es el dominio basico o alcalino. Arriba del dominio DBD que es el mas
grande y donde se ha registrado el mayor nimero de mutaciones, se observa un gréafico en el que
se muestra la frecuencia de hotspots en este dominio. Tomado y modificado de Rangel-Ldpez (63).

Los dominios AD1 y AD2 estan involucrados en la activacion de la
transcripcion de genes blanco, el dominio PRD es necesario para la completa
actividad supresora de p53 y se ha visto que participa en la induccion de
apoptosis, DBD participa en el reconocimiento y union de secuencias especifica
de ADN. Las mutaciones dentro de este dominio inactivan funcionalmente a p53,
particularmente cuando ocurre dentro de puntos calientes criticos (hotspots)
necesarios para la proteina, como son: para el contacto con el ADN (codones 248
y 273), 0 para la estabilidad de la proteina (codones 175, 249, 282), en estos sitios
se presentan las mayorias de las mutaciones relacionadas con céncer (63). La
proteina p53 actla como factor de transcripcion estimulando la transcripcion de
varios genes que median la detencion del ciclo celular y la apoptosis. Esta
proteina inicia la detencion de la fase G1 del ciclo celular, induciendo la expresion
del inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CDK): p21, WAF-1, Picl,
Ciply SDI-1, las cuales contribuyen al control del ciclo celular (64). La proteina
p53 también coopera con la reparacion induciendo directamente la transcripcion
de GADDA45, que codifica una proteina implicada en la reparacién del ADN. Si el
dafio no se repara con éxito, la proteina p53 activa los genes inductores de
apoptosis, como BAX, esta proteina Bax se une a la proteina inhibidora de

apoptosis Bcl-2 y la bloquea, promoviendo de esta manera la muerte celular (65).

Los andlisis realizados en el gen TP53 ha permitido evidenciar que sus
mutaciones son frecuentes en mas de 50 variedades de neoplasias humanas, como
cancer de pulmén, mama, tiroides, gastrointestinal, ovarios, leucemias/linfomas y
tumores cerebrales (64). Esto fue posible a través del estudio de aislados de lineas
de células cancerigenas, y subsecuentemente, se descubrié que tenian mutaciones
sin sentido y las proteinas mutadas tenian propiedades diferentes con respecto a

los proteinas p53 silvestres (66).

Los efectos de las mutaciones en el gen TP53 han sido descritos de la

siguiente manera, primero, en modelos de ratones se evidencio que las proteinas
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p53 mutadas tenian una vida media mas prolongada que la proteina silvestre,
conociendo que la vida media estimada es de 6 a 20 minutos y en las proteinas
mutadas se extiende a 4 — 8 horas; segundo, muchos de los complejos de las
proteinas mutadas se unen a la familia de proteinas de choque térmico hsp70 y
tercero, las proteinas mutadas pierden frecuentemente los epitopes
conformacionales observados en modelos murinos (66). Las células que presentan
mutaciones en el gen TP53 tienen la incapacidad de mantener el control del ciclo
celular, ya que la proteina p53 mutante no puede detener el ciclo celular en la fase
G1 para la reparacion del dafio en el ADN, antes del inicio de la sintesis del ADN
(64).

En las neoplasias hematoldgicas es comln observar mutaciones en el gen
TP53, con diferentes frecuencias segun la entidad. En pacientes adultos con LMA
se han reportado 15% de mutaciones de TP53 en células hematopoyéticas,
demostrando que estas mutaciones estan asociadas con rangos de edades mayores
y reduccion de la supervivencia total (28). La expresion y estructura del gen TP53
se encuentra alterada en un 20 — 30% de los pacientes con LMC en crisis
blasticas, mientras que en la fase cronica es poco comun observar la presencia de

esta mutacion (64).

Wada et al., (25) reportaron una incidencia de 2- 3% de mutaciones en TP53
en muestras de LLA de células B. Sin embargo, en la leucemia de células T, la
incidencia de mutaciones en TP53 es de 50%, interesantemente cerca del 30% de
las muestras de pacientes con recaidas presentaban esta mutacion. Otros estudios
han descrito la presencia de mutaciones en TP53 en 15% de células leucémicas de
pacientes con LLC (64).

Bowen et al., (57) investigaron la asociacion de las mutaciones en el gen
TP53 y la presencia de anormalidades cromosémicas en pacientes con leucemias
mieloide aguda, encontrando que los pacientes con LMA que presentan
anormalidades cromosomicas tales como, deleciones de los cromosomas 5, 17 y 3,
tienen un alta frecuencia de disfuncién de la proteina p53, lo cual se asocia con

prondsticos desfavorables.

A su vez, Dicker et al., (67) reportaron la relacion entre las mutaciones en

TP53 con las aberraciones cromosémicas (17p) observadas a traves de FISH, con
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el curso clinico de los pacientes con LLC, encontrando la asociacion de las

mismas con la rapida progresion de la enfermedad.

Por lo tanto, resulta de gran importancia el estudio a través de una pesquisa
de mutaciones en el gen TP53 en pacientes con leucemia venezolanos, con el fin
de conocer el espectro de las mismas de acuerdo al tipo de leucemia y su

implicacion en la evolucion clinica.

7. Farmacogenética en leucemia

La agencia europea para la evaluacion de productos médicos (The European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products, EMEA-2002) define
“farmacogenética” como el estudio de variaciones interindividuales en las

secuencias de ADN relacionadas a la respuesta a drogas (68).

La variacion individual en la respuesta a los farmacos constituye un
importante problema en la medicina actual. Esta variacion no sélo puede causar
modificaciones en la accidn de los medicamentos, sino que supone la aparicion de
reacciones adversas e interacciones medicamentosas cuyas consecuencias clinicas
a veces impredecibles, acarrean desde ligeras molestias hasta serias

complicaciones, que comprometen la vida de muchos pacientes.

Con los avances de la secuenciacion del genoma humano por el “Proyecto
de Genoma Humano” y el “Proyecto HapMap”, se comenz6 a enfocar la vision de
la medicina a un nivel mas molecular, ya que se empezaron a emplear estos datos
moleculares para una mejor clasificacién de las enfermedades, facilitando el
desarrollo e innovacion de nuevas terapias, para tratar a los pacientes con mas

especificidad, eficacia y con menos efectos adversos (68).

Todos los individuos no responden igual a un farmaco de la misma manera.
Algunos pacientes pueden experimentar efectos adversos a algunas drogas, lo que
no necesariamente ocurre con otros pacientes frente a las mismas drogas y dosis.
De esta manera, una droga puede manejar distintos niveles de eficacia en

diferentes pacientes. En el pasado, las diferencias en los indices riesgo/ beneficio
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entre pacientes que tomaban la misma droga, eran atribuidas a factores no
genéticos como edad, sexo, estado nutricional, condicion médica general (por

ejemplo: funcion hepatica y renal), y estilo de vida (dieta, alcohol, cigarrillo).

Actualmente, en adicion a estos factores, las diferencias en la genética de
los pacientes han sido reconocidas y juegan un papel importante en la respuesta

individual a las drogas.

Una de las mayores causas de la variacion interindividual de los efectos de
las drogas es la variacién genética del metabolismo de las mismas. Las
mutaciones y los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
involucradas en diferentes actividades metabdlicas o para receptores con afinidad
por las drogas, se encuentran en algunos casos con variaciones particulares segun

el grupo étnico en una misma poblacion (68).

Los polimorfismos genéticos de las enzimas metabolizadoras de drogas
conllevan a un amplio rango de distintos subgrupos en la poblacién que difieren
en su habilidad para participar en las reacciones de biotransformacion de las
drogas. Estos han sido descritos para una amplia variedad de drogas y enzimas
metabolizadoras de xenobi6ticos. Las mutaciones en estos genes producen
enzimas con disfunciones en su actividad, asi como, su ausencia parcial o total
(9).

La disposicion y destino de las drogas (farmacocinética) y su efecto
terapéutico y toxicologico (farmacodinamia), dependen de varios procesos
complejos que involucran proteinas codificadas por diferentes genes, que
influencian el transporte, metabolismo y mecanismo de accién de las drogas. Las
variaciones localizadas en una region codificante de un gen pueden ocurrir por
una sustitucién de un aminoacido en una posicién especifica y como consecuencia
puede afectar la funcion de la proteina. Cuando las variaciones ocurren en una
region regulatoria pueden afectar los mecanismos transcripcionales y
transduccionales con la consecuente modulacion de los niveles de expresion de

los productos génicos (ARNm y proteinas) (68).

Los marcadores genéticos pueden indicar nuevos blancos para drogas o

modificadores que se influencien por los efectos de las drogas y su toxicidad,
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como la reversion de la resistencia a una droga e incremento de la captacion
celular. Los intentos de la farmacogenética por el desarrollo de modelos
poligénicos, que predigan la respuesta a las drogas y a la toxicidad en individuos,
sirven para emplear regimenes de tratamiento personalizados prospectivos con el

objetivo de aumentar la eficacia y la seguridad (69).

En la figura 9, se observa esta interaccion entre las variantes gendmicas con
el metabolismo de las drogas, a través de la farmacocinética (FC) que implica la
absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién de las drogas, y la
farmacodinamia (FD), que dirige las drogas hacia su blanco hasta obtener
finalmente la respuesta al farmaco. Este conjunto de procesos actlan sobre los

efectos farmacolégicos influenciando su eficacia y toxicidad.

La exposicion al medio ambiente y susceptibilidad genética juega un rol
importante en la etiologia de las leucemias. El benceno, la radiacion ionizante y
las terapias citotdxicas son algunas de las causas propuestas de las leucemias. Los
dafos en el ADN en las células precursoras hematopoyéticas son esenciales para
el desarrollo de la leucemia, a pesar de contar con mecanismos de prevencion y

reparacion de dafios (70).
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Figura 9. Integracion de la farmacogenética. Se ilustran las variantes gendmicas de las
células de linea germinal y células leucémicas, junto a su efecto modulador y predictivo en el
metabolismo de las drogas, comprendidos por proceso farmacocinéticos (FC) y farmacodinamicos
(FD). Tomado y modificado de Cheok et al., 2009.

Las enzimas metabolizadoras de drogas catalizan o modifican los grupos
funcionales de las moléculas de las drogas (clasificadas como reacciones de fase
I) o la conjugacién de las drogas con sustancias enddgenas para hacer mas
rapidamente excretadas (clasificadas como reacciones de fase II). Los
polimorfismos genéticos influencian el metabolismo de las drogas y su
disposicion. Las enzimas citocromo P450 y las quinonas oxidoreductasas son
ejemplos de las enzimas de fase I. Del mismo modo, las enzimas de fase Il
incluyen las Glutation S-Transferasa (GSTs), Tiopurina S-Metiltransferasa
(TPMT) y UDP glucoronosil Transferasa (UGT) (69). Los polimorfismos en los
genes que codifican las enzimas destoxificadoras producen la variabilidad en la
capacidad de metabolizar los carcindgenos medioambientales. Esto puede explicar
las diferencias inter-individuales en el riesgo al desarrollo de leucemia como

resultado a exposiciones exogenas.

En esta tesis doctoral, se estudié uno de los componentes de los mecanismos
de destoxificacion, a través del estudio de polimorfismos genéticos de Glutation
S-Transferasa, asi como, los polimorfismos genéticos de Metilentetrahidrofolato

Reductasa, involucrados en el metabolismo del folato.

7.1 GST (Glutatién S-Transferasa) ec 2.5.1.18.

La superfamilia de isoenzimas Glutation S-Transferasa (GSTs) regula el
metabolismo y destoxificacion de sustancias extrafias introducidas en las células;
esto por medio de reacciones de fase Il; ya que catalizan la conjugacion de
farmacos, mutagenos, carcin6genos, contaminantes ambientales y algunos
compuestos enddgenos que podrian dafiar tanto al ADN, como a los lipidos de
membrana, tales como: epoxidos, hidroxidos, aldehidos, y los productos
generados por el catecol, especies reactivas del oxigeno inducida por el dafio a las
moléculas intracelulares (71) (todos considerados moléculas electrofilicas

altamente reactivas), con L-glutation que actda como un escudo protector, ya que
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al unirse a estas moléculas impide que ellas formen aductos con proteinas y/o
acidos nucleicos, lo que conlleva a la generacién de compuestos menos reactivos
y mas solubles (polares), facilmente eliminados de la célula a través de

transportadores de membrana especificos (72).

Un segundo mecanismo, que también usa glutation (GSH) como sustrato,
consiste en la reduccion de peroxidos con la oxidacion concomitante de GSH y un
tercer mecanismo implica sencillamente la asociacion de un ligando con la GST
en una asociacion no covalente. Por tanto, esta enzima determina la cantidad de

farmaco activo que puede existir en el tejido.

Debido a los mecanismos que por lo general emplea esta enzima GST, se
establece que tiene una funcion en la proteccion celular, contrarrestando la accién
de sustratos electrofilicos y productos de estrés oxidativo. Inversamente, las GST
catalizan también algunas reacciones que convierten precursores no toxicos en
agentes toxicos, tal es el caso del bencil, isotiocianato de fenetilo y haluro de
alquilo, conllevando a una mayor toxicidad de los mismos en vez de la
destoxificacion (73).

Caracteristicas de la estructura de la proteina GST:

- Se compone de 200 a 250 aminoacidos con una masa molecular que va desde
20 hasta 28 kDa. Se caracterizada por un eje binario y un sitio de union
independiente en cada subunidad.

- EIl pliegue basico de cada subunidad de GST contiene dos dominios: un
dominio N-terminal y un dominio C-terminal. EI dominio N-terminal consta
de hélices de cadenas o y 3. Los dos motivos estructurales del dominio N-
terminal se compone de la N-terminal 1 ol B2 y el C-terminal 33 4 o3, que

estan unidos por un lazo largo que alberga el a-hélice a2 (74).

- El dominio C-terminal es a-helicoidal y estd conectado con el dominio N-
terminal por una corta secuencia de union de aproximadamente 10 residuos. A
diferencia del dominio N-terminal, el dominio C-terminal es muy variable con
respecto a la secuencia y la topologia lo que conduce a distintas

especificidades de sustrato hidrofébico.
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- El sitio activo esta formado por los residuos de los dominios N-y C-terminal.
Se compone de dos sub-sitios: un sitio especifico de glutation (G-site)
construido a partir de residuos del dominio N-terminal, y un sitio de union del
sustrato hidrofébico (H-site), formada por cadenas laterales no-polares del
dominio C-terminal. Un residuo de Tyr se conserva en el sitio activo de
mamiferos clases Alfa, Mu y Pi, y un residuo Ser conservado en Theta, Zeta,
Phi, Tau y clases de Delta, estan involucrados en la activacion catalitica de
GSH, actuando como enlace de hidrogeno a los donantes el grupo tiol del
GSH. Esto conduce a la formacion y estabilizacion del anion tiolato muy
reactivo, que es susceptible a un ataque nucleofilico por un sustrato electroéfilo
(72)(75).

Isoenzimas de Glutation S-Transferasa:

En mamiferos estas isoenzimas (GSTs) existen como homodimeros
(proteinas compuestas por dos subunidades idénticas), o como heterodimeros.
Tienen una masa molecular de aproximadamente 25 kDa por subunidad y un sitio
activo por mondmero. Se clasifican en seis subfamilias (alfa, mu, omega, pi, theta
y zeta) que se diferencian tanto en su secuencia, propiedades inmunoldgicas y

papel fisiolégico.

Clasificacion de las subfamilias de GST:

- Alfa (o): codificadas por el gen GSTA1-2 localizado en el cromosoma 6.

- Mu (p): codificadas por el gen GSTM1-5 localizado en el cromosoma 1.

- Omega (0): codificadas por el gen GSTO1 localizado en el cromosoma 10.
- Pi(n): codificadas por el gen GSTP1 localizado en el cromosoma 11.

- Theta (0): codificadas por el gen GSTT1-2 localizado en el cromosoma 22.

- Zeta (£): codificadas por el gen GSTZ1 localizado en el cromosoma 14.

47



Capitulo 11

A pesar de existir seis subfamilias conocidas de GST, se realiz6 énfasis en
tres de las subfamilias principales en los seres humanos, designadas como: GSTy,
GSTO, GSTPn. Cada una de estas subfamilias estdn compuestas por varios

miembros, algunos de los cuales muestran polimorfismo genético (76).

- GSTML1: esta proteina es codificada por el gen GSTM1, que se encuentra
localizado en la region 1pl3 y codifica para un enzima de 218
amino&cidos. Se ha encontrado expresada en el higado y en menores
cantidades en testiculo, cerebro, glandulas suprarrenales, vejiga, rifion y
pulmon. Esta enzima aparentemente no es inducible (ni tampoco se puede
inhibir in vivo). Tiene importancia como enzima destoxificadora porque
entre sus substratos, se encuentran cantidades de hidrocarburos

policiclicos carcinogénicos.

Se conocen hasta el presente tres polimorfismos en el gen GSTM1, uno de
los cuales causa la desaparicion de esta enzima en portadores homocigotos
(GSTML1 nulo) lo que conduce a la ausencia de actividad de la enzima fenotipica,
(77) siendo el polimorfismo mas importante en el locus GSTM1, una delecion

parcial que conlleva una pérdida total de la actividad enzimaética.

El gen GSTML1 es delimitado por regiones idénticas de 4.2 kb. El genotipo
GSTM1™ nulo (GSTM1*0) se origina por recombinacién homologa entre dos
regiones repetidas, las cuales resultan en una delecion de 16 Kb que contienen la
region entera del gen GSTM1 (figura 10). EI gen GSTML1 es escindido, quedando
los genes adyacentes GSTM2 y GSTM5 intactos (78).
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Figura 10. Localizacién estructural del cluster de 100 Kb que codifica la subfamilia
GST mu (cromosoma 1p13.3). La figura indica el evento de recombinacién homdloga que puede
ocasionar el alelo nulo GSTM1" (78).

La frecuencia de este polimorfismo es del 50% en personas de raza
caucasica pero puede llegar hasta méas del 60% en otras poblaciones (79). Se han
detectado importantes diferencias en la expresion de esta enzima en diversas razas
étnicas y se ha tratado de relacionar esto con la incidencia de ciertos canceres en
poblaciones europeas, particularmente cancer de la vejiga en pacientes con

genotipo homocigoto nulo.

- GSTT1: el gen GSTT1 se encuentra localizado en la region 22q11.
Codifica para una proteina de 240 aminoacidos. GSTT1 también
presenta una mutacion asociada a ausencia de actividad enzimatica
cuya presencia es menor en personas de raza caucasica (20%) (79).

Esta clase s6lo muestra 7% de identidad de la secuencia en general con
respecto a las clases Alfa, Pi y Mu. Ademas, a diferencia de las enzimas de clase
Alfa, Mu y Pi, en la clase Theta de GST existe una serina cataliticamente esencial
en lugar de una tirosina en la regién N-terminal (80). En humanos, la GSTT1 se
expresa en eritrocitos y juega un rol en la destoxificacion de xenobioticos y

carcin0genos.

La subfamilia GST theta consiste en dos genes, GSTT1 y GSTT2, separados
por una region de 50 Kb aproximadamente. Los analisis de la region de 119 Kb

revela a los genes ubicados en dos regiones que flanquean a GSTT1, los genes
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HA3 y HA5, con mas de 90% de homologia entre si (figura 11). Los genes HA3 y

HA5

contienen dos repeticiones idénticas de 403 pb, que probablemente al

recombinarse, se genere como consecuencia el alelo GSTT1™ (78).

HAY GSTTI HAS GSTT2 GSTI2P
. / / \ \‘\
Alelo wild ’ / \ o
/ / \ \\~

Alelo nulo

Figura 11. Localizacion estructural del cluster génico que codifica la subfamilia GST

theta (cromosoma 22q11.2). El alelo nulo GSTT1  se origina por recombinacion homéloga de las

repeticiones de 403 pb que se encuentran a su izquierda y derecha, las cuales resultan en una

delecion de 54 Kb que contiene el gen GSTT1 entero.

GSTP1: se encuentra en la region del cromosoma 11913 y codifica para
una proteina de 210 aminoéacidos (81). Se expresa en varios tejidos extra
hepaticos como: cerebro, y en menor cantidad en corazon, pulmones,
testiculos, rifidn y pancreas. Sus substratos son: Acrilaldehido, acido
etacrinico y clorodinitrobenceno (82). Ademas también metaboliza una
gran variedad de carcindgenos potenciales, incluyendo quimicos derivados
del humo del cigarrillo tales como el benzo(a) pireno diol epoxido y

acroleina.

Tiene un polimorfismo en el codon 105 donde una transicion A/G

(Adenina/Guanina), cambia los aminoacidos Isoleucina por Valina, provocando

diferencias en la afinidad de union a los sustratos y en su actividad catalitica

(71)(83). Y otro polimorfismo se ubica en el codon 114 cambiando Alanina por
Valina (80).
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Varios estudios poblacionales han demostrado que existe una relacion entre
el polimorfismo GSTP1 1105V (rs1695) y la susceptibilidad a desarrollar cancer
de seno, pulmon, cerebro, esofago, y vejiga y testiculo (84). Se sospecha que
modificaciones genéticas de las enzimas metabolizadoras de glutation pueden

tener efecto sobre la incidencia de ciertos canceres.

Existen muchos estudios que han intentado asociar la presencia de estos
polimorfismos con numerosas enfermedades dentro de las cuales se encuentran:
ciertos tipos de céncer, enfermedades del sistema nervioso central, leucemia,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica y otros sindromes menores; sin
embargo estos estudios arrojan hasta ahora resultados inconsistentes o

contradictorios (79).

Algunos grupos han investigado la asociacion de polimorfismos de los
genes GSTM1, GSTT1 y GSTP1 con diversos tumores malignos como el cancer de
pulmon (inducido por el tabaco), el de vejiga, el de mama vy el gastrointestinal
(82)(77).

Diversos estudios proponen la existencia de un mayor riesgo de desarrollo
de neoplasias, para individuos con genotipos de GST cuyas proteinas poseen una
menor actividad enzimatica (82)(85). En cambio, otros estudios establecen que las
GST, pueden conferir resistencia a agentes quimioterapéuticos citotoxicos
utilizados para tratar cancer. Postulados mas recientes han tratado de relacionar
los polimorfismos genéticos de GST con leucemia, y han arrojado resultados en el
que se han observado asociaciones con el riesgo de recaida en la leucemia
linfoblastica infantil (86).

Sin embargo, en contraste con el papel de la GST en la carcinogénesis
ambiental, los genotipos de GST con una menor actividad enzimatica, pueden ser
de ventaja para las personas que reciben tratamiento de quimioterapia en
enfermedad neoplasica, porque la desintoxicacion potencialmente reducida mejora
la eficacia de los farmacos antineoplasicos, lo cual se asocia con una mayor tasa
de supervivencia, ya que los efectos antineoplasicos tanto de la quimioterapia
como de la radioterapia son debidos, en gran medida, a la generacion de especies
reactivas de oxigeno. Puesto que las isoformas de GST determinan un

aclaramiento de estas sustancias, parece logico encontrar que una actividad menor
51



Capitulo 11

de la enzima se asocie a mejores respuestas. En cualquier caso, hay otros estudios
que concluyen que los déficits enziméticos se asocian a una menor supervivencia.
Estos resultados contradictorios, probablemente, se deban a que, en la mayoria de
los casos, los regimenes terapéuticos contienen varios farmacos y por tanto, los

resultados de los diferentes estudios no son comparables.

La importancia de la GST en mecanismos de destoxificacion y resistencia a
farmacos, y la disponibilidad de una familia amplia de isoenzimas, que esta
distribuida irregularmente en cuanto a sus miembros, con respecto al tejido
normal y tumoral, combinada con diferencias entre los miembros de la familia en
especificidad de sustratos y sensibilidad a inhibidores, hace que esta familia sea
un objetivo importante para disefiar terapias para condiciones asociadas con

malignidad.

En particular, parece que los niveles de GST, especialmente de ciertos
subtipos de la misma, estan elevados en células de tumores que han adquirido
resistencia a farmacos quimioterapéuticos. Asi, el uso de pro farmacos activados
por GST, es particularmente eficaz, para atacar células de tumores que han
adquirido resistencia a farmacos. Sin embargo, hay que destacar que la
quimioterapia es un arma de doble filo, puesto que la administracion de drogas
citotoxicas que eliminan células tumorales, produce la inevitable muerte de un
importante numero de células sanas, debido a la falta de selectividad de este tipo
de tratamiento.

Los polimorfismos de GST pueden afectar la supervivencia al cancer, pero
pocas investigaciones epidemiolégicas moleculares han considerado que el rol en
la variacion genética de estas enzimas es determinante en la supervivencia. Las
hipbtesis acerca de los polimorfismos de GST y la supervivencia han sido
desarrollados a través de dos lineas de razonamiento: a) varios agentes
quimioterapéuticos son sustratos para la conjugacion catalizada por GST, como
los productos celulares del dafio de especies reactivas de oxigeno, asi como los
pacientes pueden diferir en la respuesta a las quimioterapias y radioterapias
dependiendo de la actividad de GST; y b) los genotipos de GSTs susceptibles han

sido reportados asociados con patrones caracteristicos de cambios somaticos en el
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tejido tumoral (por ejemplo, mutaciones de TP53 y RAS), y asociandolos con la
tasa de supervivencia. (87)

Investigadores han reportado la influencia de los polimorfismos genéticos
en los prondsticos de leucemia después de la quimioterapia. Fue reportado que el
genotipo nulo de glutation S-transferasa theta 1 (GSTT1) esta asociado con un
pronostico desfavorable en leucemia mieloide aguda en nifios por presentar una
menor supervivencia en comparacion con aquellos que presentaban el genotipo
GSTT1 wild type (88). Naoe et al., (89) estudiaron la significancia pronostica del
polimorfismo del gen GSTT1 y GSTM1 ademas de otras enzimas en pacientes con
leucemia mieloide aguda, encontrando que el genotipo GSST1 fue asociado a un
peor pronostico en comparacion con GSTT1", debido a un incremento de muerte
temprana después de la quimioterapia inicial.

Aydin- Sayitoglu et al., (70) estudiaron los polimorfismos de los genes
GSTT1 y GSTM1 en pacientes con leucemia aguda, adultos e infantiles,
encontrando que las frecuencias de genotipos nulos de GSTM1 se observan
incrementadas en pacientes con LLA y LMA comparado con los controles.
Adicionalmente, los individuos con genotipo GSTM1 nulo no metaboliza los
aductos de ADN incrementados que conllevan a mutaciones en oncogenes 0 genes
supresores de tumores, finalmente estos autores concluyen que el polimorfismo de
delecion de GSTML tiene un rol en la susceptibilidad en el adulto en comparacion
con los infantes y en el riesgo de LMA.

7.2 Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

El gen MTHFR esté4 localizado en el cromosoma 1p36.3 y consta de 11
exones, los cuales tienen una extensién variable de entre 102 a 432 pares de base
y 10 intrones (90) (figura 10).
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Figura 12. Mapa genético del gen MTHFR. El gen MTHFR esta localizado en la region
36.3 del brazo corto del cromosoma 1, esta integrado por 11 exones en intrones de longitud

variable (90).

La enzima MTHFR es la encargada de proveer los grupos metilo a la célula,
cataliza la conversion de 5-10 metilentetrahidrofolato en 5-metiltetrahidrofolato
(5-MTF), que es la forma circulante predominante del folato. ElI 5-MTF participa
en la remetilacién de la homocisteina, proceso dependiente de la vitamina B12,
donando un grupo metilo para la sintesis de metionina, reaccion catalizada por la
enzima metionina sintetasa, la cual utiliza vitamina B12 como cofactor. La
metionina es metabolizada por la enzima metionina adenosiltransferasa a S-
Adenosil Metionina (ASM), la cual actia como donador universal de grupos
metilo en humanos por medio de la enzima metil transferasa, en procesos de
metilacién de ADN, proteinas, neurotransmisores y fosfolipidos. El producto de
esta reaccion genera S-adenosil homocisteina que es metabolizada, por la enzima

adenosilhomocisteinasa, que elimina adenosina y forma homocisteina (91).
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La homocisteina (HCY) es un amino&cido sulfurado. Es producida por la
desmetilacion intracelular de la metionina y es exportada al plasma, donde circula
principalmente en forma oxidada. Se une a las proteinas del plasma como el
bisulfuro mixto y la HCY con albdmina, en forma de bisulfuro de HCY vy en
pequefias cantidades en forma reducida. Entre los factores que influyen en la
concentracion sérica de HCY en humanos, se consideran los siguientes: genéticos
(por la presencia de polimorfismos en genes que codifican para enzimas o
transportadores proteicos involucrados en el metabolismo de la homocisteina;
nutricionales (principalmente implicados con la captacion de folato y la vitamina
B12); demograficos; fisioldgicos (como la edad y la presencia de embarazo);
patoldgicos (presencia de enfermedades); trasplantes y el consumo de ciertos

medicamentos (91).

La enzima MTHFR tiene un papel paralelo, debido a ya que el 5-MTF
participa en la produccion de dTMP via timidilato sintetasa y sintesis de purina,
por lo tanto, juega un papel importante en la provision de nucleétidos esenciales
para la sintesis de ADN (69)(92).

El Metotrexato (MTX) (&cido 4-amino-N10-metilpteroilglutdmico) es un
anti metabolito, andlogo del acido félico. Es un inhibidor reversible de la
dihidrofolato reductasa, enzima necesaria para la conversion de acido folico a su
forma activa, el tetrahidrofolato. Este Giltimo compuesto sirve como donador de un
fragmento de carbono para la sintesis de timidina in vivo. De esta forma, el MTX
actla como un potente inhibidor de la sintesis del ADN. Se clasifica como un
agente especifico de fase, ya que elimina células durante la fase S del ciclo celular
y tiene su mayor eficacia cuando inicia la fase logaritmica de su proliferacion. Los
efectos toxicos del MTX no pueden ser revertidos ni siquiera con dosis altas de
acido fdlico. Sin embargo el acido polinico (factor leucovorin), que es el analogo
del tetrahidrofolato, puede inhibir el bloqueo enzimatico si se administra en las

primeras 48 horas después de administrar MTX (93).

El MTX contiene un anillo timidilato, un &cido paraminobenzdico y un
acido glutamico, su estructura es muy similar a la del acido fdlico, como se

muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Estructura del Metotrexato.(94)

El ingreso del MTX a la célula es mediado via receptor de folatos y por el
transformador de membrana RFC. Una vez en el interior de la célula es
poliglutamizado por la enzima poliglutamato sintetasa 16, tanto el MTX como el
MTX poliglutamizado inhiben a la enzima Dihidrofolato reductasa, evitando asi la
formacion de Tetrahidrofolato. Y de esta manera se inhibe la formacién de purinas

y en consecuencia la sintesis de ADN (Figura 14).

Existe una gran variabilidad entre los pacientes con respecto a la respuesta
farmacoldgica al MTX y a su toxicidad, la cual puede ser una limitante del
tratamiento. Una de las causas para esta variabilidad es la aparicion de

polimorfismos en genes que codifican enzimas dianas del MTX.
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Figura 14. Mecanismo de accion del Metotrexato. TMP timidinmonofosfato, dUMP
desoxiuridinmonofosfato, FH2 dihidrofolato, TTP timidintrifosfato, RFC proteina acarreadora de
folato, DHFR dihidrofolato reductasa, MTHFR metil tetrahidrofolato reductasa. Tomado y

modificado de Kaltsonoudis et al. (95)

Hasta ahora se han descrito mas de una docena de polimorfismos del gen
MTHFR, de éstos, las variantes 677 C/T y 1298 A/C se han asociado con efectos
adversos graves y eficacia farmacologica alterada. El polimorfismo 677 C/T
produce una enzima MTHFR con sélo el 35% de actividad residual, esta
deficiencia altera la distribucion de los folatos intracelulares y potencia la accion
farmacoldgica de farmacos como el metotrexato produciendo entre otras cosas
una mielosupresion grave. Este polimorfismo en la posicion 677 es bastante
comun, siendo el 10% de las personas caucasicas homocigotas para la mutacion
(genotipo 677 T/T), mientras que el 40% de la poblacion es heterocigoto y tiene el
60% de actividad enzimatica (96)(97).

La homocigocidad para el alelo MTHFR 677 T/T, resulta en una
disminucion de su actividad en un 70%, en comparacion con sujetos no
homocigotos para este polimorfismo, con un aumento en los niveles de
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homocisteina en el caso de la ingesta baja de &cido folico. Esta variabilidad se ha
asociado con aumento de toxicidad en pacientes con LLA; un ejemplo de ello es
el estudio de Chiusolo et al., donde encontraron que el genotipo T/T del gen
MTHFR (677T) estaba asociado con un incremento en la toxicidad del MTX en

médula dsea, higado y mucosas en pacientes italianos con LLA (98).

La presencia de la variante alélica 677T se ha asociado con intolerancia al
metotrexato en tratamientos de leucemia, artritis reumatoide o artritis idiopatica
juvenil por aparicion de efectos secundarios como sintomas gastrointestinales,
elevacion de transaminasas, vomitos, rash cutaneo, etc. También se ha asociado a
mayor indice de recidivas en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica,
aguda tratados con MTX (99).

Otro polimorfismo descrito en el gen MTHFR es la transicion 1298 A/C, la
cual resulta en la sustitucion del aminoéacido glutamato por alanina en la posicion
429 del dominio regulatorio de la enzima MTHFR. Tanto el genotipo homocigoto
como el heterocigoto (A/C o C/C) se han asociado a una actividad MTHFR
alterada. Los individuos homocigotos para la mutacién representan
aproximadamente el 10% de la poblacién (99). Se ha reportado que la
homocigocidad del alelo 1298 A/C mutado, induce una disminucion en la

actividad enzimética.

De acuerdo con algunos estudios, los individuos heterocigotos compuestos
para los alelos 677 C/T y 1298 A/C, los cuales presentan un genotipo 677C/T-
1298A/C, tienen una reduccion en la actividad in vitro de la MTHFR de 40 a 50%
y un perfil bioquimico similar al observado en individuos con homocigocidad
para el alelo 677 C/T, con incremento en los niveles de homocisteina y

disminucion de los niveles de folato (100)(101).

Hasta la fecha, ademas de los dos polimorfismos ya descritos, se han
identificado mas de 20 mutaciones en el gen MTHFR, que causan deficiencia
enzimatica severa. Algunos otros cambios descritos son poco frecuentes y sélo
estan presentes en algunas familias con un cuadro clinico que incluye: retardo
psicomotor, debilidad muscular proximal, marcha inestable, patologia vascular

(trombosis vascular) y homocisteinuria (102). Por otro lado, se ha establecido que
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una estrategia de dosificacion del metotrexato basada en el genotipo MTHFR es

menos costosa y mas efectiva que las estrategias convencionales.

7.3 Supervivencia global y libre de evento asociada a los genotipos de
MTHFR 677 y 1298 en pacientes con LLA

En mdltiples ocasiones se busca conocer el tiempo de ocurrencia de un
evento especifico de interés, ya sea este beneficioso como la curacion, perjudicial
como la muerte o incluso indiferente como cambio de tratamiento o recaida
(292)103. Para evaluar la respuesta de los pacientes a un tratamiento en particular
se realizan los analisis de supervivencia global y libre de evento. Estos pardmetros
permiten conocer el comportamiento de la poblacion en estudio con respecto al
desenlace de la enfermedad, para asi determinar la eficacia que pueda tener dicho
tratamiento, y de esta manera ajustar los protocolos utilizados aumentando con

esto, no solo la calidad sino el tiempo de vida de los pacientes (104).

Se conoce como supervivencia global, el tiempo que transcurre desde que
un individuo contrae una enfermedad o la fecha de diagnoéstico de la misma hasta
que fallece o se demuestra su curacion por un seguimiento mantenido de por vida.
Por otra parte, la supervivencia libre es definida como el espacio de tiempo que
media entre la remision completa por cualquier método terapéutico y su recaida
(104).

Uno de los métodos utilizados para la estimacion de dichas supervivencias
es el de Kaplan-Meier, el cual, es un método no paramétrico que consiste en
estimar la probabilidad de supervivencia de un grupo de pacientes en un intervalo
de tiempo definido. La variable estudiada es el tiempo que transcurre hasta que el
evento (muerte, curacion o recaida) ocurra; esta diferencia de tiempo corresponde
a la duracion de la supervivencia. La funcion de supervivencia de Kaplan-Meier
consta de una serie de escalones de lineas rectas, horizontales entre dos tiempos
de ocurrencia del suceso consecutivo, y una caida vertical en cada tiempo en la

que un evento ocurre (105).

En el cancer, como en el caso de la LLA, conocer la supervivencia es un
buen indicador de severidad de la enfermedad y de prondstico durante una

determinada cantidad de tiempo. Tipicamente, el prondstico del cancer se valora
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determinando el porcentaje de pacientes que sobrevive al menos cinco afios
después del diagnostico. De igual manera, permite predecir el tiempo y la
probabilidad de recaer luego de presentar una remisién completa de la enfermedad
(106). En Venezuela, los estudios de supervivencia en LLA fueron iniciados por
Guevara J, Arends A et al., a través de la evaluacion de la respuesta al tratamiento
con el protocolo nacional 80 en la Unidad de Hematologia y Banco de Sangre del
Hospital Universitario de Caracas durante el periodo de 1980 — 1985. Encontraron
una remision completa de 86% con una sobrevida libre de enfermedad de 11
meses en el 50% de los pacientes infantiles con LLA de riesgo estidndar; en
referencia a los pacientes con alto riesgo, solo alcanzaron la remision completa el
66% de ellos con una sobrevida libre de enfermedad de 6 meses, siendo ésta

inferior en comparacion al grupo de riesgo estandar (30).

Perera et al., realizaron un estudio de seguimiento en 209 nifios con LLA
que fueron tratados con el protocolo 87-01 del Dana Faber Cancer Institute
(DFCI) modificado por el Grupo Cooperativo del Instituto Venezolano de los
Seguros Sociales (GC-IVSS) entre los afios 1989 y 1998. Evaluaron la
supervivencia libre de enfermedad en los nifios tratados con Epirrubicina frente a
los tratados con Doxorrubicina; asi como tambien evaluaron los resultados de
protocolos de radioterapia y Metotrexato intratecal en los pacientes de alto riesgo
y los de muy alto riesgo. La supervivencia libre de evento en pacientes con riesgo
estandar tratados con este protocolo fue de 72% + 4%, en los pacientes de alto
riesgo fue de 62% + 4% y en los pacientes con muy alto riesgo fue de 63% +
11%; al comparar los 3 sub grupos no se encontrd asociacion estadisticamente
significativa (p-value: 0,18712); sin embargo, este estudio demostré que los
pacientes con LLA que presentan un menor riesgo tienen una mayor tasa de

supervivencia libre de enfermedad (107).

Un estudio clinico-epidemioldgico, descriptivo y retrospectivo realizado
mediante la revision de historias clinicas de pacientes menores de 18 afios, en el
Hospital Universitario de Caracas, tuvo como objetivo identificar los aspectos
clinico-hematoldgicos, evolucion terapéutica y morbimortalidad en nifios con
LLA de novo tratados con el Protocolo Total XV modificado que incluye

Metotrexato. Los resultados encontrados mostraron que la sobrevida global y la
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sobrevida libre de enfermedad con una mediana de seguimiento de 50 meses, fue:
19,2% vy 10,3%, respectivamente, sugiriendo que la estrategia para adaptar el
Protocolo Total XV modificado en el Servicio de Hematologia, no fue efectiva
para mejorar la Sobrevida de estos pacientes al compararlo con la literatura

internacional (157).

Son muchos los factores que tienen un impacto en el tratamiento y la
supervivencia de los pacientes con LLA, como la edad, el sexo, la raza, el
recuento inicial de leucocitos y la presencia de translocaciones cromosémicas.
Desde hace varios afios se sabe que los polimorfismos de un solo nucledtido
(SNPs) son algunas de las variaciones genéticas de la poblacion que influyen
mucho en la respuesta al tratamiento de pacientes con LLA, modificando el
metabolismo de los agentes quimicos utilizados en la quimioterapia por afectar a
la actividad normal de las enzimas implicadas en el metabolismo de los farmacos.
Es por esto, que estos SNPs, tienen un papel muy importante en el resultado y

supervivencia adecuados de los pacientes con LLA bajo tratamiento (108).

Dos polimorfismos en el gen que codifica la enzima
metilentetrahidrofolato reductasa, MTHFR 677 y 1298, se han visto relacionados
con la superviviencia en pacientes con LLA tratados con metotrexato. Ojha et al.,
realizaron un estudio en los nifios diagnosticados con LLA entre las edades de 0 y
19 afios que evaluaron el polimorfismo MTHFR 677 C/T en relacion con la
supervivencia, identificando seis estudios con 909 pacientes pediatricos con LLA.
Evidenciaron que los nifios con LLA con al menos un alelo mutado T pueden
tener un mayor riesgo relativo de mortalidad, con mayor significancia estadistica
parael genotipo MTHFR 677 T/T.En base a esto, concluyeron que la
genotipificacion del polimorfismo MTHFR 677 al momento del diagndstico
podria proporcionar una opcion para la individualizacion del tratamiento y reducir

aun mas la mortalidad en nifios con LLA en ciertas poblaciones (109).

Tantawy et al., demostraron en nifios egipcios, que el genotipo T/T de
MTHFR 677, se asoci6 significativamente con la recaida y la supervivencia
global (110). Por su parte, Radtke et al., en nifios alemanes, evidenciaron que el
genotipo MTHFR 1298 A/C se ve asociado con una disminucion en la

supervivencia libre de evento, con respecto al genotipo wild type A/A (111).
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En América Latina, especificamente en el Centro Estatal de Cancerologia de
Durango- México, Zaruma Torres et al., publicaron su estudio titulado “Impacto
de polimorfismos genéticos de la via metabdlica del metotrexato sobre la
sobrevida de nifios mexicanos con leucemia linfoblastica aguda (LLA)” que tuvo
como objetivo determinar la asociacion de 10 polimorfismos genéticos de la via
del folato: en transportadores celulares (COL18A1, SLC19A1, ABCBl y
ABCCY5) y las enzimas folilpoliglutamil sintetasa (FPGS) y xantina oxidasa (XO),
con la sobrevida de los nifios con leucemia linfoblastica aguda con un seguimiento
de 5 afios, en el que se estudiaron 39 nifios con la enfermedad y que eran tratados
con MTX y 102 controles sin la enfermedad. Estos investigadores concluyeron
que solo el polimorfismo de la XO present6 riesgo para leucemia linfoblastica
aguda; asi mismo, se encontrd una asociacién importante entre los portadores del
polimorfismo FPGS que modificaria la sobrevidas de los pacientes tratados con
MTX (112).
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

Marco metodoldgico

3.1 Poblacién

Pacientes

La muestra poblacional estuvo conformada por 122 pacientes de ambos
sexos y diferentes edades diagnosticados con leucemia que asistieron a la consulta
del Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Caracas. Los pacientes
se prestaron voluntariamente al estudio después de ser notificados de la finalidad
del mismo y firmado el consentimiento informado, aprobado por el Comité de
Bioética del Hospital Universitario de Caracas y siguiendo las directrices de la
Declaracion Universal sobre Bioética y Derechos Humanos, y la Declaracion de

Helsinki de la Asociacion Médica Mundial. (Anexo I)

- Criterios de inclusion: Fueron incluidos en el estudio pacientes con

diagnostico de leucemia en cualquier fase de la enfermedad, que
estuvieran o no bajo un protocolo de tratamiento quimioterapéutico para el
momento de la toma de la muestra.

- Criterios de exclusion: Fueron excluidos del estudio individuos sanos e

individuos con diagndstico de otra patologia diferente a la leucemia.

Controles

El grupo control consistio en 322 individuos voluntarios sanos de diferentes
regiones geogréaficas y grupos étnicos de Venezuela. Voluntarios no estaban

relacionados entre si ni con los pacientes.
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3.2 Muestras

El anélisis experimental se realizd usando muestras de ADN y/o ARN
humano, el cual fue extraido a partir de muestras de sangre periférica o de médula
6sea (MO), dependiendo del caso del paciente. En la poblacion control solo se

obtuvo muestras de sangre periférica.

3.3 Procedimiento de toma de muestra

Fueron recolectados aproximadamente 5 ml de sangre periférica en adultos,
3 ml en nifios y/o 2 ml de aspirado de médula 6sea (MO) de cada paciente. La
muestra de sangre periférica se obtuvo por puncién venosa en la region del
antebrazo y el aspirado medular a traves de una puncion y extraccion de la cresta
iliaca postero-superior previa asepsia y luego de aplicar anestesia local. Ambas
muestras se almacenaron en tubos al vacio con sal sédica al 10% (EDTA) como
anticoagulante. Este altimo procedimiento fue realizado por médicos del Servicio
de Hematologia. Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de
Investigacion de Hemoglobinas Anormales (LIHA) ubicado en el Instituto

Anatomico José Izquierdo en la Universidad Central de Venezuela.

Los procedimientos experimentales se basaron en una serie de protocolos
partiendo de la extraccién del material genético (ADN y ARN), posteriormente se
realizaron las determinaciones de los genotipos, la deteccion de las mutaciones y
los polimorfismos genéticos, finalmente se realizaron los andlisis estadisticos con
la finalidad de conocer si existe asociacion entre los resultados encontrados con el
riesgo de padecimiento de leucemia y el impacto que tienen como factores
pronosticos de la evolucion y en la supervivencia de la enfermedad en los

pacientes venezolanos.

3.4 Obtencidn de la muestra
3.4.1 Aislamiento de células mononucleares humanas

La separacion y obtencion de celulas mononucleares humanas se realiz
bajo el protocolo de separacion de fracciones globulares por centrifugacion en
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gradiente de densidad (Mongini, 1996)(113), utilizando 3 ml del reactivo Ficoll-
Hypaque 400 (Pharmacia), el cual fue agregado en tubos del tipo falcon
debidamente identificados para muestras de sangre periférica o de médula dsea,
luego cuidadosamente se agregd 5 ml de sangre por las paredes del tubo,
procurando no mezclar ambas fases. Para las muestras de médula dsea se
agregaron 15 ml del reactivo Ficoll- Hypaque y cuidadosamente se agrego la
muestra al tubo. Posteriormente se centrifugd a 3.000 r.p.m. durante 30 minutos.
Se recolectaron los leucocitos y se trasvasaron a otro tubo falcon. A los leucocitos
provenientes de las muestras de sangre periférica se les agregé 8 ml de buffer
esteril TE (Tris-HCI 10mM: EDTA 0.2mM) vy a los provenientes de las muestras
de médula 6sea se completd hasta 12 ml con buffer TE. Se realizaron 3 lavados
con buffer TE y se centrifugd a 3.000 r.p.m. por 10 minutos cada uno. Al terminar
el dltimo lavado se descartd el sobrenadante y el paquete de leucocitos se

resuspendio en 500 ul de buffer TE y se almaceno a -20°C hasta su posterior uso.

3.4.2 Obtencidn del material genético

e Extraccion de ADN:

El ADN se aislé a partir de los leucocitos por el método de Welsh y Bunce
(114). Se emple6 el método modificado de Miller et al (115). El paquete de
leucocitos previamente almacenado a -20°C, se dejé reposar a temperatura
ambiente y se le agregé 9 ml de Buffer de lisis de glébulos rojos (RCLB) (0,144
mol-1" de cloruro de amonio, 1 mol-I™* de bicarbonato de sodio), se mezclé por
inversion y se congeld a -20°C por 30 minutos. Luego, se dejo descongelar y fue
centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos. Se descartd el sobrenadante y se agrego
2 ml de RCLB (este paso se realizd dos veces), posteriormente, se descartd el
sobrenadante. Seguidamente, se resuspendio el precipitado con 600 ul de NLB +
SDS (Buffer de lisis de glébulos blancos + dodecil sulfato de sodio) (0,4 mol-I*
de NaCl, 10 mmol-I* Tris-HCI pH 8,2, 2 mmol-I™* de EDTA disédico), luego se
transfirié el precipitado a un tubo de eppendorf y se incub6 a 56°C durante toda la

noche.
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Posterior a la incubacion, se agreg6 100 pl de NaCl 6 M, se mezcl6 durante
un minuto en el voértex, y se afiadié 600 pl de cloroformo para desnaturalizar las
proteinas, luego se agitd nuevamente con el vortex hasta observar una solucion de
aspecto lechoso. Se procedié a centrifugar a 3.000 rpm por 15 minutos, y se
transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo de eppendorf. Posteriormente se agrego
1000 pl de alcohol al 100% (almacenado a -20 °C), mezclando por inversion,
hasta observar la malla de ADN, luego se incubo a -20 °C durante 30 minutos y
posteriormente se centrifugd a 12.000 rpm por 5 minutos, se descarto el
sobrenadante por inversion, y se agregd 1000 ul de alcohol al 70 % (almacenado a
-20 °C), luego se centrifugd nuevamente a 12.000 rpm durante 5 minutos, se
descartd el sobrenadante y se dejé secar a temperatura ambiente invirtiendo el
tubo sobre un papel absorbente. Una vez seco el precipitado, el ADN se
resuspendié con 100 ul de agua estéril y se incubd a 65 °C por 15 minutos.
Finalmente, el ADN extraido fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

e Cuantificacion y visualizacion de la calidad del ADN

La cuantificacion del ADN se realizé mediante la electroforesis, un método
que permite la migracién de una particula cargada bajo la influencia de un campo
eléctrico en un gel de agarosa a una concentracion de 1.5 %, en buffer TAE 1X
(0,8 mmol-I™ Tris-Acido Acético, 0,02 mmol-I* EDTA pH 7,5). A la preparacion
de la agarosa se le agreg6 1,5 ul de Bromuro de Etidio (10mg. ml™), sustancia que
se intercala entre las bases del ADN vy es fluorescente cuando se expone a la luz
ultravioleta. Una vez que la agarosa se solidifico, se afiadieron 3 ul de la muestras
de ADN y se mezclaron con 2 ul de buffer de carga (glicerol, azul de bromofenol,
xileno cianol) en los pozos respectivos. La corrida electroforética se realizé a 150
V por 20 minutos. Posteriormente, el gel de agarosa fue visualizado en un equipo
de fotodocumentacion (Digi Doc-IT Imagening System UVP) con una lampara de
luz ultravioleta, que permitié la estimacién y cuantificacion cualitativa segun la

intensidad de las bandas de ADN, comparando con un patrén de referencia.
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e Extraccion de ARN

A través de esta metodologia se extrajo el ARN total de leucocitos de sangre
periférica y de médula 6sea. Se empled el protocolo usando el reactivo TRIzol ®
(TRIzol Reagent, Invitrogen). Este reactivo esta conformado por una mezcla
monofésica de fenol, e isotiocianato de guanidina, que permite extraer el ARN
basado en el método desarrollado por Chomczynski y Sacchi (116). EI ADN vy las

proteinas son separados por precipitacion de la fase organica.

A partir de los leucocitos obtenidos por gradiente de Ficoll, se tomaron 100
uly se agregd 100 ul de TRIzol, agitandose por 10 segundos. Se mantuvo en hielo
por 5 minutos. Posteriormente se agregd 30 ul de cloroformo, se agitoé durante 20
segundos Yy se incubo en hielo por 5 minutos. Se centrifugé a 12.000 r.p.m durante
15 minutos a 4 °C. Se extrajo la fase acuosa superior que contiene el ARN y se
transfirid a otro tubo eppendorf estéril. Se agregdé el volumen equivalente al
medido de isopropanol a esta fase acuosa y se mezclé por inversion. Se incubo a -
20 °C durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugé a 12.000 r.p.m por 20
minutos a 4 °C. Se retir6 cuidadosamente el sobrenadante (el pellet es ARN). Se
agregd un volumen equivalente de Etanol frio al 75 %, se mezclé en vdrtex
durante 10 segundos, y se centrifugd a 14.000 r.p.m por 20 minutos a 4 °C. Se
retir el sobrenadante. Posteriormente, se invirtieron los tubos sobre papel
absorbente limpio y se dejé secar al aire. Se resuspendié cada tubo con 40 pl de
agua-DEPC 1 % (dietilpropiocarbonato) (solucion de agua bidestilada y DEPC a
una concentracion de 1%, incubada durante 4 horas Yy autoclavada

posteriormente). Almacenandose a -20 °C hasta su procesamiento.

e Determinacién de la concentracion y de la calidad del ARN

La concentracion del ARNt fue determinada por cuantificacion
espectrofotométrica (260/280) y su calidad fue visualizada a través de una corrida
electroforética de agarosa al 0,8 % con buffer TBE 0,5X (0.045 M Tris - Borato,
0.001M EDTA, pH 8,0), ésta se llevd a cabo en una camara horizontal libre de
ARNasa previamente (peines lavados con NaOH 1.0 N) a un voltaje de 100 V
durante 30 minutos. Posteriormente, el gel fue sumergido en una solucién con
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bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y observado a través de luz UV con el equipo de
fotodocumentacion Digi Doc-IT Imagening System UVP.

3.5 Transcripcion Inversa

Esta técnica se realiz6 con la finalidad de obtener la sintesis del ADNc a
partir del ARN aislado para utilizarlo posteriormente para las reacciones de
amplificacion de PCR (117).

Se prepard la siguiente mezcla de reaccion sobre hielo: 5x RT- Buffer de la
superscript 11 (Invitrogen), 0.1 M DTT, 10 mM d"NTPs, 50 uM pd(N)e, Inhibidor
de RNasas (1 U/ul final), Superscript 111 (2.5 U/ul final), 18 ul agua bidestilada
estéril. Se mantuvo la mezcla sobre hielo hasta su uso, agregandose
posteriormente en cada tubo 18 pl de la mezcla de reaccion y 2 pl de ARN. Se
introdujeron los tubos en el termociclador (Gene Amp PCR System 2400, Perkin
Elmer) en el programa estandarizado: 1 ciclo de 45 mina50°Cy 3 mina95°C,y
se mantuvieron a 4 °C como temperatura final. Finalmente, se almacenaron a -20

°C hasta su uso.

3.6 Deteccion de fusion BCR-ABL por la técnica RT-PCR

La translocacion t(9;22)(q33;q34) se detecta en un porcentaje importante de
pacientes con LLA y LMC. La t(9;22) provoca la fusion entre los genes BCR y
ABL. EI ARNm correspondiente es utilizado de preferencia para la deteccion del
cromosoma Philadelphia, dado que el intron de tamafio variable situado alrededor
del punto de fusion es eliminado por corte y empalme (splicing). A nivel
molecular se pueden distinguir 3 subtipos llamados ela2, b2a2 y b3a2. Para su
deteccidn se convierte primero el ARN total de los leucocitos de sangre periférica
0 de médula 6sea del paciente en ADNCc. Posteriormente, se amplifico con los
cebadores (tabla 4), de los cuales uno hibrida al exon b2 y uno al exon el del gen
BCR, y el otro al exon a2 del gen ABL. De esta manera se obtuvo solo en

presencia de la fusion ber/abl un producto de amplificacion.

68



Capitulo 11

Tabla 4. Secuencia de cebadores para amplificar los transcrito de la fusion BCR-ABL

(32).
Productos | Cebador Secuencia de cebador Tamaiio del
producto
Ber/abl LCP 27 5 TCGTGTGTGAAACTCCAGAC 3" | b3a2: 349 pb
LCP 28 5"CCATTCCCCATTGTGATTAT 3 b2a2: 274 pb
BCR-el 5" ACTGCCCGGTTGTCGTGT 3 ela2: 317 pb
Bcr ela2

LCP 28 5 CCATTCCCCATTGTGATTAT 3
Abl (control LCP 29 5 TAGCATCTGACTTTGAGCCT 3 abl: 200 pb
interno) LCP 28 5 CCATTCCCCATTGTGATTAT 3

La alineacion de los cebadores en las secuencias de BCR-ABL se muestra a
continuacion, usando las referencias de GenBank del gen BCR X02596.1 y del
gen ABL X16416.1 Las secuencias marcadas en color amarillo indican los
cebadores, las de azul son las correspondientes al gen BCR y las de verde

corresponden al gen ABL.

BCR-ABL: b2a2 y b3a2

AGCTGCAGATGCTGACCAACTCGTGTGTGAAACTCCAGACTGTCCACAGCATTCCGCTGACCATCAAT
AAGGAAGATGATGAGTCTCCGGGGCTCTATGGGTTTCTGAATGTCATCGTCCACTCAGCCACTGGATTTAAGC

AGAGTTCARAAAGCCCTTCAGCGGCCAGTAGOATCTGACT T TGAGCCTCAGGGTCTGAGTGAAGOCGCTCGTT
TGTGGCCAGTGEAGATAACACTCTAAGCATAACTARAGGTGAARAGCTCCGRRTCTTAGCTE T2 ATCAC AR TS

GGGAATGGTGTGAAGCCCAAACCAAAAATGGCCAAGGCTGGGTC
BCR-ABL: ela2

TCGACAGCAGCAGTCCCCCCACGCCGCAGTGCCATAAGCGGCACCGGCACTGCCCGGTTGTCGTGTCC
GAGGCCACCATCGTGGGCGTCCGCAAGACCGGGCAGATCTGGCCCAACGATGGCGAGGGCGCCTTCCATGGAG

ACGCACEICARARECICCEa0TCITAGGCHATAATCACAATGGGGAATGGTGTGAAGCCCAAACCAAACTGGG

TCATAATCACAATGGGGAAT

La reaccidn en cadena de la polimerasa se llevo a cabo de la preparacion del
master mix de 50ul de volumen final, buffer 1x RT-PCR (268 mM Tris-HCL pH
8.8, 470 mM KCI, 7mM MqgCl,, 1.0 % Triton X-100, 0,1 % gelatina), cada
cebador (20 pmol/ul), 1U de Taq DNA polimerasa y 10 ul de ADNc de las
muestras. La reaccion de amplificacion se inicid con una desnaturalizacion de 60
seg a 95 °C, seguida de 40 ciclos consecutivos de desnaturalizacion de 15 seg a 94

°C, alineacion de 20 seg a 60 °C y extension de 20 seg a 72 °C, y para finalizar un
69



Capitulo 111

periodo de extension de 2 min a 72 °C, bajo el programa FILAL en el
termociclador GeneAmp PCR System 2400 Applied Biosystem. Se realizaron las
reacciones por triplicado en cada paciente para validar el resultado y se aplicé un
control negativo utilizando agua destilada estéril. Asi mismo, se utiliz6 como
control positivo el ADNc de la muestra de un paciente con LMC que tenia
reportado previamente la presencia de BCR-ABL. Posteriormente, se realiz6 por
electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X (0.045 M Tris - Borato,
0.001M EDTA, pH 8,0) a 150 voltios por 35 minutos y posteriormente el gel se
sumergié en una solucion de Bromuro de Etidio para visualizacion de las

amplificaciones con luz UV.

3.7 Deteccidn de fusion PML-RARa por la técnica RT-PCR

La translocacion t(15;17) (q24;921). Es un marcador molecular que se
encuentra en pacientes con leucemia promielocitica aguda (LPA). La t(15;17)
produce una fusion entre dos genes, PML y RARa. EL ARNm es utilizado de
preferencia para la deteccion de la translocacion, dado que el intrén de tamafio
variable situado alrededor del punto de fusion es eliminado por el proceso de corte
y empalme (splicing). A nivel molecular se pueden distinguir 3 subtipos llamados
berl, ber2 y ber3. Subsecuentemente, se amplificd con los cebadores de los cuales
uno hibrida al exén 3 y uno al exén 5 del gen PML vy el otro al exén 3 del gen
RARo. De esta manera, se obtendria un producto de amplificacion sélo en
presencia del transcrito de fusion PML-RARa. Para aumentar la sensibilidad se
realiz6 una PCR hemi-anidada cambiando sélo al iniciador que hibrida al exén 3
del gen RARa. Los cebadores que se utilizaron en la primera y en la segunda

amplificacion se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Secuencia de cebadores empleados en la PCR hemi-anidada para amplificar
el transcrito de la fusién de PML-RARa (32).

Productos Cebador Secuencia de cebador Tamario del
producto

PML-Al |5 CAGTGTACGCCTTCTCCATCA
3

RARA-B | 5GCTTGTAGATGCGGGGTAG 3’

ber 1-2 ber 1: 214 pb

PML-C1 | 5 TCAAGATGGAGTCTGAGGAGG

e

RARA-D | 5 CTGCTGCTCTGGGTCTCAAT 3’

PML-A2 | 5°CTGCTGGAGGCTGTGGAC 3’

RARA-B | 5’GCTTGTAGATGCGGGGTAG 3
ber 3 ber 3: 289 pb
PML-C2 | 5" AGCGCGACTACGAGGAGAT 3’

RARA-D |5 CTGCTGCTCTGGGTCTCAAT 3

Abl (control LCP 29 5 TAGCATCTGACTTTGAGCCT 3 abl: 200 pb
interno) LCP 28 5’ CCATTCCCCATTGTGATTAT 3’

La alineacion de los cebadores en las secuencias de PML-RARa Se muestra a
continuacion, usando las referencias de GenBank del gen PML M73778.1 y del
gen del receptor de &cido retindico (RARa) X06538.1. Las secuencias marcadas en
color amarillo indican los cebadores externos, las rosadas indican los cebadores
internos, las de azul son las correspondientes al gen PML y las de verde

corresponden al gen RARa.

BCR1

TGGCTGAAGCCCAGCCTATGGCTGTGGTACAGTCAGTGCCCGGGGCACACCCCGTGCCAGTGTACGCCTTCTC
CATCAAAGGCCCTTCCTATGGAGAGGATGTCTCCAATACAACGACAGCCAGAAGAGGAAGTGCAGCCAGACCC
AGTGCCCCAGGAAGGT CA RO AC IO ACEAGECGAAGGAGGCAAGGTTGGCTCGGAGCTCCCCGGA
GCAGCCCAGGCCCAGCACCTCCAAGGCAGTCTCACCACCCCACCTGGATGGACCGCCTAGCCCCAGGAGCCCC
GTCATAGGAAGTGAGGTCTTCCTGCCCAACAGCAACCACGTGGCCAGTGGCGCCGGGGAGGCAGCHRTTCAGA
EEEREREERENE r T C TGAAGAGATAGTGCCCAGCCCTCCCTCGCCACCCCCTCTACCCCGCATCTACAAGCC
TTGCTTTGTCTGTCAGGACAAGTCCTCAGG

BCR 3

AGCGCGAGCTGCTGGAGGCTGTGGACGCGCGGTACC NN EAGEREA T CGCCAGTCCCCTGEGCCE
CCTGGATGCTGTGCTGCAGCGCATCCGCACGGGCAGCGCGCTGGTGCAGAGGATGAAGTGCTACGCCTCGGAC
CAGGAGGTGCTGGACATGCACGGTTTCCTGCGCCAGGCGCTCTGCCGCCTGCGCCAGGAGGAGCCCCAGAGCC
TGCAAGCTGCCGTGCGCACCGATGGCTTCGACGAGT TCAAGGTGCGCCTGCAGGACCTCAGCTCTTGCATCAC
CCAGGECAA A AT CACACEEACACERBEAE T ™ C TGALGAGATAGTGCCCAGCCCTCCCTCGCCACCCCCT
CTACCCCGCATCTACAAGCCTTGCTTTGTCTGTCAGGACAAGTCCTCAGGCTACCACTATGGGGTCAGCGCCT
G
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La primera amplificacion se realiz6 a partir de un master mix de un volumen
final de 50 pl, en el cual se adicion¢ el buffer 1x PCR (100mM Tris-HCI pH 8.8,
500mM KCI, 1.0% Triton X-100, 0.1% gelatina), MgCl, 2.5 mM, 0.2 mM
dNTP’s, 20 pmol/ul de cada cebador (PML-Al, RARA-B, PML-A2, LCP 29 y
LCP 28), 1U de Taq DNA polimerasa y 3 ul de ADNc obtenido de la reaccion de
RT previa. Las muestras fueron sometidas a un periodo inicial de
desnaturalizacion a 95 °C por 4 min. Luego por 25 ciclos consecutivos, las
muestras se sometieron a un periodo de desnaturalizacion por 3 seg a 94 °C, de
alineacion por 6 seg a 65 °C y de extension por 6 seg a 72 °C, con un periodo final
de extension de 2 min a 72 °C, en el programa PML-PROT 1 del termociclador
GeneAmp PCR System 2400 Applied Biosystem.

La segunda amplificacion se realizé con el master mix de volumen final de
50 ul, en el cual se adicionaron: Buffer 1x PCR (100mM Tris-HCI pH 8.8,
500mM KCI, 1.0% Tritdn X-100, 0.1% gelatina), MgCl, 2.5 mM, 0.2 mM
dNTP’s, 20pmol/ul de cada cebador (PML-C1, RARA-D y PML-C2) y 1U de Taq
DNA polimerasa. Posteriormente se tom6 1ul de las amplificaciones
correspondientes del protocolo previo y se procedid a colocar los tubos en el
termociclador. Se empleé el programa PML-PROT 2 siguiendo el siguiente
protocolo: periodo inicial de desnaturalizacién de 4 min a 95 °C, 35 ciclos
consecutivos con un periodo de desnaturalizacion de 3 seg a 94 °C, alineacion de
6 seg a 65 °C y extension de 6 seg a 72 °C y luego con un periodo de extensién
final de 2 min a 72 °C, en el termociclador GeneAmp PCR System 2400 Applied
Biosystems. Finalmente, la deteccién de los productos se realizé por electroforesis
en gel de agarosa al 2 % en buffer TBE 1X (0.045 M Tris - Borato, 0.001M
EDTA, pH 8,0) a 150 voltios por 35 minutos. Se sumergié en una solucion de
Bromuro de Etidio que permiti6 la visualizacion bajo luz UV. Se realizaron las
reacciones por triplicado a cada paciente para validar los resultados y se aplicé un
control negativo utilizando agua destilada estéril. Los productos de amplificacion
especificos tienen un tamafio molecular de 214 pb bcrl, 289 pb bcr3, 200 pb abl.

Los productos de bcr2 tienen pesos moleculares variables e inferiores al de bcrl.
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3. 8 Deteccion de fusion TEL-AMLL por la técnica RT-PCR

La translocacion t(12;21)(p12;922) es un marcador presente con frecuencia
en pacientes jovenes con LLA. La t(12;21)(p12;922) provoca una fusion entre dos
genes, TEL y AML1. EI ARNm correspondiente es utilizado de preferencia para la
deteccion de la translocacion, dado que el intron de tamafio variable situado
alrededor del punto de fusion es eliminado por corte y empalme (splicing). A
nivel molecular se pueden distinguir 2 subtipos llamados S1 y S2. Para su
deteccion se convierte primero el ARN total de los leucocitos de sangre periférica
0 de médula 6sea del paciente en ADNc. Posteriormente, se amplificd con dos
cebadores, de los cuales uno hibrida rio arriba del punto de ruptura con el gen TEL
y el otro rio abajo del punto de ruptura con el gen AML1. De esta manera, se
obtuvo s6lo en presencia de la fusion TEL-AML1 un producto de amplificacion.
Para aumentar la sensibilidad se realiz6 a través del método PCR anidada (nested
PCR). Los cebadores disefiados para las dos PCR para la amplificacion del

transcrito TEL-AML1 se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Secuencias de cebadores utilizados en la PCR anidada para amplificar el
transcrito de la fusién de TEL-AML1 (32).

Productos | Cebador Secuencia de cebador Tamario
del
producto
1. TEL-e 5> AGCCCCATCATGCACCCTCTGATCC 3’ Tel-amil
Tel/amiL 1. AML1l-e 5> GTGGTCGGCCAGCACCTCCACC 3’ s1: 271 pb
el/am
2. TEL-i 5’ ACTCCGTGGATTTCAAACAGTCC 3’ Tel-amll
2. AMLLA 5 AACGCCTCGCTCATCTTGCCTGGGCTC 3 | S2232pD
LCP 5 TAGCATCTGACTTTGAGCCT 3’ abl: 200
Abl (control | 29 pb
interno) LCP 5 CCATTCCCCATTGTGATTAT 3’
28

La alineacion de los cebadores en las secuencias de TEL-AML1 se muestra a
continuacion, usando las referencias de GenBank del gen TEL U11732.1 y del gen
AML1 D43969.1. Las secuencias marcadas en color amarillo indican los
cebadores externos, las rosadas indican los cebadores internos, las de azul son las

correspondientes al gen TEL y las de verde corresponden al gen AML1.
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TEL-AML1

GCCATCCAGCCCCCGGCAGGAGAGCACACGCGTGATCCAGCTGATGCCCAGCCCCATCATGCACCCTCTGATC

cTGAACCCCCGGCRNCOEICCRIONARCAGHEE - GGCTCTCCGAGGACGGGCTGCATAGGGAAGGGAAGC

CCATCAACCTCTCTCATCGGGAAGACCTGGCTTACATGAACCACATCATGGTCTCTGTCTCCCCGCCTGAAGA
GCACGCCATGCCCATTGGGAGAATAGCAGGTGAGTGAGTTCCCCTCTCGCCGCTCCAGCATCATGGGGACCTG
ACAAAGTCTATATATATEHGHGEAATGCATACTTGGAATGAATCCTTCTAGAGACGTCCACGATGCCAGCACG
AGCCGCCGCTTCACGCCGCCTTCCACCGCGCTGAGCCCREECARGATCAGCEAGEEEITCC CGCTGCGCGCCC
CGGACGCCGGCGCTGCCCTGGCCGGCAAGCTGAGGAGCGGCGACCGCAGCATGGTGGAGGTGCTGGCCGACCA
CCCGGGCGAGCTGGTGCGCACC

La primera amplificacion se realizé a partir del master mix del siguiente
modo: a partir de un volumen final de 50 pl: buffer 1X RT-PCR (268mM Tris-HCI
pH 8.8, 470mM KCI, 1.0% Triton X-100, 0.1% gelatina, 7mM MgCl,), 0,2 mM
de dNTP’s, MgCl, 2.5 mM, 20 pmol/ul de cada cebador (TEL-e, AML1-e, LCP
29 y LCP 28), 1U de Taq DNA polimerasa y 10 pl de la reaccion de ADNc de la
reaccion RT previa. Las muestras fueron sometidas a un periodo inicial de
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min. Luego por 35 ciclos, iniciandose el periodo
de desnaturalizacion por 15 seg a 94 °C, de alineacion por 3 seg a 64 °C y de
extension por 3 seg a 72 °C, con un periodo final de extensién de 2 min a 72 °C,
en el programa TEL (1) del termociclador GeneAmp PCR System 2400 Applied

Biosystem.

La segunda amplificacion se realiz6 a partir del master mix del siguiente
modo: con un volumen final de 50 pl, en el cual se adicionaron: buffer 1x PCR
(100mM Tris-HCI pH 8.8, 500mM KCI, 1.0% Triton X-100, 0.1% gelatina, 15
mM MgCl,), 0.2 mM de dNTP’s, MgCl, 2.5mM, 20 pmol/ul de cada cebador
(TEL-i, AML1-i), 1U de Tag DNA polimerasa y 5 pl de las amplificaciones
correspondientes de la primera reaccion. Estas muestras fueron sometidas a un
periodo inicial de desnaturalizacion de 1 min a 95 °C, le siguieron 25 ciclos
consecutivos con periodos de desnaturalizacion de 15 seg a 94 °C, alineacion de 3
seg a 60 °C y extension de 3 seg a 72 °C, y culminé con una extensién final de 2
min a 72 °C en el programa TEL(2) del termociclador GeneAmp PCR System
2400 Applied Biosystem. Los productos amplificados se almacenaron a 4 °C o
a -20 °C. La deteccion de la amplificacion se realiz6 por electroforesis en gel de
agarosa 2 % en buffer TBE 1X (0.045 M Tris — Borato, 0.001 M EDTA, pH 8,0),

a 150 voltios por 35 minutos. Se sumergio en una solucion de Bromuro de Etidio
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y posteriormente se visualizé por luz UV. Se realizaron las reacciones por
triplicado a cada paciente para validar los resultados y se aplicé un control
negativo utilizando agua destilada estéril. El Tamarfio de los productos TEL-AML1
resultantes son: TEL-AML1 s1 inner 271pb, TEL-AML1 s2 inner 232pb, Abl 200

pb.

3.9 Amplificacion del gen TP53

Se estandarizo el protocolo de amplificacion de los exones 5, 6, 7, 8 del gen
TP53, mediante la técnica de PCR en un termociclador Gene Amp PCR System
2400, Perkin Elmer.

El proceso de estandarizacion para la amplificacion del exén 6 se llevo a
cabo empleando un gradiente de temperaturas de alineacién de 55 °C a 75 °C
(55,0 °C; 56,6 °C; 59,0 °C; 62,6 °C; 71,3 °C; 73,6 °C; 75,0 °C) y un gradiente con
diferentes concentraciones de MgCl, con el fin de conocer las condiciones
adecuadas de la reaccion. El protocolo de PCR para este exdn quedd conformado
de la siguiente manera: desnaturalizacion por 5 minutos a 94 °C, 30 ciclos de 15
seg de desnaturalizacion a 94 °C, 60 seg de alineacion a 56,2 °C y 60 segundos de

extension a 72 °C, y una extension final de 7 minutos a 72 °C.

La estandarizacion de la PCR para la amplificacion de los exones 5, 7 y 8
del gen TP53 se realiz6 también empleando un gradiente de temperatura de
alineacion de 55 °C a 70 °C (55,0 °C; 56,2 °C, 58 °C, 60,7 °C; 64,7 °C; 67,3 °C;
69,0 °C; 70,0 °C) en conjunto con un gradiente de diferentes concentraciones de
MgCl,, para establecer las condiciones adecuadas de la reaccion. El protocolo de
PCR para estos exones quedd establecido de la siguiente manera:
desnaturalizacion por 5 minutos a 94 °C, 30 ciclos de 15 seg de desnaturalizacion,
60 seg de alineacién a 64,7 °C (ex6n 5) y 56,2 °C (exones 7 y 8), y 60 seg de
extension a 72 °C, y finalmente una extension de 7 minutos a 72 °C

La reaccion en cadena de la polimerasa se realiz6 a través de la mezcla
maestra (master mix) de un volumen final 50 pl, estuvo compuesta por: agua
destilada esteéril, buffer 1x PCR (100mM Tris-HCI pH 8,8, 500 mM KCI, Triton
X-100 1.0%, gelatina 0.1%), MgCl; 2.5mM, 0,2 mM de dNTP’s, 20 pmol/ul de
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cada cebador sentido y antisentido, 1U de Tag ADN polimerasa y 100 ng de
ADN de las muestras. Este protocolo se realizé6 en 22 pacientes que fueron
seleccionados de los diferentes tipos de leucemia y 10 controles. Se aplicd un
control de calidad negativo utilizando agua destilada estéril en cada reaccion. Las

secuencias de los cebadores se muestran en la tabla 7 (107).

Una vez amplificadas las secuencias de cada exdn, se realiz6 una corrida
electroforética en gel de agarosa al 2.0 % en buffer TBE 1x (0.045M Tris-Borato;
0.001M 342333 EDTA, pH8.0) a 150 voltios por 40 minutos. Se sumergio en una
solucion de Bromuro de Etidio y fueron visualizadas en un equipo de

fotodocumentacion bajo luz UV.

Tabla 7. Secuencias de cebadores utilizados en la amplificacion de los exones 5, 6, 7, 8
del gen TP53 (118).

Ex6n | Cebador Secuencia de cebador Tamario
del
producto
TP53-5F 5 TTGCTGCCGTCTTCCA 3
> TP53-5R 5"CAACCAGCCCTGTCGTCTCT 3 300 pb
6 TP53-6F 5"GGCTGGAGAGACGACAGGG 3 305 pb
TP53-6R 5 ATCTCATGGGGTTATAGGGAG 3
7 TP53-7F 5 TTGCCACAGGTCTCCC 3 264 pb
TP53-7R 5 ATGGAAGAAATCGGTAAGAG 3
o TP53-8F 5 TTTAAATGGGACAGGTAGGAC 3 209 pb
TP53-8R 5'CTTACCTCGCTTAGTTGCT 3

La alineacion de los cebadores en las secuencias de los exones del TP53 se
muestra a continuacion, usando la referencia de GenBank NG_017013.2. Las
secuencias marcadas en color amarillo indican los cebadores foward y reverse

empleados en la PCR.

TP53 EXON 5

17221 tacgcatgtttgtttctttgctgccgtcttccadttgetttatctgttcacttgtgecct
17281 gactttcaactctgtctccttcctcttcctacagtactceccecctgecctcaacaagatgtt
17341 ttgccaactggccaagacctgccctgtgcagectgtgggttgattccacaccecececgececgg
17401 cacccgcgtccgcecgceccatggccatctacaagcagtcacagcacatgacggaggttgtgag
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17461 gcgctgcccccaccatgagecgectgectcagatagecgatggtgagcagectggggectggagag
17521 acgacagggctggttgcccagggtccccaggectctgattcecctcactgattgetettagg

TP53 EXON 6 :

17461 gcgctgcccccaccatgagcegcectgctcagatagecgatggtgagcagetggggetggagag

17521 acgacagggctggttgcccagggtccccaggectctgattcecctcactgattgectettagg
17581 tctggcccctcecctcagcatcttatccgagtggaaggaaatttgecgtgtggagtatttgga

17641 tgacagaaacacttttcgacatagtgtggtggtgccctatgagccgectgaggtcectggtt
17701 tgcaactggggtctctgggaggaggggttaagggtggttgtcagtggccctceccaggtgag
17761 cagtaggggggctttctcctgctgcttatttgacctccctataaccccatgagatgtgcea

TP53 EXON 7

18181 aaaaaaaaaaggcctcccctgcEEEEEEEEE&?%tccccaaggcgcactggcctcatctt
18241 gggcctgtgttatctcctaggttggctctgactgtaccaccatccactacaactacatgt
18301 gtaacagttcctgcatgggcggcatgaaccggaggcccatcctcaccatcatcacactgg
18361 aagactccaggtcaggagccacttgccaccctgcacactggcctgectgtgeccccagecte
18421 tgcttgcctctgacccctgggcecccacctecttaccgatttcttccatactactacccatce

TP53 EXON 8 S

18601 gctccagaaaggacaagggtggttgggagtagatggagcctggttttttaaatgggacag
18661 gtaggacctgatttccttactgcctcttgettectecttttectatecctgagtagtggtaat
18721 ctactgggacggaacagctttgaggtgcgtgtttgtgcctgtcctgggagagaccggegce
18781 acagaggaagagaatctccgcaagaaaggggagcctcaccacgagctgcccccagggagce
18841 actaagcgaggtaagcaagcaggacaagaagcggtggaggagaccaagggtgcagttatg

3.10 Amplificacion del gen RAS

Se realizd la reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar las
secuencias que codifican los codones 12, 13 y 61 en el gen N-RAS y para los
codones 12 y 61 en el gen K-RAS, para analizar la presencia de mutaciones
génicas. El protocolo de PCR se realiz6 a través de la mezcla maestra (master
mix) de un volumen final 50 pl, estuvo compuesta por: agua destilada estéril,
buffer 1x PCR (100mM Tris-HCI pH 8,8, 500 mM KCI, Triton X-100 1.0%,
gelatina 0.1%), MgCl, 2.5mM, 0,2 mM de dNTP’s, 20 pmol/ul de cada cebador
sentido y antisentido, 1U de Taq ADN polimerasa y 200 ng de ADN de las
muestras. El protocolo de PCR para la amplificacion de las secuencias génicas
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que codifican para exones 2 y 3 del gen N-RAS y del gen K-RAS, se realizé de la
siguiente manera: se inicié con una desnaturalizacion previa durante 5 minutos a
94 °C, seguido de 30 ciclos, de 60 seg de desnaturalizacion a 94 °C, 60 seg de
alineacion a 60 °C, y 60 seg a 72 °C durante el periodo de extension, finalmente
con un periodo de extension final de 7 minutos a 72 °C. Los cebadores utilizados
se pueden observar en la tabla 8 para el gen N-RAS y en la tabla 9 para el gen K-
RAS (119). Se emple6 un control de calidad negativo empleando agua destilada

estéril en cada reaccion.

Tabla 8. Secuencias de cebadores para la amplificacion de las secuencias que codifican
los codones 12,13y 61 del gen NRAS (119).

Exon | Codon | Cebador Secuencia de cebador Tamario del
producto

NRAS 12- | 5CTGGTGTGAAATGACTGAGT 3’
13F

2 12,13 116 pb
NRAS 12- | 5 GGTGGGATCATATTCATCTA 3’
13R
NRAS 61-F | 5GTTATAGATGGTGAAACCTG 3°

3 61 112 pb

NRAS 61-R | 5’ ATACACAGAGGAAGCCTTCG ¥

Tabla 9. Secuencias de cebadores para la amplificacion de las secuencias que
codifican los codones 12 y 61 del gen KRAS (119).

Exon Codon | Cebador Secuencia de cebador Tamario del
producto
KRAS 12-F |5 CCTGCTGAAAATGACTGAAT
3
2 12 115 pb
KRAS12-R |5 TGTTGGATCATATTCGTCCA
3
KRAS61-F |5 GTAATTGATGGAGAAACCTG
3
3 61 113 pb
KRAS 61-R | 5 ATACACAAAGAAAGCCCTCC
3

La alineacion de los cebadores en las secuencias de los genes NRAS y KRAS
se muestran a continuacion, usando las referencias de GenBank NG_007572.1 y
NG_007524.1, respectivamente. Las secuencias marcadas en color amarillo

indican los cebadores foward y reverse empleados en la PCR.
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NRAS 12, 13 (ex6n 2)

5701 ttactggtttccaacaggttcttgctggtgtgaaatgactgagtacaaactggtggtggt
5761 tggagcaggtggtgttgggaaaagcgcactgacaatccagctaatccagaaccactttgt
5821 agatgaatatgatcccaccatagaggtgaggcccagtggtagcccgctgacctgatcctg

NRAS 61 (exo6n 3)

7921 cttacagaaaacaagtggttatagatggtgaaacctgtttgttggacatactggatacag
7981 ctggacaagaagagtacagtgccatgagagaccaatacatgaggacaggcgaaggcttcc
8041 tctgtgtatttgccatcaataatagcaagtcatttgcggatattaacctctacaggtact

KRAS 12 (ex6n 2)

10501 acattttcattatttttattataaggcctgctgaaaatgactgaatataaacttgtggta
10561 gttggagctggtggcgtaggcaagagtgccttgacgatacagctaattcagaatcatttt
10621 gtggacgaatatgatccaacaatagaggtaaatcttgttttaatatgcatattactggtg

KRAS 61 (ex6n 3)

28501 cttctcaggattcctacaggaagcaagtagtaattgatggagaaacctgtctcttggata
28561 ttctcgacacagcaggtcaagaggagtacagtgcaatgagggaccagtacatgaggactg
28621 gggagggctttctttgtgtatttgccataaataatactaaatcatttgaagatattcacc

Una vez amplificadas las secuencias de interés, se realizd una corrida
electroforética en gel de agarosa al 3 % en buffer TBE 1x (0.045M Tris-Borato;
0.001M EDTA, pH8.0) a 150 voltios durante 45 minutos. Se sumergié en una
solucion de Bromuro de Etidio para ser visualizadas en un equipo de

fotodocumentacion bajo luz UV.

3.11 Purificacion de los productos de PCR por el kit Qiagen Kit.

Se realiz6 la purificacion de los productos de reacciones de PCR de los
genes TP53 y RAS con la finalidad de eliminar contaminantes interferentes que
puedan afectar la reaccion de secuenciacion de los &cidos nucleicos. Inicialmente,
se planted la realizacion de la técnica de polimorfismo de conformacion de cadena
simple “single-strand conformation polymorphism” (SSCP) para detectar
mutaciones a modo de tamizaje, sin embargo, no se logro la estandarizacion final

del método por inconvenientes técnicos del equipo de electroforesis. Por tal
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motivo, se decidid seleccionar un grupo de pacientes con leucemia cuyos
productos de PCR de ambos genes fueron directamente secuenciados con el

objetivo de investigar la presencia de mutaciones y polimorfismos.

Se aplico el protocolo de purificacion de Qiagen de productos de PCR,
empleando el método de microcentrifugacion: En una relacion 5:1 se afiadio
buffer PB (Hidrocloruro de guanidina, indicador para pH <7,5) y buffer de unién,
a cada uno de los productos de PCR en la columna de reaccion provista en el kit.
Se centrifug6 durante 60 segundos para lograr la union del producto de PCR a la
membrana existente en la columna. Se descart6 el producto obtenido en el tubo
secundario, colocando la columna en el mismo tubo. Se realiz6 un lavado
afiadiendo 750 pl de Buffer PE (Buffer etanol) a la columna, centrifugando
durante 60 segundos. Se descartd el producto obtenido en el tubo secundario, la
columna se colocd nuevamente en el tubo y se centrifugd 60 segundos
adicionales. Se coloco la columna en un nuevo tubo (limpio) de reaccion de 1,5
ml. Para eluir el producto de PCR de la membrana se afiadieron 50 pl de Buffer
EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5), buffer de elucion, en el centro de la membrana, y se
sometio a centrifugacion durante 60 segundos. Para obtener una mayor
concentracion de producto de PCR se agreg6 30 ul de Buffer de elucion al centro
de la membrana y se centrifugd durante 60 segundos. Para analizar el producto
final se prepard un gel de agarosa al 2% y se afiadié 1 pl de Buffer de cargaa 5 pl
de los productos de purificacion y se realiz6 una electroforesis por 15 a 20

minutos y luego se observo usando luz UV.

3.12 Secuenciacién de los productos de PCR de los genes TP53 y RAS

Se empled el método de terminacidn de cadena de Sanger, (120) a aquellas
muestras que fueron seleccionadas con la finalidad de determinar la presencia de
alteraciones genéticas en cada caso. Se utilizé el protocolo BigDye Terminator
v3.1 para la reaccion de secuenciacion (cycle sequencing kit) de Appied
biosystems. La metodologia de secuenciacién se llevé a cabo de manera
automatizada por el secuenciador Applied Biosystems 3130x| Genetic Analyzer,
en el Centro de Secuenciacion de Acidos Nucleicos (CeSAAN) del Instituto de

Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), Venezuela y en el Laboratorio
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de Biologia y Genética de Peces del Instituto de Biociencias de la Universidad
Estadual de Sao Paulo (UNESP), Brazil.

3.13 Analisis bioinformético de secuencias de los genes TP53 y RAS

El anélisis bioinforméatico de las secuencias fue realizado a traves de los
programas Geneious Basic 4.8.5 y BioEdit v7.2.5. Se utilizaron las siguientes
bases de datos para el estudio de las mutaciones y polimorfismos encontrados:
COSMIC (Catalogue of Somatic Mutation In Cancer) www.cancer.sanger.ac.uk,
IARC TP53 Database www.p53.iarc.fr, P53 Knowledgebase www.p53.bii.a-

star.edu.sg y dbSNP Short Genetic Variations www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/.

3.14 Farmacogenética: Genotipificacion de Glutation S- transferasa

3.14.1 GSTM1y GSST1

La genotipificacion se realizd a través de la reaccion en cadena de la
polimerasa multiplex (PCR-Multiplex) para detectar la presencia de genes GSM1
y GSTT1, siguiendo el protocolo empleado por Arand et al., (121). Para ello, se
utilizaron pares de cebadores correspondientes a cada gen para lograr la
amplificacion separada de los fragmentos gendmicos de GSTM1 y GSTT1 y
ademas, 2 cebadores del gen de albimina (ALB) que fue usado como control
interno positivo de la reaccion. La mezcla de reaccion de PCR para un volumen
final de 50 pl estuvo compuesta de: buffer 1x PCR (100mM Tris-HCI pH 8.8, 500
mM KClI, Triton X-1001.0%, gelatina 0.1%), MgCl, 2.5mM, 1.0 mM de dNTP’s,
20 pmol/ul del cada cebador, 1U de Tag ADN polimerasa, agua libre de nucleasas

y 100 ng de ADN gendmico de las muestras y controles.

La reaccion de PCR se realizd bajo el programa GSTM1DC en un
termociclador GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems, de acuerdo al
siguiente protocolo: desnaturalizacion de 5 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos
de 30 seg a 94 °C de desnaturalizacion, 45 seg a 58 °C de alineacion y 30 seg a 72
°C de elongacion. El paso de elongacion final se llevo a cabo a 72 °C por otros 30
°C. La conservaciéon de los productos de PCR fue a 4 °C. En la tabla 10, se

muestran las secuencias de cebadores para esta reaccion.
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Posteriormente, se procedié a realizar una electroforesis en gel de agarosa al
2% en buffer TBE 1X (0.045 M Tris — Borato, 0.001 M EDTA, pH 8,0), a 150
voltios por 20 minutos. Se sumergié en una solucion de Bromuro de Etidio
(10mg/ml). Finalizada la corrida se utilizé un equipo de fotodocumentacién (Digi
Doc-IT Imagening System UVP) que permitio visualizar la presencia o ausencia
de los genotipos de GSTM1 (219 pb) y GSTT1 (480 pb) que pudieron ser
identificadas al ser comparadas con un marcador de tamafio molecular de 100 pb,
y con ello se pudo determinar los siguientes genotipos: M1*/T1" (normal, wild
type), M1%T1% (doble nulo, tipo homocigoto), M1%T1* y M1*/T1° (tipo
heterocigoto). Cabe destacar que la banda de amplificacion correspondiente al gen
ALB como control positivo siempre debi0 estar presente para validar la reaccion
de PCR.

La alineacion de los cebadores en las secuencias de los genes GSTM1,
GSTT1 y ALB se muestran a continuacién, usando las referencias de GenBank
NG_000001.11, NT_187633.1 y AH001427.2, respectivamente. Las secuencias
marcadas en color amarillo indican los cebadores foward y reverse empleados en
la PCR.

GSTM1

2461 TGTTTTCTGCCTCAGGAGAAACTGAAGCCAAAGTACTTGGAGGAACTCCCTGAAAAGCTA
2521 AAGCTCTACTCAGAGTTTCTGGGGAAGCGGCCATGGTTTGCAGGAAACAAGGTAAAGGAG
2581 GAGTGATATGGGGAATGAGATCTGTTTTGCTTCACGTGTTATGGAGGTTCCAGCCCACAT
2641 ATTCTTGGCCTTCTGCAGATCACTTTTGTAGATTTTCTCGTCTATGATGTCCTTGACCTC

2701 CACCGTATATTTGAGCCCAAGTGCTTGGACGCCTTCCCAAATCTGAAGGACTTCATCTCC

GSTT1

7381 TGGATGTGACCCTGCAGTTGCTCGAGGACAAGTTCCTCCAGAACAAGGCCTTCCTTACTG
7441 GTCCTCACATCTCCTTAGCTGACCTCGTAGCCATCACGGAGCTGATGCATGTGAGTGCTG
7501 TGGGCAGGTGAACCCACTAGGCAGGGGGCCCTGGCTAGTTGCTGAAGTCCTGCTTATGCT
7561 GCCACACCGGGCTATGGCACTGTGCTTAAGTGTGTGTGCAAACACCTCCTGGAGATCTGT
7621 GGTCCCCAAATCAGATGCTGCCCATCCCTGCCCTCACAACCATCCATCCCCAGTCTGTAC
7681 CCTTTTCCCCACAGCCCGTGGGTGCTGGCTGCCAAGTCTTCGAAGGCCGACCCAAGCTGG
7741 CCACATGGCGGCAGCGCGTGGAGGCAGCAGTGGGGGAGGACCTCTTCCAGGAGGCCCATG

7801 AGGTCATTCTGAAGGCCAAGGACTTCCCACCTGCAGACCCCACCATAAAGCAGAAGCTGA
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7861 TGCCCTGGGTGCTGGCCATGATCCGGTGAGCTGGGAAACCTCACCCTTGCACCGTCCTCA

3.14.2 GSTP1

Se realizd la reaccion en cadena de la polimerasa para el gen GSTP1
empleando el protocolo descrito por Crasson et al.,(122). Se prepar0 el master
mix con un volumen final de la reaccion de 50 uL: buffer 1X (KCIl, Tris-HCI, pH
8,4.), MgCl, 2.5mM, 0.2 mM de dNTP’s, 20 pmol/ul de cada cebador (tabla 10),
DMSO (Dimetil sulfésido al 100%) el cual actia como coadyuvante de la
reaccion, 1,5 U de Taqg DNA polimerasa, agua destilada libre de nucleasas y por
ultimo se le agreg6 aproximadamente 100 ng de ADN gendmico de pacientes y
controles. Como control de calidad interno de la reaccion se prepard un control

negativo, el cual contenia agua destilada esteéril.

La alineacion de los cebadores en la secuencia del gen GSTP1 se muestra a
continuacion, usando las referencias de GenBank NC_000011.10. Las secuencias
marcadas en color amarillo indican los cebadores foward y reverse empleados en
la PCR.

GSTP1

1261 CAGCCCTCTGGAGTGGAGGAAACTGAGACCCACTGAGGTTACGTAGTTTGCCCAAGGTCA
1321 AGCCTGGGTGCCTGCAATCCTTGCCCTGTGCCAGGCTGCCTCCCAGGTGTCAGGTGAGCT
1381 CTGAGCACCTGCTGTGTGGCAGTCTCTCATCCTTCCACGCACATCCTCTTCCCCTCCTCC
1441 CAGGCTGGGGCTCACAGACAGCCCCCTGGTTGGCCCATCCCCAGTGACTGTGTGTTGATC
1501 AGGCGCCCAGTCACGCGGCCTGCTCCCCTCCACCCAACCCCAGGGCTCTATGGGAAGGAC
1561 CAGCAGGAGGCAGCCCTGGTGGACATGGTGAATGACGGCGTGGAGGACCTCCGCTGCAAA
1621 TACATCTCCCTCATCTACACCAACTATGTGAGCATCTGCACCAGGGTTGGGCACTGGGGG
1681 CTGAACAAAGAAAGGGGCTTCTTGTGCCCTCACCCCCCTTACCCCTCAGGTGGCTTGGGC

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador GeneAmp System PCR
System 9700 Applied Biosystems, de acuerdo al siguiente protocolo: un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 5 minutos, luego se continu6 con 40
ciclos a 94 °C de 30 segundos de desnaturalizacién, a 56 °C por 30 segundos de
amplificacion y a 72 °C durante 30 segundos de elongacion. El paso de elongacion

final se llevo a cabo a 72 °C por 7 minutos. La conservacién se realiz6 a 4 °C.
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La visualizacion de los fragmentos amplificados se realizé a través de la
electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE 1X (0.045 M Tris — Borato,
0.001 M EDTA, pH 8,0), a 150 voltios por 15 minutos. Para ello, se tomaron 8 pul
de producto de PCR y se mezcl6 con 2 ul de buffer de carga (glicerol 70%, azul
de bromofenol 0,05%, xileno cianol 0,05%). Finalizada la corrida, se sumergio el
gel en una solucion de bromuro de etidio (10 mg/dl) y se utilizé un equipo de
fotodocumentacion (Digi Doc-IT Imagening System. UVP) que permitié
visualizar la presencia del amplicon de 442 pb y al ser comparado con un
marcador de tamafio molecular de 100 pb.

- Técnica de RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de

restriccion)

Para determinar las distintas variantes polimorficas del gen GSTP1, se
procedi0 a realizar la técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), la cual se basa en la digestion con enzimas de restriccion de
productos de amplificacion de genes o secuencias de ADN polimérficas (123),
para lo cual se siguié el protocolo desarrollado por Crasson et al., (122). El
producto de PCR amplificado fue sometido a digestion enzimatica con la enzima
BsmaAl. Para un volumen de 20 ul se utilizé6 buffer 1X (50Mm de acetato de
potasio, 20 mM de Tris Acetato, 10 mM de acetato de magnesio, 1 mM
ditiotreitol, pH 7,9) de New England, BioLabs, 5 U/ul de enzima de restriccién
BsmAl (Bacillus stearothermophilus), agua destilada y 10 ul de producto de PCR.
La reaccion se llevd a cabo en un termociclador GeneAmp PCR System 9700
Applied Biosystems, donde se incubd a 55 °C por 5 horas y se inactivd por 20
minutos a 80 °C, luego se almacen6 a 4 °C hasta el dia siguiente. Para la
visualizacion de las variantes polimorficas del producto digerido, se procedi6 a
realizar una corrida electroforética en un gel de agarosa al 3% en buffer TBE 1X
(0.045 M Tris — Borato, 0.001 M EDTA, pH 8,0), a 150 voltios por 30 minutos,
usandose como control interno de la reaccion el producto de PCR de muestra sin
digerir (control negativo). Finalizada la corrida se sumergio el gel en una solucion
bromuro de Etidio (10 mg/ml) y utiliz6 un equipo de fotodocumentacion (Digi

Doc-IT Imagening System. UVP) que permiti6 identificar tres tipos de variantes
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polimorficas al ser comparadas con un marcador de tamafio molecular de 100 pb
(Promega, Madison, WI. USA): A/A (Normal, Wild type) con dos bandas (329 pb
y 113 pb), A/G (Heterocigoto) con tres bandas (329 pb, 216 pb y 113 pb) y G/G
(Homocigoto mutante) con dos bandas (216 pb y 113 pb).

3.15 Farmacogenética:  genotipificacion de  Metilentetrahidrofolato

Reductasa

3.15.1 MTHFR 1298 A/C

Para realizar la PCR para el gen MTHFR 1298 fue utilizado el protocolo
empleado por Van der Put et al.,(98). La mezcla de reaccion estuvo constituida
por: buffer 1X (KCI, Tris-HCI, pH 8,4), MgCl, 3.0 mM, 200 uM de dNTP’s, 20
pmol/ul de cada cebador (tabla 10), DMSO (Dimetil sulfésido al 100%) el cual
acta como coadyuvante de la reaccion, 1,5 U/ul de Taq polimerasa, agua
destilada libre de nucleasas y por Gltimo se le agreg6 aproximadamente 100 ng/ul
de ADN genomico de pacientes y controles. Como control de calidad interno de la
reaccion se prepar6 un control negativo el cual contenia agua destilada estéril.

La alineacion de los cebadores en la secuencia del gen MTHFR 1298 se
muestra a continuacion, usando las referencias de GenBank NC_000001.1. Las
secuencias marcadas en color amarillo indican los cebadores foward y reverse

empleados en la PCR.

MTHFR 1298

11581 CCCTGCCTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTACCTCTTCTACCTGAAGAGCAAGTCCCCCAA
11641 GGAGGAGCTGCTGAAGATGTGGGGGGAGGAGCTGACCAGTGAAGAAAGTGTCTTTGAAGT
11701 CTTCGTTCTTTACCTCTCGGGAGAACCAAACCGGAATGGTCACAAAGTGAGTGATGCTGG

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador GeneAmp System PCR
System 9700 Applied Biosystems, de acuerdo al siguiente protocolo: un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 30 segundos, luego se continud con 40
ciclos a 9 °C por 30 segundos de desnaturalizacion, a 60 °C por 30 segundos de
amplificacion y a 72 °C por 30 segundos de elongacion. El paso de elongacion
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final se llevo a cabo a 72 °C por 7 minutos para asegurar una completa extension
de todos los productos de la PCR. La conservacion se realizd a 4 °C. Se realizo
una electroforesis en gel de agarosa al 2 %, en buffer TBE 1X (0.045 M Tris —
Borato, 0.001 M EDTA, pH 8,0), a 150 voltios por 20 minutos. Para ello, se
tomaron 8 ul de producto de PCR y se mezclo con 2 ul de buffer de carga
(glicerol 70%, azul de bromofenol 0,05%, xileno cianol 0,05%). Finalizada la
corrida, se sumergio el gel en una solucién de bromuro de etidio (10 mg/dl) y se
utiliz6 un equipo de fotodocumentacién (Digi Doc-1T Imagening System. UVP)
que permitio visualizar la presencia del amplicon de 163 pb y al ser comparado

con un marcador de tamafio molecular de 100 pb

- Técnica de RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de

restriccion)

Para determinar las distintas variantes polimorficas del gen MTHFR 1298,
se procedi6 a realizar la técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) (123), para lo cual se siguio el protocolo desarrollado por Van der
Put et al., (98). El producto de PCR amplificado fue sometido a digestion
enzimatica con la enzima Mboll. Para un volumen de 20 ul se utilizé buffer B 2X
(60 mM de Tris HCI, pH 7,5, 500 mM de NaCl, 60 mM de MgCl,y 10 mM DTT),
5 U/ul de enzima de restriccion Mboll, agua destilada y 10 ul de producto de
PCR. La preparacion se incubé a 37 °C durante toda la noche. Luego, se procedid
a realizar una corrida electroforética de los productos de la digestion, con buffer
de carga (glicerol 70%, azul de bromofenol 0,05%, xileno cianol 0,05%) en gel de
agarosa al 4% en buffer TBE 1X (0.045 M Tris — Borato, 0.001 M EDTA, pH
8,0), a 150 voltios por 30 minutos, usandose como control interno de la reaccion
el producto de PCR de muestra sin digerir (control negativo). Finalizada la
corrida, se sumergio en una solucion de Bromuro de Etidio (10 mg/ml) y se utiliz6
un equipo de fotodocumentacion (Digi Doc-IT Imagening System) que permitio
identificar tres tipos de variantes polimorficas: MTHFR 1298 (A/A) (Normal,
Wild type) con cinco bandas (56 pb, 30 pb, 31 pb, 28 pb y 18 pb), MTHFR 1298
(A/C) (Heterocigoto) con cinco bandas (84 pb, 56 pb, 30 pb, 31 pb y 28 pb) y

MTHFR 1298 (C/C) (Mutante) con cuatro bandas (84 pb, 30 pb, 31 pb y 18 pb) al
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ser comparadas con un marcador de tamafio molecular de 100 pb. La banda de 18
pb puede ser imperceptible al salir del gel durante la corrida electroforética.

3.15.2 MTHFR 677 C/T

Para realizar la PCR para el gen MTHFR 677 fue utilizado el protocolo
descrito por Frosst et al.,(91) La mezcla de reaccion estuvo constituida por: buffer
1X (KCI, Tris-HCI, pH 8,4), MgCl, 2.0 mM, 0.8 mM de dNTPs, 20 pmol/ul de
cada cebador (tabla 10), DMSO (Dimetil sulfésido al 100%), el cual actia como
coadyuvante de la reaccion, 1,5 U/ul de Taq polimerasa, agua destilada libre de
nucleasas y por ultimo se le agregd aproximadamente 100 ng de ADN gendémico
de pacientes y controles. Como control de calidad interno de la reaccion se

prepard un control negativo de agua destilada estéril.

La alineacién de los cebadores en la secuencia del gen MTHFR 677 se
muestra a continuacion, usando las referencias de GenBank NC_000001.1. Las
secuencias marcadas en color amarillo indican los cebadores foward y reverse

empleados en la PCR.

MTHFR 677

9721 CCCCGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGG
9781 AGCCGATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAA
9841 GGCATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGTCCCCGGGATCTTTCCCATCCAGGT
9901 GAGGGGCCCAGGAGAGCCCATAAGCTCCCTCCACCCCACTCTCACCGCACCGTCCTCGCA

Se llevd a cabo la reaccién empleando un termociclador GeneAmp System
PCR System 9700 Applied Biosystems tras programar el siguiente protocolo: un
ciclo de desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 5 minutos, luego se continuo
con 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, amplificacion a 60 °C
por 30 segundos y elongacién a 72 °C por 30 segundos, finalizando con el paso de
elongacion final que se llevé a cabo a 72 °C por 7 minutos. Luego se conservo a 4
°C hasta su uso. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2 %, en buffer
TBE 1X (0.045 M Tris — Borato, 0.001 M EDTA, pH 8,0), a 150 voltios por 20
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minutos. Para ello, se tomaron 8 ul de producto de PCR y se mezclé con 2 ul de
buffer de carga (glicerol 70%, azul de bromofenol 0,05%, xileno cianol 0,05%).
Finalizada la corrida, se sumergio el gel en una solucién de bromuro de etidio (10
mg/dl) y se utilizd un equipo de fotodocumentacién (Digi Doc-IT Imagening
System. UVP) que permitié visualizar la presencia del amplicon de 198 pb y al ser

comparado con un marcador de tamafio molecular de 100 pb

- Técnica de RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de

restriccion)

Para determinar las distintas variantes polimérficas del gen MTHFR 677, se
procedio a realizar la técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) (122), para lo cual se sigui6 el protocolo desarrollado por Frosst et
al., (91). El producto de PCR amplificado fue sometido a digestion enzimatica
con la enzima Hinfl. Para un volumen de 20 pl se utilizd buffer B 2X (60 mM de
Tris HCI, pH 7,5, 500 mM de NaCl, 60 mM de MgCl,y 10 mM DTT), 1 U/ul de
enzima de restriccion Mboll, agua destilada y 10 ul de producto de PCR. . La
preparacion se incubo a 37 °C durante toda la noche. Luego, se procedié a realizar
una corrida electroforética de los productos de la digestion, con buffer de carga
(glicerol 70%, azul de bromofenol 0,05%, xileno cianol 0,05%) en gel de agarosa
al 4% en buffer TBE 1X (0.045 M Tris — Borato, 0.001 M EDTA, pH 8,0), a 150
voltios por 30 minutos, usdndose como control interno de la reaccién el producto
de PCR de muestra sin digerir (control negativo). Finalizada la corrida, se
sumergio6 en una soluciéon de Bromuro de Etidio (10 mg/ml) y se utilizé un equipo
de fotodocumentacion (Digi Doc-IT Imagening System) que permitié identificar
tres tipos de variantes polimérficas: MTHFR 677 C/C (Normal, Wild type) con
una banda (198 pb), MTHFR 677 C/T (Heterocigoto) con dos bandas (198 pb y
175 pb) y MTHFR 677 T/T (Mutante) con dos bandas (175 pb y 23 pb)
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Tabla 10. Secuencias de los cebadores utilizados en la amplificacién de los genes en

farmacogenética.

Cebador Secuencia Tamafi | Enzima | Fragmentos | Ref.
0
GST M1-F 5"GAACTCCCTGAAAAGCTAA 219 pb - - (110)
AGC3
GST M1-R 5°CTTGGGCTCAAATATACGG 219 pb - - (110)
TGG3’
GSTT1-F 5 TTCCTTACTGGTCCTCAATC 480 pb - - (110)
TC3’
GSTT1-R 5" TCACCGGATCATGGCCAGC 480 pb - - (110)
A3’
Alb- F 5’ GCCCTCTGCTAACAAGTCC 350 pb - - (110)
TAC3
Alb-R 5’GCCCTAAAAAGAAAATCGC | 350 pb - - (110)
CAATC3®
MTHFR 1298- | 5"CTTTGGGGAGCTGAAGGAC 163 pb Mboll 84,56, 31,30 | (98)
F TACTAC 3’ y 28 pb
MTHFR 1298- | 5’CACTTTGTGACCATTCCGG 163 pb Mboll 84,56, 31,30 | (98)
R TTTG 3 y 28 pb
MTHFR 677-F | 5° 198 pb Hinf | 175y 23pb | (91)
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCG
GGAC3
MTHFR 677-R | 5>CACTCTCACCGCACCGTCC 198 pb Hinf | 175y 23pb | (91)
T3
GSTP1-F 5 TAGTTTGCCCAAGGTCAAG | 442pb BsmAl 329,216y | (111)
3 113 pb
GSTP1-R 5 AGCCAACCTGAGGGGTAAG 442 pb BsmAl 329,216y (111)
3 113 pb

3.16 Recoleccidn de datos de la evolucion clinica de la enfermedad

Se realiz6 una recopilacion de tipo descriptiva cualitativa de las variables
contempladas en el monitoreo de evolucion clinica de los pacientes con leucemia.
Se consideraron las variables clinicas: remision completa, recaida posterior a los
protocolos de quimioterapia, y fallecimiento; asi como los eventos adversos de
toxicidad asociada a farmacos que se podrian haber presentado durante el
transcurso de la enfermedad. Este periodo de evolucion fue comprendido desde el
inicio de la toma de muestras (junio del afio 2011) hasta el mes de marzo del afio
2016, gracias a la informacion suministrada y validada por los médicos

hemato6logos del Servicio de Hematologia del HUC.
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3.17 Analisis estadistico

Se emple6 el método de estadistica descriptiva, usando tablas de
contingencia simple 2x2 para evaluar la asociacion entre las variables del estudio
(genotipos) y el desarrollo de leucemia, asi como su asociacion con la evolucion
clinica del paciente. Se calculé el Chi cuadrado para conocer si la poblacion
estudiada se encontraba en equilibrio Hardy-Weinberg. Se determinaron las
frecuencias alélicas y genotipicas de los genes GSTM1, GSTT1, GSTP1 y
MTHFR, obtenidas por contaje directo a partir de los fenotipos asignados a cada
individuo. Se utilizé el test exacto de Fisher para evaluar la asociacion entre
presencia y ausencia del alelo nulo/ heterocigotos y mutantes, en casos y controles
con respecto al riesgo de desarrollo de leucemia y la asociacion entre las
diferentes variables comprendidas de acuerdo a la evolucion clinica de los
pacientes. El riesgo relativo fue calculado por Odds Ratio (OR), considerando un
IC de 95%. El paquete estadistico empleado para los anélisis fue Graphpad Prism
6.0.

3.18 Estimacion de supervivencia global y libre de evento en pacientes con
LLA tratados con metotrexato y su asociacion con los polimorfismos de
MTHFR

La obtencién de los datos fue por medio de la revision de las historias clinicas
de 32 pacientes diagnosticados con LLA que asistieron al Servicio de
Hematologia del Hospital Universitario de Caracas y que recibieron cualquiera de
estos protocolos de quimioterapia que incluyen dosis de Metotrexato (Nacional
2005, Total XIV, Hyper CVAD, BFM 95). Se disefié un instrumento donde se
registraron los datos recolectados que incluyen las variables de estudio necesarias
para el analisis de la supervivencia global y libre de los pacientes con LLA del
Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Caracas (datos personales
del paciente, fecha del diagnostico, numero y fecha de recaidas, protocolos de
guimioterapia, fecha de la remision completa, fecha del fallecimiento), esto se
llevé a cabo en el Departamento de Informacion de Salud del HUC bajo la
aprobacion de la Adjuntoria Docente y del Jefe del Departamento de Informacion
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de la Salud, gracias al apoyo del equipo médico del Servicio de Hematologia. Se

disefid un modelo de analisis univariado que incluyeron variables como:

- Polimorfismo del gen MTHFR 677: se clasificaron segun la
presencia de los diferentes alelos, teniendo como genotipo wild
type C/C a los que presentan el alelo comun C, los genotipos
heterocigotos homocigotos C/T y T/T, respectivamente, de acuerdo
a la presencia del alelo variante T (124).

- Polimorfismo del gen MTHFR 1298: se clasificaron segin la
presencia de los diferentes alelos, teniendo como genotipo wild
type A/A a los que presentan el alelo comdn A, los genotipos
heterocigotos y homocigotos A/C y C/C, respectivamente, de
acuerdo a la presencia del alelo variante C (124).

Estas variables se emplearon para el estudio de la asociacién entre las tasas
de supervivencia o recaida en conjunto con los genotipos. La supervivencia global
se calculé como el tiempo desde la fecha del diagnéstico hasta la ocurrencia de la
muerte o al final del seguimiento. La supervivencia libre de eventos se calcul6
como el tiempo transcurrido desde la fecha de la remision completa hasta la
aparicion de la primera recaida, considerada como evento adverso en la evolucion
clinica de la LLA. Los pacientes que no asistieron mas a la consulta del Servicio
de Hematologia se consideraron censurados. Para elaborar el analisis estadistico
de la supervivencia global y libre de evento, se empleé el estimador de Kaplan—
Meier, método no paramétrico de la funcion de supervivencia. Se utilizd el test
Log- Rank para contrastar las hipdtesis de las curvas de las supervivencias. El

programa utilizado fue el Software Libre Estadistico R
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Distribucion poblacional de pacientes con leucemia

Los 122 pacientes diagnosticados con leucemia en el Servicio de
Hematologia del HUC fueron clasificados en base al tipo de leucemia,

observandose una distribucion variada de sus frecuencias (Figura 15).

Los pacientes con LLA representaron 47,5 % de la poblaciéon estudiada,
seguidos de los pacientes con LMA, los cuales representaron un 24,5 %. Se
observd en este estudio que las leucemias de tipo agudas fueron méas frecuentes
con respecto a las leucemias de tipo cronicas, evidencidndose segun las
frecuencias obtenidas, que los pacientes con LMC representaron un 18,9 % y los
pacientes con LLC un 4,9 %. La tricoleucemia (leucemia de células peludas) en
conjunto con la leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ) representaron una

menor proporcién de casos, con frecuencias de 3,3 % y 0,8 % respectivamente.

47,5%

24,6%

18,9%

0,
4,9% 3,3%

0,8%

LMA LLA LMC LMMJ LLC TRICOLEUCEMIA

Figura 15. Distribucién poblacional en base al tipo de leucemia de los pacientes del
Hospital Universitario de Caracas.
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La media de la edad de los pacientes estudiados fue 29,5 afios y el rango de
edades estuvo comprendido desde 11 meses hasta 76 afios. En cuanto al sexo de la
poblacién estudiada, se evidencid una incidencia mayor del sexo masculino (71
pacientes) en comparacion al sexo femenino (51 pacientes), representado en la
tabla 11.

Tabla 11. Distribucion de los pacientes con leucemia segun el tipo de leucemia, la edad
y el sexo.

Tipo de leucemia Promedio de edad Sexo
(rango) E M
LLA 16,8 afios (1 - 74) 28 30
LMA 34,7 afios (3 - 76) 12 18
LMC 44,5 afos (22 - 67) 7 16
LLC 59,6 afios ( 41 - 74) 3 3
Tricoleucemia 47,3 afios (40 - 56) 1 3
LMMJ 11 meses 1

4.2 Deteccién molecular de transcritos quiméricos de las translocaciones

cromosomicas por medio de la técnica RT-PCR

Las muestras fueron recolectadas en pacientes en distintas fases de
tratamiento quimioterapéutico: induccion, consolidacion y mantenimiento. Los
pacientes con leucemia mieloide crénica por tener un protocolo de tratamiento
continuo con inhibidores de tirosina kinasa, supone variaciones en los resultados
obtenidos en la determinacion por medio de RT-PCR de los transcritos quiméricos
codificados por las translocaciones BCR-ABL 1(9;22)(g34;q1l1), ya que la
presencia del mismo es detectable en el inicio de la enfermedad y/o diagndstico,
siendo blanco de las terapias farmacoldgicas. Con respecto a los transcritos PML-
RARo 1(15;17)(924;921) y TEL-AML1 t(12,21)(p13;922), se estudiaron en los
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pacientes con leucemia promielocitica aguda y leucemia linfobléstica aguda,
respectivamente; ya que ellos juegan un rol importante en el monitoreo de la

respuesta al tratamiento.

4.2.1 BCR-ABL

Los transcritos quiméricos BCR-ABL obtenidos a partir del aislamiento de
ARNLt y su posterior amplificacion con la PCR de trascripcion reversa (RT-PCR)
se observan en las figuras 16 y 17. Las muestras de los pacientes fueron
recolectadas sin distincion de la fase de la enfermedad para todos los tipos de
leucemia. Se obtuvo 7 muestras positivas para este transcrito de un total de 23
pacientes con LMC, de los cuales sélo un paciente estaba recién diagnosticado.
Los demé&s pacientes positivos iniciaban tratamiento quimioterapéutico con
Imatinib (Gliveec), un inhibidor de tirosina kinasa. Los transcritos encontrados
fueron el b2a2 (4 pacientes) y el b3a2 (3 pacientes), ambos codifican para la
proteina 210KDa de Bcr-Abl. En la figura 16 se puede observar la amplificacion
de una muestra positiva para este transcrito b3a2 de un paciente con LMC. En
cuanto a la evolucidn clinica de estos pacientes solo dos han fallecido y el resto se

encuentra en respuesta completa para la actualidad.

Se estudio este oncogen también en los pacientes con LLA, resultando
positivos 6 muestras, cuyos pacientes fueron clasificados con el subtipo “alto
riesgo”. El transcrito encontrado en las muestras de pacientes con LLA fue b2a2,
que codifica la proteina de 210 KD de Bcr/Abl. En la figura 17 se visualiza la
amplificacion del transcrito b2a2 en un paciente con LLA, el resto de las muestras
dieron negativas para dicho oncogen. El grupo de pacientes positivos corresponde
a 4 nifos y 2 adultos, de los cuales un nifio y un adulto fallecieron, un paciente
adulto se encuentra en recaida y los otros nifios restantes estan en remision

completa.
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<+— BCR (808 pb)

500 pb —»

Ber/abl b3a2
(345pb)
300 pb —»

Figura 16. Imagen de la electroforesis de los productos de amplificacion por RT-PCR
de BCR-ABL de pacientes diagnosticados con leucemia mieloide crénica. En el carril 1 se
observa el marcador de tamafio molecular de 100 pb, el carril 2 es un control negativo de la
reaccion en cadena de la polimerasa y en el carril 3 un paciente negativo para la transcrito. Se
observo la presencia de la amplificacion del transcrito de un solo paciente (carril 4) el transcrito
b3a2 del gen BCR-ABL.

<«— BCR (800 pb)

<+— BCR/ABL b2a2 (274 pb)

Figura 17. Imagen de la electroforesis de los productos de amplificacion por RT-PCR
de BCR-ABL de pacientes diagnosticados con leucemia linfoblastica aguda. El carril 1
corresponde al marcador de tamafio molecular de 100 pb, el carril 2 es un control negativo de la
reaccién de cadena de la polimerasa, los carriles 3 a 6 corresponden a pacientes negativos para el
oncogén. En el carril 7 se evidencia la amplificacidn del transcrito b2a2 del gen BCR-ABL en un
paciente con LLA.
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4.2.2 PML-RARa

Se realiz6 la determinacion de los transcritos PML/RARa a partir del ARNt
aislado de 9 pacientes con LMA M3 (Leucemia Promielocitica Aguda, LPA), casi
todos bajo tratamiento quimioterapéutico, a excepcion de un solo paciente que se
encontraba recién diagnosticado para el momento de la toma de la muestra. De los
resultados obtenidos, s6lo un paciente se encontraba positivo para el transcrito
BCR1 (214 pb), cuya muestra fue tomada al momento del diagnostico. En la
figura 18 se visualiza la amplificacion del transcrito BCR1 en un paciente con
LPA, los demas pacientes resultaron negativos. El paciente que presentd el
transcrito BCR1 se encuentra actualmente en remision completa. Cabe destacar
que este transcrito es detectable al inicio de la enfermedad, y permite corroborar el
diagnostico morfoldgico. A partir del inicio del tratamiento quimioterapéutico de
ATRA (&cido transretindico) en pacientes con LPA, se inhibe el transcrito PML-
RARq, siendo indetectable a través de esta metodologia, empledndose a su vez
para el monitoreo de la respuesta al farmaco. Los pacientes que resultaron
negativos para la deteccion de este transcrito se encontraban en las fases de
mantenimiento y consolidacion de la quimioterapia, recibiendo el protocolo de
tratamiento de LPA.

1 23456 7 8 910

500 pb—»

300 pb— <— BCR1 (214 pb)

Figura 18. Imagen de electroforesis de gel de agarosa de los productos de
amplificacion por RT-PCR de PML-RARa de pacientes diagnosticados con leucemia
promielocitica aguda. En el carril 1 se encuentra el marcador de tamafio molecular de 100 pb, los
carriles 2 a 8 no evidencian amplificacion en esas muestras. El carril 9 se evidencia la
amplificacién de BCR1 de 214 pb en un paciente positivo. El carril 10 contiene el control negativo
de la reaccidn de cadena de la polimerasa.
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4.2.3 TEL-AML1

La determinacion del transcrito TEL-AML1 fue realizada a todos los
pacientes con LLA de células B de 1 a 14 afos, debido a que es un
reordenamiento quimérico que ha sido descrito para este tipo de leucemia y con
una mayor incidencia en este grupo etario. A partir del ARNt de 33 muestras de
LLA de células B en diferentes fases de tratamiento farmacologico se realiz6 RT-
PCR para la amplificacion del transcrito TEL-AML1. Los resultados mostraron 6
pacientes positivos para el transcrito TEL-AMLL1 de 271 pb. La figura 19 muestra
la amplificacién del transcrito en un paciente positivo. La presencia de este
transcrito ha sido asociada en diferentes estudios como un marcador de buen
prondstico en pacientes con LLA del tipo B, siendo solicitado dentro del panel
diagnostico y de seguimiento en estos pacientes. Es importante destacar que los
pacientes que presentaron el transcrito TEL-AMLL1 se encuentran actualmente en

remision completa.

300 pb
Tel/Aml1

Figura 19. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa de los productos de
amplificacion por RT-PCR de TEL-AML1 de pacientes diagnosticados con leucemia
linfoblastica aguda. En los carriles 1, 2 y 3 no se observé amplificacion, resultando negativos. El
carril 4 muestra la amplificacidon del transcrito TEL-AML1 de 271 pb de un paciente y el carril 5 se
encuentra el marcador de tamafio molecular de 100 pb.
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4.3 Andlisis de los exones 5, 6, 7 'y 8 del Gen Supresor de Tumores TP53

en pacientes con leucemia

El andlisis del gen TP53 fue realizado en 22 pacientes con leucemia y 10
controles sanos con el fin de evaluar la presencia de mutaciones y polimorfismos
genéticos. Se realizo la amplificacion de los exones 5, 6, 7 y 8 del gen TP53 a
través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) estandarizada para cada
exon. Posteriormente, las muestras fueron secuenciadas en el servicio de
secuenciacion de ADN de la Unidad de Estudios Genéticos y Forenses (UEGF)
del IVIC, y en el servicio de secuenciacion del Instituto de Biociencias de la

UNESP, campus Botucatu (Sao Paulo, Brasil).

En las figuras 20, 21, 22 y 23 se presentan las imagenes fotografiadas de las
electroforesis en gel de agarosa al 2%, visualizadas con Bromuro de Etidio de las
amplificaciones correspondientes de cada exdén del gen TP53 de pacientes y

controles. Las muestras que no amplificaron se repitieron posteriormente.

<«— 500pb

300 pbp —>

Figura 20. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa de los productos de
amplificacion del Exon 5 del gen TP53. Los carriles 1 al 7 presentan los amplicones
correspondientes al exén 5 de 300 pb, en el carril 8 no hubo amplificacién y el carril 9 se
encuentra el control negativo de la reaccion de cadena de la polimerasa. El carril 10 muestra el
marcador de tamafio molecular de 100 pb.
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<«— 500 pb

305 pb <«— 300 pb

Figura 21. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa de los productos de
amplificacion del Exdn 6 del gen TP53. Los carriles 1, 2, 4, 5, 6, 7, y 8 presentan el amplicon
correspondiente al exén 6 de 305 pb. En el carril 3 no se observé amplificacion de esa muestra, el
carril 9 es el control negativo de la reaccién de cadena de la polimerasa, el carril 10 muestra el
marcador de tamafio molecular de 100 pb.

1 234 56 7 8 95 101112 13 14

<+— 500 pb

264 pb — +— 300pb

Figura 22. Imagen de electroforesis de gel de agarosa de los productos de
amplificacion del Exon 7 del gen TP53. Los carriles 1 al 11 presentan el producto de
amplificacién del exon 7 de 264 pb, en el carril 12 se ubico el control negativo de la reaccion de
cadena de la polimerasa, el carril 13 no contenia producto de reaccién. El carril 14 muestra el

marcador de tamafio molecular de 100 pb.
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

<— 500 pb

<+— 300 pb
209 pb —»

Figura 23. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa de los productos de
amplificacion del Exén 8 del gen TP53. Los carriles 1 al 11 presentan el producto de
amplificacién del exén 8 de 209 pb, en el carril 12 se ubicé el control negativo de la reaccién de
cadena de la polimerasa, el carril 13 no contenia producto de reaccion. El carril 14 muestra el
marcador de tamafio molecular de 100 pb.

Los resultados obtenidos de la secuenciacion de productos de PCR de los
exones del gen TP53 fueron analizados utilizando dos software, Geneious Basic
4.8.5 y BioEdit v7.2.5, permitiendo asi la alineacion de las secuencias de las

muestras con las secuencias de referencia del gen TP53.

Se encontrd la presencia de dos mutaciones en tres pacientes con leucemia,
ubicadas en el exdn 6 y en el exon 7, correspondientes a los pacientes 7c, 8c, y
16b. Cabe destacar que en la poblacion control no se presentaron mutaciones en

los exones analizados.

La mutacion ¢.753_754ins1 fue encontrada en el exdn 7 y detectada en los
pacientes 7c y 8c diagnosticados con LLA. Esta es una insercion ubicada en la
secuencia de ADN que codifica el codon 252, provocando un cambio del
aminoacido leucina a histidina, que se encuentra en la regién del dominio de
unién al ADN de la proteina p53. En la figura 24, se presenta un electroferograma
de la secuencia de ADN analizada del paciente 7c, en la que se puede visualizar la
insercion del nucle6tido adenina que origina la mutacion c. 753 754insl. Es
importante destacar que la evolucion clinica de ambos pacientes fue desfavorable,
el paciente 7c (14 afios, masculino) tuvo una recaida posterior al protocolo de
induccion y fallecio; el paciente 8c (12 afios, masculino) también fallecié durante

su tratamiento quimioterapéutico.
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Figura 24. Electroferograma de la secuencia de un paciente con la mutacion
€.753_754ins en el exén 7 del gen TP53. Se visualiza la insercion de adenina que produce la
mutacién c. 753_754insl sefialada por la flecha. Secuencia analizada por el software BioEdit

Sequence alignment editor.

La mutacién ¢.570T<C ubicada en el ex6n 6 y detectada en el paciente 16b,
es una sustitucion de tipo silente (p.P190P) que afecta el coddn 190 que codifica
el aminodcido prolina. Este paciente de 74 afios, masculino diagnosticado con
leucemia linfocitica cronica, se encontraba bajo tratamiento quimioterapéutico, sin
embargo, no se le pudo seguir su evolucidn clinica debido a que no asistié mas al
Servicio de Hematologia.

En la figura 25, se presentan dos secuencias del exon 6 con el fin de realizar
la comparacion entre una secuencia wild type de referencia y la secuencia del
paciente 16b. En la seccion A se presenta una secuencia wild type CCT que
codifica para el codén 190 (prolina). La mutacién ¢.570T<C del cod6n 190
encontrada se evidencia en la seccion B, sefialada por una flecha en el pico donde

se visualiza el lugar de la mutacion, observandose el heterocigoto T/C.
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VAVAVAVAVAYAVAVAVAVA
FAAAYARYAA

Figura 25. Electroferograma de la secuencia del exén 6 del gen TP53. A, imagen de
electroferograma de una secuencia wild type. B, imagen de la secuencia mutada correspondiente al
paciente 16b que muestra la mutacion ¢.570T<C sefialada por la flecha en el pico donde se
observan los nucle6tidos T/C. Secuencia analizada por el software BioEdit Sequence alignment
editor.

A continuacion, en la tabla 12 se representan las mutaciones del gen TP53

encontradas e identificadas en dos pacientes con LLA y un paciente con LLC.

Tabla 12. Mutaciones en el gen TP53 detectadas en pacientes con leucemia.
Pacientes Mutacion Mutacion Exén Tipo de Nucledtidos Cododn

de mutacion mutados mutado
amino&cido
7c (LLA) C. 753_754insl | p.L25fs*12 7 Insercion CTC>CAT 252
8c (LLA) (Frameshift)
16b (LLC) @ ¢.570T<C p.P190P 6 Silente CCT>CCC 190

También se encontraron polimorfismos de nucleotidos simples (SNPs) en el
grupo de pacientes y en la poblacion control. En la tabla 13, se muestran los SNPs
detectados y su distribucion en los pacientes y controles. EI SNP rs162589 (174)

ubicado en el intron-6, fue el méas frecuente en la poblacion estudiada,
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detectandose en 14 pacientes y 4 controles. Siguiendo el orden decreciente se
encuentra el SNP rs1642786 (90) ubicado en la region intron-7, fue detectado en 7
pacientes con leucemia y el SNP rs12947788 (176) ubicado en la regién intron-7

fue detectado en 2 pacientes con leucemia y 2 controles sanos.

Tabla 13. SNPs del gen TP53 encontrados en pacientes con leucemia y controles sanos.

Ubicacion SNP (RefSNP) | Descripcién del ADNc Alelos Muestras
(NM__0000546.5)

14 pacientes

(63,3%)

Intron-6 rs1625895 C.672+62A>G G/A
4 controles

(40%)

2 pacientes
(9%)

Intron-7 rs12947788 c.782+72C>T CIT
2 controles

(20%)

7 pacientes

(31,8%)
Intron- 7 rs1642786 €.782+59T>G T/G
No detectado en

controles (0%)

NM_0000546.5 NCBI Reference Sequence

En la tabla 14, se expresan los SNPs del gen TP53 encontrados en los
pacientes y en los controles, clasificados segun el tipo de leucemia y la
informacién de la evolucion clinica, con el fin de visualizar si existe alguna

relacion entre la presencia de estos polimorfismos y la evolucidn clinica.

El SNP rs1625895 fue detectado en 9 pacientes con LLA, en 3 pacientes
con LMA, en un paciente con LMC, en un paciente con LLC y en 4 controles. De
acuerdo a la evolucion clinica, 6 pacientes fallecieron y 7 se encuentran en
remision completa, manteniendo similitud entre ambos tipos de prondsticos, y se
desconoce la evolucion de un paciente por no asistir mas al servicio. EL SNP
rs12947788 se encontro en dos pacientes, uno con LLA vy el otro con LLC
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fallecidos y en dos controles. EI SNP rs1642786 (114) fue detectado en 3
pacientes con LLA, en uno con LMC, en uno con LLC, en uno con LMA y en uno
con tricoleucemia, 3 de ellos estan fallecidos y los otros 4 se encuentran en estado

de remision completa.

Tabla 14. Distribucién de SNPs del gen TP53 en los pacientes con leucemia.

SNP del gen | Tipo de leucemia Evolucion clinica
TP53 (n)
Fallecidos (4)
LLA .
Recaidas (3)
Remision completa (5)
LLC Fallecido (1)
rs1625895
LMC Respuesta completa (1)
Fallecido (1)
Remision completa (1)
LMA .
Desconocido (1)
LLA Fallecido (1)
rs12947788
LLC Fallecido (1)
Fallecido (2)
LLA Remision completa (1)
Recaida (1)
rs1642786 LLC Fallecido(1)
LMA Remision completa (1)
LMC Respuesta completa (1)
Tricoleucemia | Remision completa (1)

n: nimero de pacientes.

A continuacion se muestran las iméagenes de los electroferogramas de las
secuencias que presentan los SNPs detectados en la poblacion estudiada. Para

realizar los analisis se utilizaron las bases de datos de TP53 www.p53.bii.a-

star.edu.sg y dbSNP Short Genetic Variations www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/.
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En la figura 26 se puede observar el electroferograma de la secuencia que se
corresponde a la regidn intronica -7 del gen TP53, donde se evidencio la presencia
del SNP rs12947788, en pacientes y controles. Se observa el pico con ambos

nucleotidos del polimorfismo C/T.

CTGGGCCCAC(C
210

Figura 26. Electroferograma de la secuencia intronica-7 del gen TP53. Se evidencia la
presencia de un pico que contiene superpuesto los dos nucleétidos del SNP rs12947788 ubicado en
€.782+72C>T, encontrado en pacientes y controles. Secuencia analizada por el software BioEdit
Sequence alignment editor

La figura 27 permite observar un andlisis de la secuencia consenso,
conformado por la secuencia de un paciente con leucemia 12b (C3_003) y la
secuencia referencia GenBank NG_017013. Aqui se pudo identificar el
polimorfismo rs1625895 ubicado en la region del intron-6 del gen TP53. Este
polimorfismo A/G fue hallado en pacientes y controles estudiados mencionados
en la tabla 15.
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Figura 27. Analisis de electroferograma y secuencia consenso del SNP rs1625895
ubicado en la regién intron-6 del gen TP53. La flecha indica el pico integrado por los
nucleotidos A/G. Software Geneious Basic 4.8.5.

1.C3 003ant T T G T
T 7 T

El altimo polimorfismo encontrado en este estudio esta ubicado en la regién
intron-7 del gen TP53, denominado rs1642786. En la figura 28 se observa el
electroferograma del andlisis de secuencia de ADN Yy la alineacion de la secuencia
consenso formado por la secuencia del paciente (30_002) y la de referencia de
GenBank U94788. La imagen permite identificar el cambio de nucle6tido G/T del
polimorfismo ¢.782+59T>G.

Consensus

|dentity

1300022, ' T G C T T & C T T
e70U24788 ' T G C T T G C C @ C T
e BXEMEE ' T o C T T & @ T

Figura 28. Analisis de electroferograma y secuencia consenso del SNP rs1642786
ubicado en la region intron-7 del gen TP53. La flecha indica el pico integrado por los
nucleotidos G/T. Software Geneious Basic 4.8.5.
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4.4 Analisis de los genes NRAS y KRAS en pacientes con leucemia

Se estudio la presencia de mutaciones en las regiones que codifican para los
codones 12,13 y 61 del gen NRAS y para los codones 12 y 61 del gen KRAS en 17

pacientes con leucemia.

Debido a las limitaciones presentadas para realizar la secuenciacion de
ADN en el pais, se seleccion6 un grupo pequefio de pacientes con diferentes tipos
de leucemia: LMA, LLA, LMC y el tnico paciente con LMMJ, con la finalidad
de evaluar el espectro de mutaciones en estos genes de las muestras de pacientes
venezolanos. Se realizd la estandarizacion de la amplificacion por PCR de los
genes NRAS y KRAS cuyas regiones incluyeron las secuencias que codifican los

codones de interés, con los pares de oligonucleétidos descritos en la metodologia.

Con respecto al gen NRAS, se obtuvieron los siguientes resultados
mostrados en las figuras 29 y 30, observandose la imagen de la electroforesis en
gel de agarosa al 2%, tratado con Bromuro de Etidio y visualizado con luz UV, en
el que se aprecian las amplificaciones de PCR correspondientes al amplicén del
gen NRAS codon 12,13 (116pb) y NRAS codon 61 (112 pb), respectivamente.

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11

500 pb —»

300 pb —»

«— 116pb

Figura 29. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 2% de los productos de
amplificacion del gen NRAS. En el carril 1 se observa el marcador de tamafio molecular de 100
pb. En los carriles 2 al 10 se observan la amplificacion de los productos de PCR del gen NRAS, en
la secuencia que codifica para los codones 12,13 en pacientes con leucemia. En el carril 11 se
encuentra el control negativo de la reaccion de cadena de la polimerasa.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

500 pb —
300 pb —»

<— 112pb

Figura 30. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 2% de los productos de
amplificacion del gen NRAS. En el carril 1 se observa el marcador de tamafio molecular de 100
pb. En los carriles 2 al 12 se observan la amplificacion de los productos de PCR del gen NRAS, en
la secuencia que codifica para el coddn 61 en pacientes con leucemia

Los resultados obtenidos de las amplificaciones de los productos de PCR del
gen KRAS de los pacientes con leucemia estudiados se presentan en las figuras 31
y 32. Se muestran las electroforesis en gel de agarosa al 2%, tratados con
Bromuro de Etidio y visualizados con luz UV de ambas secuencias de interés del

gen KRAS, es decir, las regiones que codifican para los codones 12 y 61.

500 pb —p
300 pb —>

<«—115pb

Figura 31. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 2% de los productos de
amplificacion del gen KRAS. En el carril 1 se observa el marcador de tamafio molecular de 100
pb. En los carriles 2 al 12 se observan la amplificacion de los productos de PCR del gen KRAS, en
la secuencia que codifica para el codén 12 en pacientes con leucemia.
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i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

500 pb =—»
300 pb —p

<+— 113 pb

Figura 32. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 2% de los productos de
amplificacion del gen KRAS. En el carril 1 se observa el marcador de tamafio molecular de 100
pb. En los carriles 2, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 se observan la amplificacion de los productos de
PCR del gen KRAS, en la secuencia que codifica para el codén 61 en pacientes con leucemia. Los
carriles 2 y 3 no presentaron productos de amplificacidn, estas muestras fueron repetidas
posteriormente.

Todos los productos amplificados por la PCR fueron secuenciados con el fin
de conocer la presencia de mutaciones en los codones de NRAS y KRAS. Los
resultados del analisis de las secuencias mostraron solamente una mutacion en el
gen KRAS (codon 12), denominada ¢.36T>G segun la base de datos del catalogo
de mutaciones somaticas en cancer “COSMIC”. Esta es una sustitucion de tipo
silente (GGT>GGG) que afecta el codon p.G12G, hallada en un paciente con
LMA (9 afios, masculino) cuya evolucion clinica fue desfavorable y fallecid.

En la figura 33 se presenta la imagen del analisis de la secuencia entre el
paciente que presenta la mutacion identificado con la nomenclatura 1.180_ Kcd y
la secuencia de referencia GenBank AF285779, en la que evidencia la sustitucion

del nucledtido timina por guanina.
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Figura 33. Analisis de la secuencia del gen KRAS codificante para el codén 12 de un
paciente con LMA (1.180_Kcd). Se evidencia la sustitucién de timina por guanina sefialada por
la flecha. Software Geneious Basic 4.8.5.

Al resto de los pacientes estudiados (16) que corresponde al 94,1% del total,
no se les detectd ninguna alteracion en sus secuencias de ADN de los genes NRAS
y KRAS. Estos resultados permiten estimar que solo el 5,9% de las muestras

estudiadas presenté una mutacion en el gen RAS.

4.5 Evolucion clinica de los pacientes con leucemia

Con el fin de conocer la evolucion y la respuesta al tratamiento de los
pacientes estudiados, se recolectd la informacién de las diferentes variables
suministrada por los médicos hematdlogos tratantes a traves de un instrumento de
recoleccion de datos. La informacién suministrada corresponde a la evolucion
clinica de los 122 pacientes desde el mes de junio del afio 2011 cuando se inici6 el

periodo de toma de muestra hasta el mes de abril del afio 2016.

En la tabla 15 se muestran los datos de la evolucion clinica durante el
periodo de estudio, evidenciandose que 74 de los pacientes estudiados se

encuentran en remision completa, 21 pacientes tuvieron recaida post-induccion y
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40 de los pacientes fallecieron. Cabe destacar que 7 pacientes se encuentran
desaparecidos para la fecha de la Gltima revision de historias clinicas, por lo que
lamentablemente se desconoce su evolucion clinica. La remision completa
alcanzada por los pacientes estudiados, se refiere a que respondieron
satisfactoriamente a los protocolos quimioterapéuticos. Este estadio es
determinado por el médico hematdlogo a través del monitoreo del analisis de la

morfologia hematoldgica, citogenética y molecular de manera periddica.

De los 40 pacientes fallecidos durante el periodo de estudio, ocho pacientes
de este grupo presentaron recaidas post-induccién y dos pacientes manifestaron
signos clinicos de toxicidad a la quimioterapia, evidencidndose que estos 10
pacientes manifestaron efectos adversos antes de fallecer, sugiriendo el fracaso
terapéutico de los protocolos farmacoldgicos recibidos.

En cuanto a los episodios de recaida, se pudo conocer que 21 pacientes
padecieron recaida post-induccion y posteriormente fueron sometidos a protocolos
de rescate. Finalmente, ocho de ellos fallecieron, como fue mencionado
anteriormente, tres pacientes entraron en remision completa, cinco pacientes aun
se encuentran en tratamiento, y a dos pacientes se les desconoce su evolucion por

no asistir mas a la consulta.

Debido a las variaciones interindividuales de la respuesta a las drogas
administradas en los protocolos quimioterapéuticos, se encontré un grupo de
pacientes que presentaron manifestaciones clinicas de toxicidad, teniendo como
consecuencia, el ajuste de las dosis y el reemplazo de las drogas en los protocolos.
Los 7 casos que presentaron toxicidad en la poblacién estudiada, manifestaron
signos clinicos a las siguientes drogas: metotrexato, vincristina, asparaginasa y
prednisona. La toxicidad se evidencié con afectacion gastrointestinal, renal y del
sistema nervioso central (psicosis esteroidea por toxicidad a prednisona). Todos
los pacientes que presentaron signos de toxicidad tienen diagnéstico de LLA, dos
de ellos fallecieron por los efectos adversos, uno de ellos presentd recaida y
consiguiente toxicidad al metotrexato, y el otro paciente manifest6 toxicidad a la
vincristina. Los otros cuatros pacientes manifestaron toxicidad a la prednisona y a

la asparaginasa, los cuales se encuentran en remision completa actualmente.
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Esta informacion de la evolucion clinica fue utilizada para la evalucion de la
correlacion clinico — molecular entre las mutaciones encontradas en los genes
TP53 y RAS, asi como para el analisis farmacogenético en conjunto con los
resultados de la determinacion de los genotipos de GSTM1, GSTT1, GSTP1 y
MTHFR.

Tabla 15. Evolucion clinica de los pacientes con leucemia hasta el periodo marzo 2016.

Evolucion clinica Pacientes estudiados
1. Remision completa 74
2. Recaida post-induccion 21
3. Fallecidos 40
4. No determinada 7

*Se desconoce la evolucion clinica de 7 pacientes por no asistir a la consulta

4.6 Farmacogenética de polimorfismos de genes que codifican enzimas

metabolizadoras de xenobidticos en pacientes con leucemia

4.6.1 Genotipificacion del gen Glutation S- Transferasa

4.6.1.1 GSTM1/GSTT1

Se analizaron 102 muestras de pacientes con leucemia y 322 muestras de
controles para conocer los genotipos de los genes GSTM1 y GSTTL,
respectivamente. A continuacion se muestra en la figura 31 la imagen de la
electroforesis en gel de agarosa al 2% tratado con Bromuro de Etidio y

visualizado con luz UV.

Como fue descrito en la metodologia, se emple6 la técnica de PCR-
Multiplex para determinar el polimorfismo de estos genes que resulta en la
delecion de ambos alelos. Los diferentes genotipos obtenidos de los genes GSTM1
y GSTT1 se representan de acuerdo a la nomenclatura descrita segun la presencia
de los alelos o el polimorfismo delecionado. Para el gen GSMT1, el genotipo wild
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type se denomina GSTM1" y el genotipo delecionado se denomina GSTM1". En el
gen GSTT1 se designan los genotipos de la misma forma, siendo el genotipo wild

type GSTT1" y el genotipo delecionado se denomina GSTT1".

En la figura 34 se observa la imagen de la electroforesis en gel de agarosa al
2% tratada con Bromuro de Etidio visualizado con luz UV, los productos de
amplificacion correspondientes a los genes GSTM1 (219 pb), GSTT1 (480 pb) y
Albumina (350 pb). Se emple6 el gen de Albumina como control de la PCR-
Multiplex.

1 2 3 4 5 6 7 8 S 10 11 12

2ph <«—GSTT1 (480 pb)

300 pb <«—Albumina (350 pb)

«—GSTM1 (219 pb)

Figura 34. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 2% de los productos
amplificados por PCR Multiplex de los genes GSTM1, GSTT1 y Albdmina en pacientes con
leucemia. En el carril 1 se observa el marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los carriles 4, 6,
8, 9, 10 y 11 muestran los genotipos GSTM1*/GSTT1", los carriles 2 y 5 presentan el genotipo
GSTM17/GSTT1", los carriles 3 y 7 presentan el genotipo GSTM1*/GSTT1". El carril 12 es el
control negativo de la reaccién en cadena de la polimerasa.

Asi mismo, la representacion del genotipo de las muestras estudiadas
(pacientes y controles) se representan de acuerdo a los alelos presentes para
ambos genes, siendo GSTM1*/GSTT1" los homocigotos wild type y GSTM1’
/GSTT1 para el genotipo homocigoto doble nulo.

4.6.1.1.1 Frecuencia alélica y genotipica de los polimorfismos en

los genes GSTM1y GSTT1 en pacientes con leucemia

A continuacion se representan en las tablas 17 y 18 las frecuencias alélicas y
genotipicas de los polimorfismos en los genes GSTM1 y GSTT1 respectivamente,

dichas frecuencias fueron calculadas sin distincion del tipo de leucemia,
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considerando la totalidad de los pacientes estudiados. Los resultados de la
poblacion control se expresan en el anexo Il. Este método de PCR Multiplex no
permite discriminar entre los genotipos wild type y heterocigotos, pero es capaz de
detectar la delecion homocigota de los genes GSTM1 y GSTT1. Por tal motivo, los
genotipos son codificados como positivo o presente (wild type y delecion
heterocigota) o, como negativo o nulo (delecion homocigota). Esto no permite

calcular el equilibrio Hardy Weinberg.

En estos resultados se pudo observar que los alelos nulos GSTM1'y GSTT1
se presentaron en menor frecuencia (0,343 y 0,284) con respecto a los alelos wild

type en los pacientes (tabla 16).

Tabla 16. Frecuencia alélica de los genes GSTM1 y GSTT1 en los pacientes con
leucemia

Alelo N Frecuencia Total
GSTM1" 67 0,657
102
GSTML1- 35 0,343
GSTT1" 73 0,716
102
GSTT1- 29 0,284

N: nimero de pacientes

En cuanto a la distribucién de los genotipos combinados de ambos genes, se
observo el genotipo homocigoto wild type GSTM1*/GSTT1" més frecuente con
respecto a los demas 0,470 y el genotipo homocigoto delecionado o doble nulo
GSTML1/GSTT1 se encontré en menor frecuencia 0,099 (tabla 17). El genotipo
combinado de ambos genes tuvo una frecuencia de 0,431.
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Tabla 17. Frecuencia genotipica de los genes GSTM1 y GSTT1 en los pacientes con

leucemia

Genotipo N Frecuencia
GSTM1*/GSTT1" 48 0,470
GSTM1/GSTT1 10 0,099
GSTM1'/GSTT1 19 0,186
GSTM1/GSTT1" 25 0,245

Total 102

N: nimero de pacientes

4.6.1.1.2 Distribucién poblacional de la frecuencia alélica y

genotipica de los genes GSTM1y GSTT1 en base al tipo de leucemia.

Los resultados mostrados en la tabla 18 evidencian que el genotipo GSTM1*

fue el que predomind en los pacientes con LLA, LMA, LMC Yy tricoleucemia, a

excepcion de los pacientes con LLC que presentaron la misma frecuencia de

ambos genotipos.

Tabla 18. Distribucion poblacional de la frecuencia alélica del gen GSTM1 en base al
tipo de leucemia

GSTM1* GSTM1
N Frecuencia alélica N Frecuencia alélica
LLA 30 0,588 21 0,411
LLC 2 0,500 2 0,500
LMA 16 0,640 9 0,360
LMC 17 0,894 2 0,106
TRICOLEUCEMIA 2 0,666 1 0,334

N: nimero de pacientes

En la tabla 19, se expresan los resultados correspondientes a la distribucion

de las frecuencias alélicas de GSTT1 segun el tipo de leucemia. Se observé que la
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frecuencia del alelo GSTT1" fue mayor en pacientes con LMC 0,789, mientras el
alelo nulo GSTT1 tuvo una mayor aparicion en pacientes con LMA 0,440. Sin
embargo, para todos los tipos de leucemia, el alelo GSTT1" se encontré mas

frecuente con respecto al alelo nulo.

Tabla 19. Distribucién poblacional de la frecuencia alélica del gen GSTT1 en base al
tipo de leucemia

GSTT1" GSTT1
N Frecuencia alélica N Frecuencia alélica
LLA 38 0,745 13 0,255
LLC 3 0,750 1 0,250
LMA 14 0,560 11 0,440
LMC 15 0,789 4 0,211
TRICOLEUCEMIA 3 1.0 0 0

N: nimero de pacientes

En las figuras 35 a 39, se muestran las distribuciones genotipicas de los
genes GSTM1 y GSTT1 en base al tipo de leucemia de los pacientes estudiados del
Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de Caracas.

En los pacientes con LLA el genotipo homocigoto wild type
GSTM1*/GSTT1" predominé en este estudio, representando el 43% de este grupo
de pacientes. El genotipo homocigoto nulo GSTM1/GSTT1 fue encontrado en
10% de los pacientes, resultando ser el menos frecuente (figura 35).
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Figura 35. Distribucién porcentual de los genotipos de GSTM1 y GSTT1 en pacientes
con LLA.

En pacientes con LLC, el genotipo que predominé fue el homocigoto wild

type GSTM1*/GSTT1", encontrado en el 50% del grupo estudiado. Es importante

destacar que los genotipos combinados GSTM1*/GSTT1" no fueron encontrados

en ningun paciente con LLC (Figura 36).

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

50%

M1+/T1+

25% 25%

M1-/T1+ M1+/T1- M1-/T1-

Figura 36. Distribucion porcentual de los genotipos de GSTM1 y GSTT1 en pacientes
con LLC.
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En las leucemias de linaje mieloide, el genotipo homocigoto wild type
GSTM1*/GSTT1" predomino, tanto en pacientes con LMA como con LMC
(figura 37 y 38).

40% 36%
35%
30% 28%
25% 20%
20% 16%
15%
10%

5%

0%

M1+/T1+ M1-/T1+ M1+/T1- M1-/T1-

Figura 37. Distribucion porcentual de los genotipos de GSTM1 y GSTT1 en pacientes
con LMA.

El genotipo homocigoto nulo GSTM1/GSTT1 no se encontr presente en

los pacientes con LMC ni en los pacientes con tricoleucemia (figura 38 y 39).

80%
70%
60%
50%
40%

68%

30% 21%
b = .
10%
o L
M1+/T1+ M1-/T1+ M1+/T1- M1-/T1-

Figura 38. Distribucion porcentual de los genotipos de GSTM1 y GSTT1 en pacientes
con LMC.
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Figura 39. Distribucion porcentual de los genotipos de GSTM1 y GSTT1 en pacientes
con Tricoleucemia.

Se realiz6 un andlisis estadistico de asociacion entre los genotipos nulos
observados en las poblaciones estudiadas, pacientes con leucemia y controles, con
la finalidad de evaluar si existe asociacion de los genotipos nulos de GSTM1" y
GSTT1 con el desarrollo de esta enfermedad, es decir, si pudieran ser
considerados un factor de riesgo para padecer leucemia. Se calculé Odds Ratio
(OR), considerando un IC de 95%.

En la tabla 20, se representan las frecuencias de los alelos nulos de GSTM1
y GSTT1 encontrados en los pacientes con leucemia y en los controles. Se
observd que la frecuencia de GSTT1 nulo en los pacientes con leucemia es mayor
en comparacion con la poblacion control, encontrandose una diferencia
estadisticamente significativa (p value: 0.002) y sugiriendo que este genotipo
puede ser considerado un factor de riesgo para el desarrollo de leucemia (OR:
2.2677, 95% IC: 1.337 — 3.8463, p-value; 0,002) estadisticamente significativo.
Para el genotipo GSTM1" nulo no se observaron diferencias significativas en

ambos grupos estudiados.
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Tabla 20. Distribucion de los alelos nulos de GSTM1 y GSTT1 en pacientes con
leucemia y controles.

Genotipo | Casos  Control  Odds Ratio (OR) 95% IC P -value
N es (intervalo de
N confianza)
GSTM1 35 132
0.7519 0.4722 - 1.1973 0,229

Nulo (0,343) (0,410)

GSTT1 29 48
2.2677 1.337 - 3.8463 0,002
Nulo (0,284)  (0,150)

N: ndmero de individuos. Frecuencias alélicas se encuentran dentro de los paréntesis. p-value

<0.05: valor significativo.

La distribucién de las frecuencias genotipicas de GSTM1 y GSTT1
encontradas en los pacientes con leucemia y en los controles se representa en la
tabla 21, observandose que presentan similitud entre ambos grupos estudiados.En
el anexo Il se muestran las frecuencias genotipicas del grupo control. Los analisis
no mostraron asociacion estadisticamente significativa en las diferentes

combinaciones de estos genotipos como factor de riesgo de padecer leucemia.

Tabla 21. Distribucion de genotipos de los GSTM1 y GSTT1 en pacientes con leucemia
y en controles.

Genotipo Casos Controles Odds 95%IC P
Ratio (intervalode  value
(OR) confianza)

GSTM1'/GSTT1" 48 157 1 - -

GSTM1/GSTTL" 25 94 0.8699 0.5035-1.5030 0,617
GSTM1'/GSTTY1 19 55 1.1299 0.6117-2.0871 0,696
GSTM1/GSTTI 10 16 2.0443 0.8705-4.8005 0,100

P- value <0,05: valor significativo
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4.6.1.1.3 Distribucion de los alelos de los genes GSTM1 y GSTT1

en pacientes con leucemiay su relacion con la evolucion clinica

Los genotipos homocigotos nulos de GSTM1" y GSTT1" fueron analizados
en los diferentes estadios de evolucion clinica de los pacientes con leucemia, con
la finalidad de conocer si existe asociacion entre los genotipos y la evolucion

clinica, bien sea de prondstico favorable o desfavorable.

En la tabla 22, se muestran las frecuencias alélicas de los genes GSTM1 y
GSTT1 segun el tipo de variable comprendida en la evolucion clinica: remision
completa, recaidas y fallecidos, de los pacientes con leucemia analizados

posteriormente empleando el test exacto de Fisher.

Los resultados permiten evidenciar que el genotipo wild type GSTT1" fue
predominante en los pacientes con leucemia que se encuentran en estado de
remision completa, mostrando diferencia estadisticamente significativa con el
genotipo GSTT1 nulo (p-value: 0,025). Con respecto a las otras condiciones

clinicas, no se observaron diferencias entre ambos genotipos estudiados.

Tabla 22. Anélisis de asociacién de alelos de los genes GSTM1 y GSTT1 segun el estado
de evolucion clinica.

Evolucién clinica M1 M1 P-value | T1" T1 P- value

Remisién 40 16 | 42 9 0,025

Completa 0,290

Recaidas 13 9115 6 1,000
0,450

Fallecidos 21 14 | 24 11 0,643
0,379

P-value <0.05: valor significativo

La glutation s- transferasa participa en el metabolismo de varias drogas que
se incluyen dentro de los protocolos quimioterapéuticos de LLA y LMA. La
disfuncion de su actividad enzimatica debido a una delecién puede estar implicada

en la eficacia del tratamiento. Por tal motivo, se analizd la presencia del
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polimorfismo nulo de GSTM1" y GSTT1 en los grupos de pacientes con LLA y

LMA en tratamiento quimioterapéutico y se relacion6 con su evolucion clinica.

Las tablas 23 y 24 representan las frecuencias alélicas de GSTM1 y GSTT1
en pacientes con LLA y LMA, respectivamente; que fueron tratados con
quimioterapia y agrupadas segun su evolucidén clinica. Los resultados no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los alelos de
GSTM1/GSTT1 y la respuesta a tratamiento, evidenciado segin la evolucion
clinica, en pacientes con LLA y LMA respectivamente.

Tabla 23. Andlisis de asociacion de los alelos de los genes GSTM1 y GSTT1 en
pacientes con LLA.

Evolucidn clinica M1® M1 P-value |T1" T1 P- value
Remision 18 10 0,812 19 9 0,807

Completa

Recaidas 5 6 0,211 10 2 1,000

Fallecidos 9 6 0,567 12 3 0,547

P-value <0.05: valor significativo

Tabla 24. Analisis de asociacion de los alelos de los genes GSTM1 y GSTT1 en
pacientes con LMA.

Evolucidn clinica M1® M1 P-value | T1" T1 P-value
Remision 6 1 0,418 4 3 0,396
Completa

Recaidas 2 2 0,581 4 0 0,574
Fallecidos 8 7 0,253 10 6 0,373

P- value<0.05: valor significativo

4.6.1.2 GSTP1

El estudio del polimorfismo en el gen GSTP1 se realizé en 75 pacientes con

leucemia y en 291 controles. La figura 40 muestra la imagen de la electroforesis
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en el gel de agarosa al 2 % tratada con Bromuro de Etidio y visualizada con luz
UV, con las bandas correspondientes a los productos de amplificacion del gen
GSTPL1 de 432 pb, que posteriormente fueron sometidos a RFLP, para determinar

e identificar los genotipos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 40. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 2% de los productos
amplificados del gen GSTP1 en pacientes con leucemia. El carril 1 corresponde al marcador de
tamafio molecular de 100 pb. Los carriles 2 al 11 presentan amplificaciones de 442 pb del gen
GSTPL. El carril 12 es un control negativo de la reaccion de cadena de la polimerasa.

Todos los productos de amplificacion del gen GSTP1 de los pacientes y de
los controles fueron sometidos a digestion con la enzima de restriccion BsmAl, lo
cual permitid caracterizar e identificar los diferentes genotipos de GSTP1 en las
poblaciones estudiadas. En la figura 41, se puede observar la imagen de
electroforesis en gel de agarosa al 3 % con los productos digeridos en RFLP,
observando el genotipo homocigoto wild type A/A (329 pb y 113 pb), el genotipo
heterocigoto A/G (329 pb, 216 pb y 113 pb) y el genotipo homocigoto mutante
G/G (216 pb y 113 pb).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

500 pb 442 pb
300 pb 329 pb
216 pb
113 pb

Figura 41. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 3 % de los productos del
gen GSTP1 obtenidos por la técnica de RFLP, digeridos con la enzima de restriccion BsmAl,
en pacientes con leucemia. En el carril 1 se observa el marcador de tamafio molecular de 100 pb.
En los carriles 2, 5, 8, 9 y 10 se observan la variante homocigota mutante G/G. En los carriles 3 y
4 se observan el genotipo homocigoto wild type. En los carriles 6 y 7 se encuentran el genotipo
heterocigoto del polimorfismo A/G. En el carril 12 se empled un control de producto de PCR sin
digerir.

4.6.1.2.1 Frecuencia genotipica de GSTP1 en los pacientes con

Leucemia

Las frecuencias de las variantes polimorficas de GSTP1 de los pacientes con
leucemia que asisten al Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de
Caracas Y el grupo de individuos control se muestran en la tabla 25. Se determind
este genotipo en 75 pacientes con leucemia y 291 individuos controles. El
genotipo con mayor frecuencia 0,413 fue el heterocigoto A/G con respecto al
genotipo wild type A/A con una frecuencia 0,333, mientras que el genotipo G/G
fue el menos frecuente 0,253 en los pacientes estudiados. Al comparar con la
poblacion control se observé que las frecuencias genotipicas de A/A de los
controles fue 0,337, similar al genotipo A/A de los pacientes con leucemia. Con
respecto a los demas genotipos, las frecuencias genotipicas entre ambas
poblaciones mostraron diferencias marcadas. La poblacion control se encuentra en

equilibrio Hardy - Weinberg para este polimorfismo (anexo Xl).
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Tabla 25. Frecuencia genotipica de GSTP1 en los pacientes con leucemia del Hospital
Universitario de Caracas y en el grupo control.

Grupo pacientes Grupo control
Genotipo N Frecuencia N Frecuencia
AJA 25 0,333 98 0,337
AlG 31 0,413 154 0,529
GIG 19 0,253 39 0,134
Total 75 291

N: nimero de individuos

4.6.1.2.2 Distribucion poblacional de la frecuencia genotipica de

GSTP1 en base al tipo de Leucemia

La distribucion de las variantes polimérficas de GSTP1 A/G rs1695 de
acuerdo al tipo de Leucemia de los pacientes estudiados, son mostradas en las
figuras 42 a la 46. Se puede observar que el polimorfismo heterocigoto GSTP1
A/G fue el més frecuente en los pacientes con LLA, LLC y tricoleucemia, a
excepcion de los pacientes con LMC, cuyo genotipo mas frecuente fue el genotipo
homocigoto wild type GSTP1 A/A un 50% (Figura 45). Con relacion al genotipo
homocigoto mutado GSTP1 G/G este fue el segundo en frecuencia en pacientes

con LLA en un 34% y en tricoleucemia en un 33%.

45% 41%
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20%
15%
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34%

25%

A/A A/G G/G

Figura 42. Distribucién porcentual de los genotipos de GSTP1 en pacientes con LLA.
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Figura 43. Distribucién porcentual de los genotipos de GSTP1 en pacientes con LLC.
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Figura 44. Distribucion porcentual de los genotipos GSTP1 en pacientes con LMA.
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Figura 45. Distribucién porcentual de los genotipos de GSTP1 en pacientes con LMC.
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Figura 46. Distribucion porcentual de los genotipos de GSTP1 en pacientes con
Tricoleucemia.

Se realiz6 un analisis estadistico de asociacion, calculado por Odds Ratio
(OR), considerando un IC de 95 %, entre los genotipos heterocigotos y
homocigotos mutados observados en los pacientes con leucemia y en los
controles, con la finalidad de evaluar si existe asociacion de los genotipos de
GSTP1 A/G con el desarrollo de esta enfermedad, es decir, si pudieran ser

considerados un factor de riesgo para padecer leucemia.

En la tabla 26, se muestra el analisis de los resultados obtenidos de la
genotipificacion de GSTP1 A/G en los pacientes y controles estudiados. Se
analizaron varios modelos de herencias segun las variantes gendmicas para este
polimorfismo, considerando el modelo recesivo, el modelo dominante y el modelo
aditivo. Los resultados no mostraron ser un factor de riesgo estadisticamente
significativo de los genotipos A/G y G/G de este gen para el desarrollo de
leucemia de acuerdo a la poblacion venezolana estudiada, (OR: 0.7891; IC=
0,4398 — 1.4158, p-vlaue: 0,427 y OR: 1.9097; 1C=0.9459 — 3.8555, p-value:

0,071, respectivamente).
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El modelo de herencia recesivo (G/G Vs. A/IG + A/A) del gen GSTP1
mostré una asociacion como factor de riesgo incrementado de la predisposicion
del desarrollo de leucemia en la poblacién estudiada, de acuerdo al valor de OR:
2.1923; IC=1.1792 — 4.0758; p-value: 0,013. Esto sugiere que el alelo G presente
en condicion homocigota es capaz de modificar el riesgo de enfermedad. Los
modelos de herencia dominante y aditivo no mostraron asociacion

estadisticamente significativa con el desarrollo de la enfermedad.

Tabla 26. Distribucién de genotipos del gen GSTP1 en pacientes con leucemia y controles.

Genotipo Casos Controles Odds Ratio 95% IC P - value
(n=75) (n= 291) (OR) (intervalo de
confianza)

AlA 25 98 1 -

AIG 31 154 0.7891 0.4398- 1.4158 0,427

G/IG 19 39 1.9097 0.9459 — 3.8555 0,071
Alelo A 40 175 1 -
Alelo G 35 116 1.3200 0.5131 - 1.5648 0,699
Modelo
Recesivo

2.1923 1.1792 — 4.0758 0,013
GIG Vs. AIG +

A/A

Modelo
Dominante
1.0155 0.5929 — 1.7395 0,955
A/G + G/G Vs.

AlA
Modelo
Aditivo 1.1659 0.6967 — 1.9510 0,559

P-value <0.05:valor significativo. n; nimero de individuos
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4.6.1.2.3 Distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas de

GSTP1 en pacientes con leucemia y su relacion con la evolucion clinica

Los genotipos del gen GSTP1 A/G fueron relacionados con los diferentes
estadios de evoluciodn clinica de los pacientes con leucemia, con la finalidad de
conocer si estos genotipos confieren un factor de riesgo, bien sea de prondstico

favorable, o desfavorable, en la evolucion clinica de los pacientes con leucemia.

En la tabla 27, se muestran las frecuencias alélicas de GSTP1 segun el tipo
de variable considerada en la evolucion clinica de los pacientes con leucemia
estudiados. El analisis de los genotipos homocigoto wild type A/A vy el
polimorfismo A/G mostraron una significancia estadistica en pacientes con
leucemia que presentaron recaidas (p-value: 0,047), sugiriendo que ambos
genotipos pueden estar asociados a esta variable. Con respecto a los demas
estados de evolucion clinica, no se encontré relacion con los genotipos estudiados
del gen GSTP1.

Tabla 27. Andlisis de asociacion de los genotipos de los polimorfismos de GSTP1 en
pacientes con leucemia tratados con quimioterapia.

Evolucion Clinica | A/A A/G P value A/A G/G P value
Remision 14 21 0,414 |14 10 0,755
Completa

Recaida 8 3 0,047 |8 4 0,507
Fallecidos 6 12 0,260 | 6 6 0,735

P- value <0,05: valor significativo

La enzima glutation S- transferasa participa en el metabolismo de varias
drogas que se incluyen dentro de los protocolos quimioterapéuticos de LLA y
LMA, la disfuncién de su actividad enzimatica debido a un polimorfismo puede
estar implicada en la eficacia del tratamiento. Por tal motivo, se analizé la

presencia de polimorfismos del gen GSTP1 A/G en los grupos de pacientes con
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LLA y LMA en tratamiento quimioterapéutico y su clasificacion de evolucion

clinica actual.

En las tablas 28 y 29 se muestran los andlisis de asociacion del
polimorfismo de GSTP1 en pacientes con LLA y LMA respectivamente, de
acuerdo a sus condiciones de evolucion clinica. El andlisis de los genotipos
homocigotos wild type A/A y el polimorfismo A/G mostraron una asociacion
estadisticamente significativa en pacientes con LLA que presentaron recaidas (p-
value: 0,039), para los pacientes fallecidos y en remisiébn completa no se
observaron diferencias. Los genotipos homocigotos wild type A/A y el genotipo
homocigoto mutado G/G mostraron significacia estadistica en pacientes con LLA
que se encuentran en remision completa (p-value: 0,026), mientras que para las
otras condiciones no se observaron diferencias significativas (tabla 28). En los
pacientes con LMA, no se observaron asociaciones significativas de los genotipos
estudiados con respecto a al estadio de evolucion clinica (p-value >0,05) (tabla
29).

Tabla 28. Analisis de asociacion de genotipos de polimorfismos de GSTP1 en pacientes
con LLA.

Evolucion Clinica | A/A AIG P-value | A/IA G/G P- value
Remision 5 9 1,000 |5 3 0,026
Completa

Recaida 4 1 0,039 | 4 5 1,000
Fallecidos 2 3 1,000 | 2 4 1,000

P-value <0,05: valor significativo

Tabla 29. Anélisis de asociacion de genotipos de polimorfismos de GSTP1 en pacientes
con LMA.

Evolucién Clinica | A/A AIG P|AA G/G P value
value

Remision 2 3 1,000 |2 2 0,578

Completa

Recaida 1 0 1,000 |1 0 1,000
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Fallecidos 5 4 1,000 |5 2 0,578

P-value < 0,05: valor significativo

4.6.2 Genotipificacion del gen Metilentetrahidrofolato Reductasa
(MTHFR)

4.6.2.1 MTHFR 1298

Se determino el genotipo del gen MTHFR 1298 en 102 pacientes y 202
controles, con el fin de evaluar la presencia de los polimorfismos y conocer si

confieren riesgo del desarrollo de la enfermedad.

En la figura 47, se observa una imagen de la electroforesis en gel de agarosa
al 2% tratada con Bromuro de Etidio y visualizada con luz UV, los productos de
amplificacion correspondientes al gen MTHFR 1298 de 163 pb en los pacientes

con leucemia.

123 4 56 7 8 910 11 12 13 14 15

500 pb —»
300 pb —»

«— 163 pb

Figura 47. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 2% de los productos
amplificados del gen MTHFR 1298 en pacientes con leucemia. En el carril 1 se encuentra el
marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los carriles 2 al 14 muestran los productos de
amplificacion del gen MTHFR 1298 de 163 pb, de las muestras estudiadas. El carril 15 se
encuentra el control negativo de la reaccion en cadena de la polimerasa.

131



Capitulo IV

Posterior a la amplificacién del gen MTHFR 1298, se realizé la técnica
RFLP empleando la enzima de restriccion Mboll para obtener los fragmentos de
digestion que permiten clasificar las muestras de acuerdo al genotipo obtenido. En
la figura 48 se muestra la imagen de la electroforesis en gel de agarosa al 4%
tratado con Bromuro de Etidio y visualizado con luz UV, de los diferentes
fragmentos de restriccion obtenidos posterior a la RFLP del gen MTHFR. Los
genotipos del gen MTHFR 1298 se denominan de la siguiente manera de acuerdo
al patron de corte de la enzima de restriccion Mboll: homocigoto wild type
MTHFR 1298 A/A con 5 fragmentos (56 pb, 31 pb, 30 pb, 28 pb y 18 pb),
heterocigoto MTHFR 1298 A/C con 5 fragmentos (84 pb, 56 pb, 31 pb, 30 pb y 28
pb) y homocigoto mutado MTHFR 1298 C/C con 4 fragmentos (84 pb, 31 pb, 30
pb y 18 pb). Los fragmentos de 28 pb y 18pb en algunos casos se salen del gel
durante la corrida electroforetica.

12 3 45 678 910 11 12

500 pb

300 pb—»

= <«— 84pb

<— 56pb

<«— 31pb+30pb
<«— 28pb

Figura 48. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 4% de los productos del
gen MTHFR 1298 obtenidos por la técnica de RFLP, digeridos con la enzima de restriccion
Mboll, en pacientes con leucemia. El carril 1 presenta el marcador de tamafio molecular de 100
pb. Los carriles 2,3 6, 7,8, 9 y 10 presentan amplificaciones del genotipo homocigoto wt MTHFR
1298 A/A. Los carriles 4, 5y 11 presentan amplificaciones del genotipo heterocigoto MTHFR
1298 A/C. El carril 12 contiene un producto de PCR sin digerir usado como control.

4.6.2.1.1 Frecuencia genotipica de MTHFR 1298 en pacientes con

leucemia
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Las frecuencias genotipicas de las variantes polimérficas del gen MTHFR
1298 de los pacientes con leucemia se muestran en la tabla 30. Los resultados
obtenidos permiten observar que el genotipo con mayor frecuencia fue el
homocigoto wild type MTHFR 1298 A/A 0,509, con respecto al genotipo
heterocigoto MTHFR 1298 A/C con una frecuencia 0,470, mientras que el
genotipo homocigoto mutado MTHFR 1298 C/C se observo con menor frecuencia
en la poblacién de pacientes estudiados 0,019. La poblacion control se encuentra
en equilibrio Hardy Weinberg para este polimorfismo (x*:1.191; p value: 0,275)
(Anexo Xl). En los individuos control el genotipo mas frecuente fue el
homocigoto wild type 0,584, con una frecuencia similar a la encontrada en los

pacientes, seguida de los genotipos heterocigoto y homocigoto mutado.

Tabla 30. Frecuencia genotipica del gen MTHFR 1298 en pacientes con Leucemia.

Grupo pacientes Grupo control
Genotipo N Frecuencia N Frecuencia
A/A 52 0,509 118 0,584
A/IC 48 0,470 69 0,341
C/iC 2 0,019 15 0,074
Total 102 202

N: nimero de pacientes

4.6.2.1.2 Distribucion poblacional de la frecuencia genotipica de
MTHFR 1298 en base al tipo de Leucemia

Con la finalidad de conocer la distribucion de los genotipos determinados de
MTHFR 1298, se realizd la distribucion de las variantes genotipicas de acuerdo al

tipo de leucemia, mostrada en las figuras 49 a la figura 53.

Se puede observar que el genotipo homocigoto wild type A/A fue el mas
frecuente en los pacientes con LLA, LLC, LMA, sin embargo en los pacientes con

LMC vy tricoleucemia el genotipo més frecuente fue el heterocigoto A/C. Con
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relacion al genotipo homocigoto mutado C/C solo se encontrd presente en 8% de

los pacientes con LMA.

54%
53%
52%
51%
50%
49%
48%
47%
46%
45%
44%
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A/A

47%

A/C

c/c
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Figura 49. Distribucion porcentual de los genotipos de MTHFR 1298 en pacientes con

60%
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Figura 50. Distribucion porcentual de los genotipos de MTHFR 1298 en pacientes con
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Figura 51. Distribucion porcentual de los genotipos de MTHFR 1298 en pacientes con

LLC.
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Figura 52. Distribucion porcentual de los genotipos de MTHFR 1298 en pacientes con
LMC.
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Figura 53. Distribucion porcentual de los genotipos de MTHFR 1298 en pacientes con
Tricoleucemia.

Se realizd un analisis estadistico de asociacion entre los genotipos
heterocigotos y homocigotos mutados observados en las poblaciones estudiadas,
con la finalidad de evaluar si existe asociacion de los genotipos de MTHFR 1298
con el desarrollo de esta enfermedad, es decir, si pudieran ser considerados un
factor de riesgo para padecer leucemia. El riesgo relativo fue calculado por Odds

Ratio (OR), considerando un intervalo de confianza (IC) de 95%.

En la tabla 31, se presenta la distribucion de los genotipos y alelos del gen
MTHFR 1298 en la poblacion estudiada. Se observa que el genotipo homocigoto
wild type A/A predomina en ambos grupos estudiados. Los resultados del analisis
estadistico no reveld una asociacion estadisticamente significativa del genotipo
heterocigoto A/C del modelo de herencia codominante como factor de riesgo del
padecimiento de leucemia (OR: 1.2384, IC: 0.7542 — 2.0334; p-value: 0,3981).
Asi mismo, se evaluaron los demas modelos de herencia, encontrando que los
modelos Dominante y Aditivo no se comportan como un factor de riesgo para el
desarrollo de leucemia. Los resultados obtenidos permiten establecer que el
polimorfismo del gen A/C no representa un factor de riesgo de desarrollo de la

enfermedad en la poblacion estudiada.
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Tabla 31. Distribucion de genotipos del gen MTHFR 1298 en pacientes con leucemia y
controles.

Genotipo Casos  Controles Odds 95% IC (intervalo P value
(n=102) (n=202) Ratio de confianza)
(OR)

A/A 58 118 1 -
A/C 42 69 1.2384 0.7542 —2.0334 0,3981
c/Cc 2 15 0.2713 0.0600 — 1.2262 0,0901

Alelo A 75 151 1 -
Alelo C 27 51 1.0659 0.6196 — 1.8336 0,8177

Modelo recesivo
C/IC Vs AIC + 0.2493 0.0559 —1.1122 0,220
A/A

Modelo

dominante
1.0657 0.6584 — 1.7248 0,7957
A/C + C/IC Vs

A/A

Modelo aditivo 0.9453 0.5907 — 1.5128 0,8147

P-value <0.05: valor significativo

4.6.2.1.3 Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de

MTHFR 1298 en pacientes con leucemia y su relacion con la evolucién
clinica

La enzima metilentetrahidrofolato reductasa participa en el metabolismo del

folato intracelular y los polimorfismos genéticos del gen MTHFR han sido

asociados con el mecanismo de accion del farmaco metotrexato, utilizado en los

protocolos de quimioterapia en pacientes con LLA: Total XV modificado (125),
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BFM 95 (126), Nacional 2005 (127), Hyper CVAD (128), en sus diferentes fases:
induccidn, consolidacion y mantenimiento. Se realiz6 el andlisis farmacogenético
de los resultados obtenidos de los polimorfismos genéticos de MTHFR 1298 y la
evolucion clinica de los pacientes con LLA, con el fin de conocer si existe

asociacion entre ambas variables.

Como se presenta en la tabla 32, no se observd asociacion entre el
polimorfismo A/C y la evolucidn clinica, asi mismo, estos resultados sugieren que
el polimorfimo no afecta la respuesta al tratamiento con Metotrexato en los

pacientes con LLA estudiados.

Tabla 32. Andlisis de asociacién de los genotipos de MTHFR 1298 en pacientes con
LLA tratados con Metotrexato.

A/A vs AIC
Evolucion | A/A AIC OR IC p-value
clinica (n) (n)
Remision 14 14 1.7101 0.7698-3.7698  0,1876
completa
Recaida 6 7 1.9952 0.6444-6.1774 0,2310
Toxicidad |3 4 2.8502  0.4956-10.4900 0,2898
Fallecidos |7 9 2.1988 0.7838-6.1678 0,1343

OR: Odds ratio. IC: intervalo de confianza de 95%. P-value <0,05: valor significativo. N:

namero de pacientes

4.6.2.2 MTHFR 677

Se determinaron los genotipos de MTHFR 677 en 102 pacientes con

leucemia y 308 controles. En la figura 54 se presenta la imagen de una
electroforesis en gel de agarosa al 2% tratado con Bromuro de Etidio y
visualizado con luz UV, donde se evidencian las bandas de amplificacion de 198

pb del gen MTHFR 677, correspondientes a las muestras analizadas.
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Figura 54. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 2% de los productos
amplificados del gen MTHFR 677 en pacientes con leucemia. El carril 1 muestra el marcador de
tamafio molecular de 100 pb. Los carriles 2 al 15 permiten observar los productos amplificados por
la PCR de 198 pb. El carril 16 contiene el control negativo de la reaccion.

Posterior a la amplificacion del gen MTHFR 677 en muestras de pacientes y
controles, se procedio a realizar la digestion enzimatica por RFLP empleando la
enzima de restriccion Hinfl, y de esta manera, se obtuvo los patrones de
restriccion que permitieron realizar la genotipificacion de las muestras. Los
genotipos del gen MTHFR 677 identificados son los siguientes: homocigoto wild
type C/C con una banda de 198pb, heterocigoto C/T con dos bandas (198 pb y 175
pb) y homocigoto mutado T/T con dos bandas (175 pb y 23 pb) (figura 55).

139



Capitulo IV

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

500 pb —»

300 pb. —»

«— 198 pb.
<«—175 pb

<+—23 pb

Figura 55. Imagen de la electroforesis de gel de agarosa al 4 % de los productos del
gen MTHFR 677 obtenidos por la técnica de RFLP, digeridos con la enzima de restriccion
Hinfl, en pacientes con leucemia En el carril 1 se observa el marcador de tamafio molecular de
100 pb. EI genotipo homocigoto wild type C/C se observa en los carriles 3, 5, 6, 7, 9 y 11. El
genotipo heterocigoto C/T se observa en los carriles 2, 8 y 10. El genotipo homocigoto mutado
T/T se visualiza en el carril 4. El carril 12 presenta un control negativo de producto de PCR sin
digerir.

4.6.2.2.1 Frecuencia genotipica de MTHFR 677 en pacientes con

Leucemia

Las frecuencias genotipicas de las variantes de MTHFR 677 determinadas
en los pacientes con leucemia y los individuos controles se muestran en la tabla
33. En estos resultados se pudo observar que el genotipo con mayor frecuencia en
el grupo de pacientes fue el heterocigoto C/T con 0,559, asi como en los controles
con 0,455, seguido del genotipo homocigoto wild type C/C con 0,333 y 0,420;
para pacientes y controles respectivamente; y por Gltimo, el menos frecuente es el
genotipo homocigoto mutado T/T con una frecuencia de 0,108 y 0,125 para

ambos grupos.
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Tabla 33. Frecuencia genotipica del gen MTHFR 677 en pacientes con Leucemia.

Grupo pacientes Grupo control
Genotipo N Frecuencia N Frecuencia
C/C 34 0,333 132 0,420
CIT 57 0,559 143 0,455
T/IT 11 0,108 39 0,125

Total 102 314
N: nimero de pacientes

4.6.2.2.2 Distribucién poblacional de la frecuencia genotipica de
MTHFR 677 en base al tipo de Leucemia

Se realizé la distribucion de los genotipos de las variantes polimorficas de

MTHFR 677 de acuerdo con el tipo de leucemia de los pacientes del Servicio de
Hematologia del Hospital Universitario de Caracas.
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En las figuras 56 a 60 se muestran la distribucion porcentual de los
genotipos en los pacientes estudiados, se puede observar que el polimorfismo

heterocigoto C/T, fue el més frecuente todos los pacientes con leucemia, seguido

60%

51%

50%

40%

35%

30%

20%
14%

10%

0%
c/c c/T T/T

del genotipo homocigoto wild type C/C y por ultimo el homocigoto mutado T/T,
excepto en los pacientes con LLC donde el segundo lugar lo ocupa el tipo
homocigoto mutado con un 25% Yy el tercer lugar el tipo homocigoto normal con

un 0% como se muestra en la figura 58.

Figura 56. Distribucién porcentual de los polimorfismos genéticos de MTHFR 677 en
pacientes con LLA.
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Figura 57. Distribucion porcentual de los polimorfismos genéticos de MTHFR 677 en
pacientes con LMA.
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Figura 58. Distribucién porcentual de los polimorfismos genéticos de MTHFR 677 en
pacientes con LLC.
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Figura 59. Distribucién porcentual de los polimorfismos genéticos de MTHFR 677 en
pacientes con LMC.
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Figura 60. Distribucién porcentual de los polimorfismos genéticos de MTHFR 677 en
pacientes con Tricoleucemia

Se realiz6 un andlisis estadistico de asociacion entre el genotipo
heterocigoto C/T y homocigotos mutados T/T observados en las poblaciones
estudiadas, pacientes con leucemia y controles, con la finalidad de evaluar si
existe asociacion de los genotipos de MTHFR 677 con el desarrollo de esta
enfermedad, es decir, si pudieran ser considerados un factor de riesgo para
padecer leucemia. El riesgo relativo fue calculado por Odds Ratio (OR),

considerando un IC de 95%.
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En la tabla 34, se presenta la distribucion de los genotipos y alelos de
MTHFR 677 en la poblacion estudiada, pacientes con leucemia y controles. Los
resultados no mostraron asociacion estadisticamente significativa del genotipo del
modelo de herencia codominante de MTHFR 677 y el riesgo del padecimiento de
leucemia. Para los modelos de herencia recesivo, dominante y aditivo, no se
evidencio asociacion de los mismos con el desarrollo de la enfermedad. En ambas
poblaciones estudiadas se observO que el genotipo mas frecuente es el

heterocigoto C/T.

Tabla 34. Distribucion de los genotipos del gen MTHFR 677 en pacientes con leucemia
y controles.

Genotipo Casos Controles Odds 95% IC (intervalo P value
(n=102) (n=314) Ratio (OR) de confianza)

C/C 34 132 1 -
CIT 57 143 1.5450 0.9517 - 2.5163 0,078
TIT 11 39 1.0950 0.5080 - 2.3603 0,816
Alelo C 62 201 1 -
Alelo T 40 113 1.1476 0.7248 — 1.8169 0,557

Modelo recesivo

0.8524 0.4191 -1.7335 0,659
T/TvsC/T +C/C

Modelo dominante

1.4505 0.9078 —2.3179 0,119
CIT+T/TVsCIC

Modelo aditivo 1.3878 0.8795 — 2.1900 0,159

P- value <0.05: valor significativo

4.6.2.2.3 Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de

MTHFR 677 en pacientes con leucemia y su relacion con la evolucion
clinica

Tomando en cuenta las consideraciones analizadas, para este genotipo

MTHFR 677 se realizd un analisis estadistico de los resultados obtenidos en
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pacientes con LLA por recibir metotrexato en sus protocolos quimioterapéuticos
con la finalidad de conocer si existe asociacion entre los genotipos encontrados en
los pacientes con leucemia que fueron estudiados y las diferentes variables de

evolucion clinica.

Los andlisis farmacogenético de C/C y C/T de MTHFR 677 no mostraron
una asociacion estadisticamente significativa con el estadio clinico de los
pacientes con LLA. Estos resultados muestran que no existe relacion entre los
genotipos de MTHFR 677 con el progreso de la enfermedad y no se pueden
considerar como biomarcadores de respuesta al tratamiento con metotrexato en
pacientes con LLA (tabla 35).

Tabla 35. Andlisis de asociacion de genotipos de polimorfismos de MTHFR 677 en
pacientes con LLA tratados con Metotrexato.

C/ICvsCIT C/ICvsTIT
c/ic CIT OR IC p-| C/IC TIT OR IC p-
(n) (n) | value M (0 value
Remision 9 13 1.1538 0.5210-2.5554 | 9 5 0.8462 0.2273-3.1506
completa 0,7243 0,8033
Recaida 7 7 1.2308 0.4160-3.6411 | 7 1 1.1282 0.2189-5.8144
0,7075 0,8854
Toxicidad 6 0 0.9231 0.0572-14.9079 | 6 1 1.1181 0.0447-27.9942
0,9550 0,9458
Fallecidos 5 9 | 1.2308 0.2704-5.6024 | 5 2 0.4792 0.0242-9.4767
0,7883 0,6290

P-value <0,05: valor significativo. N: nimero de pacientes

A continuacién, se muestra en la tabla 36 los resultados del analisis
estadistico de los haplotipos del gen MTHFR 677-1298 y su asociacion con la
evolucion clinica de los pacientes con LLA estudiados. No se observé asociacion
en ninguno de los haplotipos con alguna de las variables de evolucion clinica,
sugiriendo que los mismos no afectan la evolucion de los pacientes con LLA

tratados con metotrexato.
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Tabla 36. Andlisis de asociacion de los polimorfismos del gen MTHFR 677 y 1298 y los

estadios de evolucion clinica en pacientes con LLA tratados con Metotrexato.

677 | 1298 Remision Recaidas Toxicidad Fallecidos
completa OR (95% IC) OR (95% IC) OR (05% IC)
OR(95% IC)
cC | AA - - - -
CC AC 0.9259 2.222 1.1111 0.7407
(0.2087 - 4.1077) (0.3253 - (0.1285 - 9.6056) (0.0999 - 5.4903)
15.1806)
CT AA 0.8333 1.2500 0.4167 0.5556
(0.2037 - 3.4093) | (0.1732-9.0197) | (0.0328 - 5.2989) (0.0770 - 4.0087)
CT | AC 0.6667 1 0.6667 1.5556
(0.1667 - 2.6657) | (0.1409 - 7.0993) | (0.0803 - 5.5377) (0.3231 - 7.4882)
TT AA 0.8333 0.8333 0.3231 1.1111
(0.1498 - 4.6360) (0.0616 - (0.0133 - 7.8478) (0.1422 - 8.6800)
11.2778)
TT | AC 0.5385 1.400 5.0000 1
(0.0190-15.2988) (0.0429 - (0.2120 - 117.9007) | (0.0327- 30.6201)
45.6815)

4.6.3 Tiempo de supervivencia global y libre de evento en pacientes con
LLA tratados con MTX de acuerdo al genotipo MTHFR

Se estudio la asociacion entre las tasas de supervivencia global y libre de
evento, y la presencia de los alelos comun y mutado para los polimorfismos 677 y
1298 del gen MTHFR, mediante el estimador de Kaplan Meier y para contrastar

las hipétesis de las curvas de supervivencia se calculé el test Log Rank.

En relacion a la supervivencia global asociada al polimorfismo MTHFR
677, se encontrd que los pacientes que presentaron el alelo comdn C (genotipo
wild type C/C) tienen una media de supervivencia global de 85 + 10 meses; por su
parte, los que presentaron al menos un alelo mutado T, es decir, el genotipo
heterocigoto C/T y el genotipo homocigoto mutado T/T, la media del tiempo de
supervivencia es de 87 + 11 meses, observandose de esta manera, que los
pacientes que presentan al menos un alelo mutado T, tienen una media de

supervivencia ligeramente mayor que los del genotipo wild type C/C.

En cuanto, a la tasa de supervivencia, en la Figura 61 se presenta el gréafico

de Kaplan Meier donde se observa que aquellos que presentaron el alelo comun C,
tienen un porcentaje de supervivencia global de 46% a los 77 meses y los que
tienen al menos un alelo mutado T, un porcentaje de 62% a los 76 meses. Sin
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embargo, no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (Log
Rank: 0,008, p-value: 0,930).
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Figura 61. Gréfico de Supervivencia Global respecto al polimorfismo MTHFR 677
(Kaplan - Meier). Log Rank: 0,008, p-value: 0,930.

En cuanto al efecto que tiene el polimorfismo MTHFR 1298 sobre la
supervivencia global de los pacientes con LLA estudiados, se encontrd que los
pacientes que presentaron el alelo comdn A (genotipo wild type A/A) tienen una
media de supervivencia global de 108 + 7 meses, por su parte, los que presentaron
al menos un alelo mutado C, es decir, el genotipo heterocigoto A/C y el genotipo
homocigoto mutado C/C, la media del tiempo de supervivencia es de 63 + 7
meses, evidenciandose que lo pacientes que presentan al menos un alelo mutado C

tienen un media de supervivencia menor a los del genotipo wild type A/A.

En la Figura 62 se observa el grafico de Kaplan Meier del célculo de la
tasa de supervivencia global en relacion al tiempo en meses, se observa que los
pacientes que presentaron en su genotipo el alelo A tienen una tasa de
supervivencia de 93% a los 9 meses, mientras que los portadores de al menos un
alelo mutado C tienen una tasa de supervivencia de 35% a los 77 meses. Estas
variaciones marcadas entre ambos alelos fueron estadisticamente significativas
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con un p-value <0,005, lo que sugiere que la presencia de al menos un alelo
mutado C de MTHFR 1298 puede disminuir la supervivencia de los pacientes con
LLA (Log Rank: 4,29 y p-value de 0,038).
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Figura 62. Supervivencia Global respecto al polimorfismo MTHFR 1298 (Kaplan -
Meier). Log Rank: 4,29 y p-value de 0,038.

En referencia a la supervivencia libre de evento asociada al polimorfismo
MTHFR 677, los pacientes que presentaron el alelo comin C (genotipo wild type
C/C) mostraron una media de supervivencia libre de evento de 23 £ 4 meses; por
su parte, los que tienen al menos un alelo mutado T, es decir, el genotipo
heterocigoto C/T y genotipo homocigoto mutado T/T, la media del tiempo de
supervivencia es de 25 £ 9 meses, de tal modo se puede observar que a pesar de
que los pacientes que presentan al menos un alelo mutado T, tienen un media de
supervivencia libre de eventos mayor a los del genotipo wild type C/C con una
minima variacion entre ambas. Adicionalmente, la tasa de supervivencia libre para
los pacientes portadores del alelo comun C, es de 17% a los 29 meses y los que
tienen al menos un alelo mutado T, un porcentaje de 13% a los 59 meses. Sin

embargo, no se encontrd asociacion significativa entre este polimorfismo y la

149



Capitulo IV

supervivencia libre de evento (Log Rank: 0,001, p-value: 0,96) tal como se
muestra en la figura 63.
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Figura 63. Supervivencia libre de evento respecto al polimorfismo MTHFR 677
(Kaplan Meier). Log Rank: 0,001, p-value: 0,96

De igual manera, en aquellos pacientes con el polimorfismo MTHFR 1298
se encontrd que los que portaban el alelo comdn A (genotipo wild type A/A)
presentan una media de supervivencia libre de evento de 57 + 8 meses, mientras
que, los que tienen al menos un alelo mutado C, es decir, el genotipo heterocigoto
A/C y el genotipo homocigoto C/C, la media del tiempo de supervivencia es de 42
+ 7 meses, estos resultados evidencian que lo pacientes que presentan al menos un
alelo mutado C tienen un media de tiempo entre la remision completa y la
aparicion de una recaida menor a los del genotipo wild type A/A. Como se puede
observar en la Figura 64, el grafico Kaplan- Meier muestra la tasa de
supervivencia libre de evento de los pacientes que presentan en su genotipo el
alelo comun A de 44% a los 73 meses, mientras que los portadores de al menos un
alelo mutado C presentan una tasa de SLE de 33% en 59 meses. A pesar, de que
en estos resultados se puede evidenciar una diferencia entre los que portaban el

alelo mutado con respecto a los que tenian el alelo comun, no se encontrd
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asociacion estadisticamente significativa entre ambos grupos con respecto a la

supervivencia libre de evento de los pacientes estudiados (Log Rank: 1,42 y p-
value: 0,234).
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Figura 64. Supervivencia libre de evento respecto al polimorfismo MTHFR 1298
(Kaplan — Meier).Log Rank: 1,42 y p-value: 0,234

Para finalizar, los marcadores moleculares encontrados en estudio Utiles

para el diagndstico, prondstico de evolucion clinica y de riesgo de susceptibilidad

de padecer leucemia se muestran en las figuras 65 y 66.
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Figura 65. Marcadores moleculares para el diagndéstico y el prondstico de la evolucion

clinica en leucemia.
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Marcadores de riesgo de desarrollo en leucemia
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Figura 66. Marcadores moleculares de riesgo de susceptibilidad a desarrollar

leucemia.
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CAPITULO V

DISCUSION

El avance cientifico del estudio de los mecanismos moleculares de la
hematopoyesis anormal que conduce al desarrollo de las diferentes neoplasias
hematoldgicas, ha sido esencial para el conocimiento de las alteraciones
moleculares en genes que controlan la diferenciacion celular, como los oncogenes
y genes de supresion tumoral, que derivan en la pérdida del control de la
homeostasis del tejido hematopoyético promoviendo la aparicion de la leucemia
(129).

Cabe destacar que cada tipo de leucemia difiere en su etiologia, que son
aquellos mecanismos leucemogénicos que conducen al desarrollo de la
enfermedad, asi como en su evolucion. Las leucemias agudas se caracterizan por
un blogqueo en los estadios de diferenciacion, resultando una masiva acumulacion
de células inmaduras o blastos. En contraste, las leucemias crénicas son
consecuencia de la proliferacién no regulada, encontrandose un amplio espectro
de células diferenciadas. Las células leucémicas pueden distinguirse de las células
progenitoras hematopoyéticas en base a propiedades morfolégicas y citoquimicas,
anormalidades cariotipicas o citogenéticas, reordenamientos génicos de antigeno-

receptor, inmunofenotipos y mutaciones génicas (130).

En la dltima década se ha observado una disminucion de la mortalidad de
alrededor del 2% (en poblacién estadounidense)(131), gracias a las medidas de
prevencion, diagndstico precoz y a la contribucion del desarrollo de nuevas
terapias farmacoldgicas. En la region de las Américas segun el ultimo boletin de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para el afio 2012 fallecieron
aproximadamente 53mil personas por causa de la leucemia, solo mil personas

menos que en el afio 2000.

En Venezuela, segun los datos estadisticos del afio 2006, la incidencia de
casos de cancer en nifios y jovenes menores de 15 afios es dominada por las

leucemias con mas de 600 casos, representando aproximadamente un 40% del
154



Capitulo V

total. En la poblacion adulta, las leucemias eran el noveno tipo de céancer en
ambos sexos, con una incidencia estimada de 1491 casos para la fecha del boletin,
y 865 muertes estimadas (29). Para el ultimo anuario epidemioldgico reportado en
el aflo 2012 (132), se registraron 42.046 casos de cancer (incluyendo nifios,
adolescentes, adultos y ancianos), entre ellos, 1754 casos de leucemia,
observandose un aumento con respecto al boletin anterior. La leucemia ocupa la
quinta posicion de incidencia en hombres, con 914 casos, representando el 4,59%,
y en mujeres ocupa la séptima posicion con un total de 840 casos, constituyendo
el 3,80%. Con respecto a la poblacion infantil y juvenil, se estimaron en 651 casos
y 189 las defunciones registradas en menores de 15 afios; las leucemias continGian
dominando ampliamente sobre las otras localizaciones de cancer, representando el
45% del total. Estos datos indican que la leucemia refleja un importante problema
de salud publica, que obliga al desarrollo de estrategias multidisciplinarias que
faciliten el conocimiento a través de la caracterizacion de las alteraciones
genéticas implicadas en la aparicion y evolucion de la leucemia en la poblacién
venezolana, para asi, establecer la evaluacién de posibles factores de riesgo para
el desarrollo de la leucemia y factores asociados a la evolucién clinica, con la
finalidad de reducir los indices de morbi- mortalidad y garantizar una mejor
calidad de vida.

Los resultados obtenidos en esta investigacion permiten conocer la
presencia de mutaciones en los genes estudiados y los polimorfismos en genes
implicados en estudios farmacogenéticos, en conjunto con la evolucion clinica de
la respuesta a los tratamientos de pacientes con distintos tipos de leucemia
diagnosticados en el Hospital Universitario de Caracas, asi como la estimacion de

la supervivencia global y libre de evento.

Se analizaron 122 muestras de sangre periférica y/o médula Osea de
pacientes con leucemia y 310 individuos controles provenientes de los diferentes
grupos étnicos venezolanos, tomando en cuenta la diversidad y heterogeneidad

étnica de la poblacion.

En el grupo de pacientes estudiados, se encontré que la LLA fue la mas
frecuente con un 47,5%, seguida de la LMA con un 24,5%, la LMC en un 18,8%

y en menor frecuencia la LLC en un 4,9%, tricoleucemia en un 3,3% y un solo
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caso de LMMJ que represent6 el 0,8%. Estos dos Ultimos tipos de leucemias son
muy poco comunes dentro de la poblacion venezolana y en general en la
poblacién mundial (133). El rango de edad de la poblacién fue muy amplio, desde
11 meses hasta 76 afios de vida, en la poblacién infanto-juvenil prevalecieron los
casos de LLA y LMA, reportado del mismo modo por Insausti et al., (134), en
contraste con la poblacién adulta, donde predominaron las LMC, LLC y LMA, asi
mismo, el sexo masculino tuvo una mayor prevalencia con respecto al sexo
femenino. ElI 72% de los pacientes estudiados padecen de leucemias agudas,
siendo éstas las méas frecuentes. Estos resultados son similares a los reportados en
estudios con otras poblaciones, donde la predominancia de la enfermedad recae en
el sexo masculino; con respecto a la edad, a excepcién de LLA, tipicamente el
riesgo de padecer leucemia aumenta con la edad (131) (Cancer Treatment Centers
of America, 2014). La leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ) clasificada
actualmente por la OMS dentro del grupo de neoplasias mielodisplasicas/
mieloproliferativas, es poco frecuente y representa aproximadamente 2% de las
leucemias en la poblacion infantil, en este estudio solo se obtuvo la muestra de un

paciente de este tipo de leucemia.

En Latinoamérica la epidemiologia de las leucemias presenta una tendencia
similar a la encontrada en los resultados de este trabajo. En Bolivia, Chile,
Argentina, México y Cuba, los reportes sefialan a la leucemia como la neoplasia
mas frecuente en la poblacion infantil y juvenil (133)(135)(136). La prevalencia
de la LLA seguido de la LMA en poblacion infantil, asi como la LMC y la LMA
en adultos, y el predominio en el sexo masculino, han sido reportados
(137)(138)(139).

En relacion a la estandarizacion del protocolo de extraccion de ARNt, se
empled el método de Trizol y la resuspension del ARNt en agua con DEPC 0,1%,
encontrandose resultados satisfactorios en ambos tipos de muestras, para las
determinaciones posteriores de los transcritos de BCR-ABL, PML-RARa y TEL-
AML1 a traves del método RT-PCR, como lo reportado por otros autores
(141)(142)(143)(144). Los inconvenientes que se presentaron en algunos casos
ocurrieron en muestras de pacientes bajo protocolos de induccion recientes de

qguimioterapia, en el cual ocurre una disminucion abrupta de células

156



Capitulo V

hematopoyéticas que se conoce con el término “barrido de médula”, trayendo
como consecuencia la dificultad del aislamiento de acidos nucleicos, tanto de
ARN como de ADN.

Deteccion de t(9;22) con fusién génica de BCR-ABL

Con respecto a la deteccion del transcrito quimérico del oncogén BCR-ABL,
se realizd la determinacion en los pacientes diagnosticados con LMC,
identificandose la presencia de las variantes b2a2 y b3a2. Se detectd la variante
b2a2 en 4 pacientes y b3a2 en 3 pacientes, representando 30% de los pacientes
con LMC. Estos resultados no concuerdan con reportes de otros grupos,
(128)(129)(130)(131) debido a que presentan una frecuencia superior de 95% en
pacientes recién diagnosticados con LMC. Otro estudio realizado en nuestro pais,
destacé la presencia del transcrito BCR-ABL en 67,3% de los pacientes
diagnosticados con LMC (145), siendo una frecuencia que igualmente se

encuentra por debajo de lo reportado por otros autores.

De acuerdo a la frecuencia detectada del transcrito BCR-ABL, es de
suponerse que el estadio del paciente al momento del estudio es crucial para el
resultado, ya que al iniciarse el protocolo de quimioterapia con el inhibidor de
tirosina cinasa STI571 (imatinib), la expresion del transcrito disminuye
considerablemente logrando en la mayoria de los casos una remision
hematoldgica completa (96 %) al cabo de unos 12 meses, considerada como un
prondstico favorable (146). Los pacientes analizados en este estudio ya habian
iniciado tratamiento con quimioterapia y posiblemente ya se habria reducido
completamente la expresion del oncogén, lo que trae como consecuencia un
resultado negativo, lo cual explicaria la baja frecuencia obtenida. Asi mismo, un
estudio del grupo IRIS (International Randomized Study of Interferon vs STI1571),
dedicado a la evaluacion de eficacia de respuesta de protocolos de tratamiento
para LMC, realizaron las cuantificaciones de los transcritos BCR-ABL por el
método RQ-PCR, para estimar la respuesta molecular mayor, debido a que es el
método que cuenta con mas sensibilidad, obteniendo una reduccion de 2-log a los
12 meses de tratamiento con imatinib al compararlo con el valor de base previo al

inicio del tratamiento; en este contexto, IRIS define un estado de respuesta
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molecular mayor cuando existe una disminucion de > 3-log de transcrito BCR-
ABL en comparacion con el nivel previo (147)(148). Druker et al., expone que
después de 1 afio los transcritos de BCR-ABL descendieron por al menos 3-log en
53% de los pacientes con LMC y en 4 afios descendieron en 80% de los pacientes;
obteniendo una media de reduccion de 3.08 —log en 1 afio y 3,78-log en 4 afios de
transcritos BCR-ABL (149).

El grupo de investigacion de European Leukemia Net (ELN) (150) planted
la actualizacion de los protocolos de tratamiento para la LMC, asi como la
modificacion de los términos que definen los estadios de respuesta a los farmacos.
El término “respuesta molecular completa o mayor” debe ser evitado y sustituido
por el término “leucemia molecularmente indetectable”, con especificacion del
namero de las copias de transcritos cuantificados por RQ-PCR. La incorporacion
de nuevas drogas de primera linea de inhibidores de tirosina cinasa (TKI) de
segunda generacién: nilotinib, dasatinib, y bosutinib, para tratar aquellos casos de
fracaso terapéutico a imatinib, inducidos por mecanismos de resistencia, como la
mutacién del gen MDR (multidrug resistance), y la mutacibn mas conocida
T3151, que es frecuente encontrarla en estadios avanzados de la enfermedad,
originando resistencia a este farmaco, impidiendo la accién del inhibidor sobre la
enzima (146)(151). La importancia de estos avances radica en un mejor control de
la LMC, gracias a protocolos estandarizados de monitoreo y la deteccion de
enfermedad minima residual que permiten orientar el esquema terapéutico de

estos pacientes.

En referencia a las evidencias planteadas previamente, la baja frecuencia de
pacientes positivos para el transcrito BCR-ABL en pacientes con LMC pudo
deberse a la condicion de los pacientes, ya que todos recibian tratamiento de
imatinib (Gleevec®, Novartis). Sin embargo, es necesario considerar Yy
recomendar que el paciente deba ser estudiado inicialmente, es decir, deba estar
recién diagnosticado para conocer el valor basal a través de la cuantificacion por
RQ-PCR porque ofrece una mayor sensibilidad al ser el método de referencia
“gold standard”. El desarrollo de variantes de la técnica de RQ-PCR para la
deteccién de BCR-ABL como la reciente adaptacion denominada transcripcion

reversa digital -RQ-PCR (reverse-transcription digital PCR, RT-dPCR), busca
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simplificar la técnica por no emplear el uso de curva de calibracion, con el fin de
mejorar la precision de la medicién de los transcritos de ARN (45). Sin embargo,
esta nueva adaptacion aun no alcanza el éptimo nivel de sensibilidad validado y
estandarizado de la RQ-PCR.

En cuanto a los tipos de transcritos BCR-ABL encontrados en pacientes con
LMC, estos corresponden a la region mayor (M-bcr) ubicada en un area de 5.8 kb
entre los exones 12 y 16 del gen BCR, donde resultan los transcritos b3a2 y b2a2
que codifican una proteina de 210KDa. El mas frecuente fue b2a2 seguido de
b3a2, coincidiendo con lo reportado por Carrefio (145) en un estudio donde
encontré 43,5% para b2a2 y 39,5% para b3a2, adicionalmente también report6
3,5% para la variante ela2 que codifica para la proteina 190KDa, que en este
estudio no fue detectado en ningin paciente. Otros estudios con mayor poblacién
reportan una mayor frecuencia de b2a2, en México y Colombia y en Japon
(142)(152)(153)(154). Un estudio de 30 pacientes con LMC del Estado Zulia
realizado por Cafizales (155), reporté una mayor frecuencia del transcrito b3a2,
similar a otros estudios, como en Cuba (156), Corea del Sur (157) y Europa
(32)(158).

La identificacion del transcrito quimérico BCR-ABL en pacientes con LMC
tiene importancia en la epidemiologia molecular de la enfermedad, por su
variacion segun la constitucion étnica de la poblacion. También, se ha descrito la
correlacion de la presencia de los transcritos con la evolucion de la enfermedad.
Algunos investigadores han reportado que el transcrito b3a2 esta asociado con
niveles de plaquetas méas altos en comparacion con los demaés transcritos,
sugiriendo una mayor actividad trombopoyética (152)(159). Otros trabajos han
reportado que no observan diferencias estadisticamente significativas entre las
manifestaciones clinicas, asi como la evolucion de la enfermedad y los transcritos
BCR-ABL (160)(161)(162).

La oncoproteina BCR-ABL promueve la transformacion leucémica de las
células progenitoras hematopoyéticas a través de su actividad tirosina cinasa
desregulada, esta actividad es esencial para la captacion y activacion de maltiples

vias de transduccion de sefiales que conllevan a la reduccion de la apoptosis y al

159



Capitulo V

aumento del potencial proliferativo tipico de las células que expresan BCR-ABL
(163).

Las diferencias en el tipo de leucemia estan relacionadas con la naturaleza
de la célula en la que se produce la proteina de fusion. En la LMC, se cree que la
fusion ocurre en las células progenitoras hematopoyéticas, con propiedades de
auto-renovacion y la produccion ulterior de células que se diferencian en células
sanguineas. Existen evidencias que sugieren que en la LLA la fusion ocurre en
células progenitoras linfoides que expresan los marcadores CD 34", CD19
(164)(165).

A todos los pacientes diagnosticados con LLA en este estudio se les realizé
la determinacion del transcrito BCR-ABL por RT-PCR, detectando 6 pacientes
positivos para el transcrito b2a2 que codifica para la proteina 210 KDa. Se
evidencio el transcrito en 4 pacientes infanto-juveniles y en 2 adultos,
representando el 8% Yy el 17% de los pacientes con LLA segun el grupo etario
estudiados, respectivamente. En la actualidad, 2 pacientes (un adulto y un nifio)
con LLA Ph+ fallecieron, debido a recaidas post-tratamiento de induccién, un
paciente adulto esta en recaida y los otros 3 nifios se encuentran en remision
completa. La frecuencia de este transcrito asi como el tipo de proteina Bcr-Abl
expresada, al parecer tiene una variacion segin la composicion étnica de la
poblacion. Maurer et al., reportaron un estudio realizado en 314 pacientes
alemanes con LLA, encontrando un 55% de adultos Ph+ y 6% nifios Ph+ (166).
Mitterbauer et al., estudiaron la presencia de BCR-ABL en 74 pacientes britanicos
con LLA de 16 a 84 afios, detectando el transcrito BCR-ABL en 20 pacientes
(27%), de los cuales 11 expresaron la proteina m-bcr (190 KDa) y 9 la proteina
M-bcr (210 KDa) (167), resultados similares reportaron Soverini et al., en 15
pacientes italianos con LLA, donde se detectaron ambas proteinas de Bcr-Abl con
una proporcion semejante al estudio anterior, donde 8 pacientes expresaron la
proteina 190 KDa y 7 la de 210 KDa (168). En el presente estudio 6 pacientes Ph+
expresaron el transcrito b2a2 que codifica para la proteina M-bcr y no se detecto

ningln paciente positivo para m-bcr.

Es conocido que la incidencia de LLA disminuye con la edad, y en este

estudio que comprendi6 46 nifios- jovenes y 12 adultos, la media de la edad fue
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16,8 afios de vida (1 a 74 afos), encontrandose dentro de esa tendencia. Cabe
destacar, que este tipo de leucemia representa aproximadamente el 30% de los
canceres de la infancia, el 6% en adolescentes y tiene una baja frecuencia en el
adulto mayor (169). Secker et al., evaluaron la frecuencia de deteccién de BCR-
ABL en pacientes adultos con LLA, encontrando la menor frecuencia en
adolescentes de 15- 20 afios (10,3 %); en adultos de 21 a 50 afios (21,8%) y para
adultos mayores de 50 afios se obtuvo una mayor frecuencia (43,8%), sugiriendo
una diferencia importante entre la genética de la LLA a través de la expresion de
BCR-ABL de los adultos mayores y en los jovenes, pudiendo dar una explicacion
en parte del creciente riesgo de pronostico desfavorable con el aumento de edad
(170).

La importancia de la deteccion de la presencia del transcrito de fusion BCR-
ABL radica en la informacion que puede aportar acerca del estadio clinico del
paciente, el manejo terapéutico adecuado y la estimacion de pronostico de
sobrevida. Siguiendo los lineamientos de la clasificacion de pacientes de LLA por
el grupo FAB y médicos hematologos del HUC, se dividieron los pacientes en dos
categorias segun la edad, cifras de glébulos blancos, la presencia o ausencia de la
enfermedad en el SNC y la presencia o ausencia de la translocaciéon 9; 22 (Ph+)
en: bajo riesgo y alto riesgo. Toda la informacion de historia clinica fue obtenida a
través de comunicacion personal de las Dra. Carina Araujo y la Dra. Yehey

Calderén, hematélogos del HUC.

Los pacientes estudiados con LLA de bajo riesgo fueron 24 y de alto riesgo
34, evidenciandose una diferencia notoria en la cantidad de fallecidos, 12
fallecidos (35 %) de alto riesgo y 6 fallecidos (25 %) de bajo riesgo, de los cuales
los 2 pacientes Ph+ fallecidos se encuentran en el grupo de alto riesgo. Con
respecto a la remision completa, para la fecha actual, 54 % de los pacientes de
bajo riesgo y 53 % de los pacientes de alto riesgo se encuentran en remision
completa; 20 % de los pacientes de bajo riesgo y 18 % de alto riesgo tuvieron
recaidas frente a los protocolos quimioterapéuticos. Como se menciona en la
presentacion de los resultados, lamentablemente no se dispone de la informacion
de la evolucién clinica de algunos pacientes por no continuar asistiendo a la

consulta del Servicio de Hematologia.
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En un estudio realizado en 34 nifios con LLA del HUC (125), clasificados
en 17 pacientes de bajo riesgo y 18 pacientes de alto riesgo se reportaron
frecuencias de remisién completa superiores en los pacientes de alto riesgo
posterior a cada fase del protocolo, sin embargo, se obtuvieron bajas tasas de
supervivencia global (SG) y de supervivencia libre de enfermedad (SLE) en
comparacion con otros estudios internacionales. Kantarjian et al., realizaron un
estudio en pacientes adultos con LLA Ph+ con la finalidad de conocer si la
evolucion de la enfermedad varia de acuerdo al tipo de proteina de fusion p210 y
p190, encontrando que no existian diferencias significativas en varios signos,
como grado de organomegalia, leucocitosis, trombocitopenia, anormalidades

cariotipicas y en la tasa de remision completa (171).

Los resultados obtenidos en este estudio, muestran un espectro preliminar
del comportamiento de los pacientes con LLA Ph+ del HUC, observandose que 3
pacientes se encuentran en remision completa, 2 fallecieron post- recaidas y uno
actualmente se encuentra en recaida, sugiriendo que la presencia del transcrito
BCR-ABL condiciona un pronostico desfavorable en la evolucion clinica de los
pacientes con LLA, por lo que se recomienda la continuacién de este estudio para
abarcar un mayor grupo de pacientes. La deteccién oportuna de la enfermedad
minima residual en los pacientes con LLA es importante para pronosticar recaidas
y es indispensable, previo a un protocolo de trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos, para disminuir el riesgo de recidiva post-trasplante a largo plazo
(172).

Deteccidn de la presencia de t(15;17) con fusién génica PML-RARa

La leucemia promielocitica aguda (LPA) constituye el subtipo M3 en la
clasificacion de las leucemias mieloides agudas por la FAB. Ha sido caracterizada
a nivel clinico, morfolégico, inmunofenotipico y genético. Esta variedad es
caracterizada por la presencia de promielocitos atipicos en sangre periférica y en
médula dsea, por presentar una alteracidn citogenética, la translocacion 15;17,
resultando el transcrito quimérico de fusion PML-RARo que tiene un rol
importante en la leucemogenesis. Esta proteina oncogénica inhibe la

diferenciacion celular al producir un blogueo en la maduracion en la etapa de
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promielocito y ademas es capaz de unir y reprimir constitutivamente a los

promotores diana del cido retinoico (173).

La determinacion del transcrito PML-RARa fue realizada a través del
método RT-PCR anidada, que consiste en dos PCR consecutivas con un par de
cebadores externos y otro par interno, que abarcan la regién donde ocurre la
fusion de los genes PML y RARa, asi como las variantes de los transcritos que se
pueden formar por corte y empalme, denominados bcrl, becr2 y ber3. Esta técnica
tiene una sensibilidad superior (10™), por lo que es considerada apta para la
deteccion del transcrito PML-RARa para el diagnostico, monitoreo y deteccion de
enfermedad minima residual de LPA (32)(174). Actualmente, la técnica “droplet
digital PCR” (ddPCR), una adaptacion de la PCR, se emplea para la deteccion de
transcritos de PML-RARo para el monitoreo de EMR en pacientes con LPA. Al
ser comparada con las técnicas RT-PCR anidada y RQ-PCR mostré una 6ptima
linealidad y eficiencia, cuyo limite inferior de deteccién es similar a estos
métodos, demostrando ser una herramienta novedosa para la deteccion de
transcritos de fusion que pronostican un fracaso terapéutico y el riesgo de recaida
(175).

En este estudio participaron 9 pacientes con LPA, de ambos sexos, con
predominio del sexo femenino, y representaron el 30 % del total de los pacientes
con LMA. El rango de edad fue de 5 a 57 afios de edad, comprendiendo 2 nifios y
7 adultos, de los cuales solo un paciente se encontraba recién diagnosticado, otro

estaba en remision y los demas ya estaban bajo tratamiento quimioterapéutico.

De Salvo et al., report6 en un estudio realizado entre los afios 1982 y 1987
en el estado Zulia una incidencia de 27,88 % de pacientes nifios y adultos con
LPA (176); esta frecuencia es similar a la encontrada en este estudio. Douer et al.,
reportaron en un estudio realizado en poblaciones latinoamericanas y no
latinoamericanas en Estados Unidos, una alta incidencia de LPA en poblacién
latinoamericana, afirmando que obtuvieron 24 % de pacientes diagnosticados con
LPA con respecto a la poblacion total de LMA, en comparacién con la frecuencia
de no latinoamericanos que rondaba en un rango de 5 % a 15 %. Estas diferencias
estadisticamente significativas las asociaron a una posible predisposicion genética

al padecimiento de LPA o a la influencia medioambiental (177). Otros
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investigadores encontraron igualmente diferencias marcadas en ambas
poblaciones, sugiriendo que la poblacion latinoamericana tiene una mayor
proporcion de LPA dentro del grupo de LMA, la cual tiene una frecuencia de 37,5
% en contraste con un 6,4 % de la poblacion no latinoamericana, esto debido a
que no es una etnia especifica, lo que hace mas complejo caracterizar esa
poblacion, tomando en cuenta los origenes europeos de Espafia, Portugal e Italia,
africanos y de diferentes grupos amerindios (178). En Cuba, un estudio reporto
una frecuencia de 15,3 % de pacientes con LPA, siendo la mas baja en

Latinoamérica (179).

Se realizo la determinacion del transcrito PML-R4ARa por RT-PCR anidada
a los 9 pacientes con LPA, obteniendo la deteccién de la variante bcrl solamente
en un paciente. Este paciente femenino de 37 afios de edad se encontraba recién
diagnosticado, sin haber recibido el protocolo quimioterapéutico de induccién. De
acuerdo a la evolucidn clinica de los pacientes con LPA hasta la fecha, 2 adultos
fallecieron y los otros 7 se encuentran en estado de remision completa. Ninguno
presentd recaidas ni manifestaciones clinicas de toxicidad.

Varios autores han reportado la incidencia de los transcritos de PML-RAR«
en diferentes poblaciones, siendo la mas frecuente la variante bcrl en Perl (62 %),
México (63 %) y China (67 %) (180)(181)(182); en contraste, en la India, el
subtipo méas frecuente es el bcr3 (64 %) vs berl (36 %) (183). Los autores
coinciden en que no se ha encontrado correlacion entre la presentacion clinico-

hematoldgica y la respuesta a tratamiento con el subtipo de transcrito PML-RARo.

Los resultados de la determinacion del oncogén PML-RARa en los pacientes
analizados en este estudio no son suficientes para un analisis epidemioldgico por
ser una muestra pequefia y con la mayoria de los pacientes en tratamiento; sin
embargo, la ausencia del transcrito en estos pacientes sugiere un resultado
negativo para enfermedad minima residual, que corresponde con la evolucion
clinica que han tenido. Con base a lo expuesto anteriormente, se recomienda la
ampliacion del muestreo para poder establecer la epidemiologia de este oncogén
en pacientes venezolanos con LPA. La realizacion del diagndstico de enfermedad
minima residual por la deteccion del transcrito de fusion PML-RARa a través de
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RT-PCR anidada permite reconocer a la brevedad si existe riesgo de recaidas y
adoptar cambios de estrategias farmacoldgicas adaptadas a esos riesgos.

Es importante resaltar el avance de las terapias quimioterapéuticas
enfocadas en el ataque directo a proteinas dianas como lo hace el acido trans
retinoico (ATRA), que promueve la diferenciacion de las células promielociticas,
obteniéndose tasas de remision més altas, debido a una disminucién de las
complicaciones que comprometen la vida del paciente con LPA como hipoplasia
medular y alteraciones hemostéaticas (50).

Deteccion de la presencia de t(12;21) con fusion génica de TEL-AML1

La leucemia linfoblastica aguda (LLA), es la neoplasia maligna mas
frecuente en la infancia. La progresion de la enfermedad de estos nifios es dificil
de predecir muchas veces ya que se considera como una respuesta individual a la
terapia farmacoldgica. Esta heterogeneidad clinica es reflejo de los diversos
procesos que estan involucrados en la leucemogenesis. Los esfuerzos por
identificar las bases moleculares de la LLA han ido logrando una mejor
compresion de los eventos que causan la enfermedad. Desde el descubrimiento del
cromosoma Philadelfia por la translocacion 9;22 que forma el gen quimérico
BCR-ABL, continuaron las investigaciones para la busqueda de alteraciones
cromosOmicas y genéticas que se vinculan con el desarrollo de LLA.
Aproximadamente 60 % - 75 % de los pacientes con LLA presentan
anormalidades genéticas numéricas, como la hiper o hipodiploidia, estructurales
como translocaciones cromosémicas, que conllevan a la formacién de genes de
fusion y la desregulacion de la expresién génica e inactivacion de genes

supresores de tumores (184).
Las translocaciones cromosémicas mas frecuentes en la LLA infantil son:
t(12;21)(p12;922), t(1;19) (923;p13), t(4;11)(q21;923) y t(9;22)(g34;q11).

Siguiendo con el analisis de los transcritos de fusion quiméricos que actlan
como oncogenes en la leucemia, se realizé la determinacidn del transcrito TEL-
AML1 formado por la translocacion (12;21)(p12;922) en pacientes diagnosticados
con LLA de células B a través de la RT-PCR anidada, en el grupo etario de 1 afio
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a 14 afios, con la finalidad de conocer la frecuencia del mismo. Los resultados
obtenidos en este estudio revelan una frecuencia de 18,2 % de pacientes positivos
para el oncogen positivo. Todos los pacientes que presentaron dicho transcrito se

encuentran actualmente en estado de remision completa.

Del grupo estudiado, 9 pacientes fallecieron y 17 se encuentran en remision
completa, solo 8 pacientes presentaron recaidas post- induccion, un paciente se
encuentra positivo para enfermedad minima residual y de 4 pacientes no se
dispone de informacion de la evolucion clinica por no asistir a la consulta del

servicio de hematologia.

En Venezuela no se han reportado registros de la frecuencia de los
transcritos TEL-AML1 en pacientes con LLA, siendo los encontrados en este
estudio los pioneros en la poblacion infantil. Comparando con otros estudios, se
puede observar que la frecuencia observada en nuestra poblacion es similar a las
reportadas en Japén (19 %), Estados Unidos (18,8 %), y el Reino Unido (19 %)
(185)(186)(187). Otros estudios reportan frecuencias inferiores en nifios con LLA
de células B de Corea (13,4 %) (188), asi como ningin caso detectado en un
estudio publicado de la poblacién Esparfiola (0 %) (189). Frecuencias superiores
de TEL-AML1 fueron reportadas en Francia (22,8 %) (190), en un estudio de
pacientes con LLA del St. Jude Children’s Research Hospital (22 %) (191), y en
Latinoamérica en estudios realizados en Brasil, Chile y Cuba, los cuales
reportaron frecuencias de 20 %, 23,2 % y 25 % respectivamente (192)(184)(193).
De acuerdo a la variabilidad de las frecuencias entre los diferentes estudios, se
sugiere la existencia de una variacion en la expresion del transcrito de fusion TEL-

AML1 en nifios con LLA segun la regién geografica y la raza.

La presencia del transcrito de fusién TEL-AML1 ha sido descrita como un
marcador de buen prondstico frecuente en nifios con LLA de células B (48). En
este estudio los 6 pacientes con LLA positivos para TEL-AML1 se encuentran en
remision completa hasta la actualidad, y no han presentado recaidas, sugiriendo
que la presencia de este transcrito en pacientes con LLA pudiera estar asociada
con un prondstico favorable de evolucion de la enfermedad. Esta relacion varia en
diferentes estudios en otras poblaciones y para realizar una comparacion se debe

tomar en cuenta, primero, los diferentes protocolos de quimioterapia que se
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aplican para asi poder comparar adecuadamente la incidencia de recaidas y el
calculo de supervivencia libre de eventos en los pacientes tratados; segundo, es
importante conocer la presencia de otros reordenamientos cromosomicos que
produzcan transcritos de fusion y los inmunofenotipos que ubiquen al paciente
con LLA en alto riesgo o bajo riesgo, y que indudablemente podrian influenciar

en la evolucion clinica.

Mosad et al., en una evaluacion de la presencia de TEL-AML1 y su rol como
factor prondstico reportaron que el 67% de los pacientes positivos se encontraban
en remision completa, indicando un buen pronostico (194). Rubnitz et al.,
describieron un alto indice de supervivencia en pacientes infantiles positivos para
LLA TEL-AML1, indicando que a los 5 afios de seguimiento clinico la
supervivencia fue de 91+ 5% (195). Artigas et al., estimaron en pacientes con
LLA infantiles chilenos TEL-AML1 positivos que la supervivencia libre de
eventos (SLE) fue de 63 % a los 40 meses, y de 54 % en pacientes TEL-AML1
negativo; a pesar de ser diferentes no fueron estadisticamente significativos. Con
respecto al estado de remision completa, reportaron que 61,5 % de los pacientes
TEL-AML1 positivos se encontraban en ese estado hasta los 41 meses (184). Loh
et al., determinaron el transcrito TEL-AML1 en pacientes infanto-juveniles con
LLA que se encontraban en recaida, encontrando solamente 1 paciente positivo de
un total de 32 estudiados, sugiriendo que es un factor pronéstico favorable pero no
se debe dejar a un lado la efectividad del protocolo quimioterapéutico empleado y
que son variables que deben estudiarse con mayor profundidad y con un mayor

namero de pacientes (196).

El transcrito de fusion TEL-ABL es muy poco frecuente, puede coexistir
junto con TEL-AML1, siendo detectado por RQ-PCR. Es de suma importancia
para la identificacion y diagndstico correcto necesario para la eleccion del

protocolo quimioterapéutico adecuado (197).

Los resultados obtenidos ofrecen un panorama de la incidencia de este
transcrito de fusion en nuestros pacientes infantiles con LLA, sugiriendo que la
positividad del oncogén TEL-AML1 es de muy buen pronostico, debido a que

todos se encuentran en remision completa, similar a lo reportado por otros autores.
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Analisis de mutaciones y polimorfismos (SNPs) detectados en el

gen TP53 en pacientes con leucemia

El gen supresor de tumores TP53 (antiguamente denominado p53) cumple
una funcién muy importante dentro del mantenimiento de la estabilidad genomica,
en la regulacion de la proliferacion celular principalmente a través de la induccién
de la detencion del crecimiento o apoptosis. La funcion de la proteina p53 puede
verse alterada por mutaciones gendmicas que desencadenan eventos en la génesis
de tumores asociados al descontrol del ciclo celular, inestabilidad gendmica y

resistencia a quimioterapias.

En este estudio se realiz6 la amplificacion de 4 exones del gen TP53 a
través de la reaccion en cadena de la polimerasa y la posterior secuenciacion de
los &cidos nucleicos en 22 pacientes con leucemia y 10 controles, con el fin de
evaluar la presencia de anomalias génicas y la existencia de la correlacion clinico-
molecular con la evolucion de la enfermedad. Se seleccionaron los exones 5, 6, 7
y 8 para este estudio, debido a que se ubican en las regiones asociadas a mayor
cantidad de mutaciones en enfermedades oncoldgicas. Se logro la estandarizacion
de los protocolos de la PCR para cada exon, y los amplicones obtenidos fueron
secuenciados en el Centro de Secuenciacion de Acidos Nucleicos (CeSAAN) del
Instituto de Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) y en el Laboratorio
de Biologia y Genética de Peces del Instituto de Biociéncias de la Universidad
Estadual de Sao Paulo (UNESP) Brazil.

Los resultados obtenidos permitieron observar la presencia de 2 mutaciones
génicas en 3 pacientes y 3 polimorfismos génicos (SNPs) distribuidos en

pacientes y controles como lo refleja la tabla 13.

El gen TP53 es el mas frecuentemente mutado entre los tumores solidos,
diversos estudios reportan frecuencias alrededor de 50 % (198). La prevalencia de
mutaciones en el TP53 es alta en cancer de ovarios (43,6 %), seguido de cancer
colorrectal (43,6 %), cancer esofagico (42,6 %), cancer de cabeza y cuello (41,5
%) y cancer de pulmodn (38,4 %) (199). En contraste a la mayoria de los tumores
solidos, el impacto de mutaciones en el gen TP53 en pacientes con neoplasias
hematologicas es poco frecuente de 5 % a 15 %, la Agencia Internacional de

Investigacion del Cancer (IARC) reporta una frecuencia de 14,2 % (200)(201). La
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delecion de TP53 (detectado por Fish, 17p13) se ha encontrado en un >10 % de
las neoplasias hematoldgicas y con una mayor frecuencia >50 % en LPA y en la
leucemia de células plasmaticas primaria; en conjunto con las mutaciones, estas
anomalias del gen TP53 estan asociadas con LLA de células B, con LLC, con
leucemia prolinfocitica de células B y con mieloma mdltiple, sugiriendo una

particular inactivacion de las vias de p53 (202).

La frecuencia de mutaciones encontradas en este estudio fue de 13 9%,
presente en 2 pacientes con LLA de células B y en un paciente con LLC. Los dos
pacientes con LLA fallecieron, uno de ellos tuvo una recaida previa, y el paciente
con LLC no asistio6 mas al servicio, sin embargo, por su edad (74 afios) y
condicidn clinica previa, los médicos hemat6logos presumen que podria haber
fallecido. En la poblacion control no se detectd ninguna mutacion en el gen TP53.
Estos resultados son comparables con los reportados en otros estudios de otros
paises, Hof et al., evidenciaron mutaciones en el gen TP53 en 11,3 % de los
pacientes alemanes con LLA y 12,4 % en pacientes con LLA de células B que se
encontraban en recaida (203). Zenz et al., reportaron 8,5 % de incidencia de
mutaciones en pacientes austriacos con LLC, asociado también a un pronostico
desfavorable de evolucion al tratamiento farmacoldgico (204). El espectro de
mutaciones de TP53 varia de acuerdo al tipo de neoplasia hematoldgica,
encontrandose frecuencias de 15 % en la LMA, 5 % en sindromes
mielodisplasicos, 20% a 30% en la LMC en crisis blasticas y es muy raro
encontrar en la fase cronica, 15 % en la LLC, 3 % en la LLA y 5 % en mieloma
multiple, asi como variaciones de significancia clinica segun el tipo de patologia
(64).

En Latinoamérica la mayoria de los estudios de mutaciones somaticas en el
gen TP53 han sido dirigidos a los tipos de cancer en tumores sélidos, debido a que
tienen una mayor frecuencia. Brasil es el pais que tiene mas estudios de este gen
en todos los tipos de cancer, asi como las mutaciones germinales del sindrome de
Fanconi. En la anemia de Fanconi, la proteina p53 es clave en la reparacion del
ADN vy regulando la funcion de otras proteinas vinculadas en el desarrollo de la
enfermedad, asi mismo, siendo considerada un blanco de tratamiento (205). En el

Hospital Universitario de Caracas, Guevara J y Arends A, realizaron un estudio en
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pacientes con anemia de Fanconi, encontrando aberraciones cromosémicas debido
a la ruptura de crométides y endorreduplicaciones (206). Estas anomalias
cromosomicas ocurren posiblemente por influencia en la falla de la activacion de
p53.

Melo et al., estudiaron 34 pacientes brasileros con LMA y detectaron una
frecuencia de 14,3% de mutaciones en el gen TP53, similar a la observada en
otros paises (207). Moura et al., realizaron un anélisis epidemioldgico de las
mutaciones en el gen TP53, sefialando su rol como biomarcador en diferentes
tipos de cancer en la region latinoamericana, refiriendo que la incidencia en
neoplasias hematoldgicas es similar a las reportadas en otros paises del mundo
(208).

Las mutaciones en el gen TP53 encontradas en este estudio estan localizadas
en los exones 6 y 7, que codifican para el dominio de unién al ADN (DNA

binding), no se detectaron mutaciones en los exones 5y 8.

Dos de los pacientes diagnosticados con LLA de células B, presentaron una
mutacion en el exon 7 de tipo insercion (frameshift) ubicada en el coddn 252, e
identificada como ¢.753_754insN. El codon 252 codifica el aminoacido leucina,
que se altera por efecto del desplazamiento del marco de lectura produciendo el
codon mutado p.L25fs*12. Esta mutacion ha sido reportada en la base de datos de

TP53 (www.p53.bii.a-star.edu.sg) y en el catdlogo de mutaciones somaticas en

cancer (COSMIC) http://cancer.sanger.ac.uk, en un estudio de carcinoma de

celulas escamosas en cabeza y cuello (209).

Las mutaciones descritas en el codén 252 han sido distribuidas segun su
incidencia, siendo las méas frecuentes las sustituciones, seguidas de inserciones y
deleciones. La mutacion c¢.753_754insN descrita en un estudio por Calbeguenne et
al.,(209) produce perdida de heterocigosidad (LOH: Loss Of Heterozygosity) en el
brazo corto del cromosoma 17. De acuerdo a la evolucion clinica, el paciente tuvo
una buena respuesta al protocolo de quimioterapia, es decir, que esta mutacion no
ocasion6 resistencia a farmacos. Las mutaciones en el gen TP53 son
frecuentemente seguidas por la pérdida de heterocigosidad durante la progresion

del cancer. Esto se observa en el caso de los genes supresores de tumores, donde,
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en un locus heterocigoto particular para un alelo mutante y uno wild type,
posteriormente el alelo wt se elimina o se altera (64)(210).

Los dos pacientes infantiles (12 afios y 14 afios) con LLA que presentaron
esta mutacion fallecieron, y uno de ellos tuvo un episodio de recaida antes de
fallecer, sugiriendo que esta alteracion molecular puede tener un posible
pronostico desfavorable lo cual es similar a lo reportado. Las mutaciones tipo
frameshift en los exones 5, 6 y 7 del gen TP53 en pacientes infantiles con LLA
también han sido asociadas por otros autores con evoluciones clinicas
desfavorables y a multiples mutaciones sensibles a apoptosis mediadas por Fas
(8)(211).

Otra de las mutaciones detectadas se ubica en el exon 6, es una mutacion
transicional A:T>G:C de efecto silente, denominada c.570T>C. El cod6n afectado
por esta sustitucion es el 190 (CCT>CCC) p.P190P, en un paciente con LLC. Esta
mutacion no ha sido reportada en otros pacientes con LLC; sin embargo, ha sido
descrita en pacientes con cancer colorrectal, en conjunto con otras mutaciones
ubicadas en los deméas exones. Konig et al., reportaron esta mutacién en un
estudio de pacientes rumanos y hungaros con céncer colorectal, resultando un
paciente portador de esta mutacion silente del codon 190, masculino de 56 afos,
cuyo pronostico de evolucion fue desfavorable, con recidivas de la enfermedad
(212). Ibrahim et al., encontraron también esta mutacion en 3 pacientes sudaneses
con cancer oral consumidores de tabaco masticable (toombak), asi mismo, el 93%
de este grupo de pacientes presentaron mutaciones en el gen TP53, en
comparacion con el grupo que no consumia esta sustancia (57%), sugiriendo el
consumo de esta sustancia nociva es un factor de riesgo de mutaciones en el gen
TP53 (213).

Ha sido sugerido que las mutaciones mdaltiples y silentes en el gen TP53
indican una relacion en procesos de hipermutabilidad de otros genes durante la

generacion y el desarrollo de tumores (214).

En la LLC, laincidencia de mutaciones en el gen TP53 es aproximadamente
10 %, pero esto puede verse incrementado a 30 % en pacientes que progresan de
manera agresiva a un linfoma difuso de células grandes, conocido como el

sindrome de Richter (215)(216). Con respecto a la evolucion clinica y a la
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respuesta al tratamiento de los pacientes con LLC con deteccidén de mutaciones en
el gen TP53, hay varios estudios que sustentan la existencia de una correlacion
entre la presencia de mutaciones en este gen y la respuesta a la quimioterapia
(215); asi mismo, la relacion del fenotipo expresado asociado a una enfermedad
mas agresiva, considerando que son un factor pronostico desfavorable
independiente (217)(218). La resistencia a quimioterapia en casos mutados de
LLC ha sido reportada para las drogas empleadas, incluyendo clorambucil,
fludarabina y para las drogas del protocolo CHOP (rituximab, ciclofosfamida,
clorhidrato de doxorubicina (hidroxidaunorubicina), sulfato de vincristina
(Oncovin) y prednisona) (215).

Cabe destacar que en la poblacion control estudiada no se detectd la
presencia de mutaciones en el gen TP53, al ser individuos aparentemente sanos, se
esperaba no encontrar mutaciones, sin embargo, por ser este estudio el primero
que comprende la poblacion con leucemia en Venezuela era necesario tener un

grupo control sano para comparar los resultados entre ambas poblaciones.

Siguiendo el anélisis de los resultados obtenidos del estudio de anomalias en
el gen TP53, se detectaron 3 polimorfismos genéticos: rs1642786 (posicion
14168) en el intron-7, rs12947788 en el intron-7 (posicion 14181) y rs165895 en
el intrén-6 (posicidon 13494). La distribucion de los SNPs se observan en la tabla
16, pudiéndose observar que el SNP rs1625895 fue el mas frecuente en pacientes

y controles sanos, 63,6 % y 40 % respectivamente.

El SNP rs1625895 (IVS6+62A>G) cuyos alelos son G/A, ha sido detectado
en varios estudios poblacionales. Los pacientes con leucemia presentaron el alelo
G con mayor frecuencia (63,6 %), este alelo también predomina en otras
poblaciones, por ejemplo, caucéasica alelo G: 96,6 % y alelo A: 3,4 %, japonesa G:
100 %, africana G: 69,8 % y A: 30,2 %, y estadounidenses G: 94% y A: 6 %, cabe
destacar que los resultados pueden variar levemente segun el tipo de estudio
realizado (219). Los resultados obtenidos en los pacientes con leucemia tienen una
frecuencia alélica similar a la poblacién africana, correlacionandose con uno de
los origenes étnicos de nuestra poblacion (220). Este SNP afecta el nivel de la
proteina p53, en el caso del alelo G, p53 es mas eficiente induciendo reparacion

de ADN vy apoptosis, y por tanto, el mantenimiento de la estabilidad del genoma
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en comparacion con el alelo A (221) y ha sido reportado en pacientes con linfoma
de células B y con cancer de pulmdn (222).

Con respecto al SNP rs12947788 C/T, éste se encontrd en dos pacientes,
cuya evolucion clinica fue fatal y en dos controles sanos. El alelo C estuvo
presente en los 4 individuos, presentando una baja frecuencia en comparacion a
otras poblaciones (223). Sin embargo, lo recomendable es aumentar el nimero de
individuos en el estudio, para realizar un analisis estadistico significativo y
considerar que este polimorfismo se encuentra en el intron-7, que a veces puede
resultar complicado amplificar a través de PCR. Bilous et al., detectaron éste SNP
en un estudio del gen TP53 en pacientes con LLC; sin embargo, no fue asociado

como un factor de riesgo de susceptibilidad de desarrollo de leucemia (222).

Por ultimo, el SNP rs1642786 G/T fue detectado en 7 pacientes con
leucemia, en todos sus tipos, y ausente en la poblacién control. Segun la base de
datos de dbSNP y IARC TP53 database, este polimorfismo aln se encuentra en
validacién en la actualidad. Ha sido reportado en neoplasias de glandulas
salivales, presente en el ADN de linea germinal, sin embargo, no fue asociado
como factor prondéstico de respuesta (224). En cuanto a la evolucion clinica, 4 de

los pacientes con el alelo T se encuentran en remision completa y 3 fallecieron.

Alrededor de 80 polimorfismos han sido identificados y validados en
diferentes poblaciones (IARC TP53 Database). La mayoria (90 %) estan
localizados en intrones, en sitios de splice, o en exones no codificantes (225).
Algunos investigadores han asociado la presencia de polimorfismos en la regién
intronica del gen TP53 con un rol importante en la génesis del cancer. Peller et al.,
reportaron un polimorfismo en el intron 6 altamente frecuente en pacientes con
tumores gastrointestinales y en cancer de mama, en comparacion con la poblacion
sana (226). Avigad et al., realizaron un estudio de tamizaje de mutaciones en el
gen TP53, en los exones 5 a 8 en pacientes pediatricos con cancer e individuos
controles, detectaron e identificaron una mutacion en el intrén 6 asociada al
sindrome de Li Fraumeni en la mayoria de los pacientes y en un solo control
(227). Graf et al., estudiaron la presencia de SNPs en pacientes con LMA y en
controles sanos, observando que los polimorfismos intronicos encontrados (que

también fueron detectados en este estudio rs12947788 y rs1642786), estaban
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presentes en frecuencias similares en ambas poblaciones, sugiriendo que no estan

asociados con el riesgo de desarrollar la enfermedad (228).

El polimorfismo del gen TP53 més investigado esta ubicado en el codén 72
del exdn 4 y codifica para la region de dominio rico en prolina, el cual es esencial
para la induccion de apoptosis. Ambas variantes del polimorfismo Arg72 y Pro72
han sido asociadas con un rol importante en la respuesta terapéutica en varios

tipos de cancer in vivo e in vitro (229).

Estos resultados impulsan la necesidad de continuar la investigacion de
polimorfismos y mutaciones del gen TP53 en nuestra poblacién, con la finalidad
de definir si pueden ser biomarcadores predictivos de respuesta a los tratamientos

y pronostico de evolucion de la leucemia.

Andlisis del espectro de mutaciones en el gen RAS en pacientes con

leucemia

La familia de oncogenes RAS comprende 3 isoformas: H-RAS, K-RAS y N-
RAS, localizados en diferentes cromosomas. Los productos génicos de RAS son
proteinas pequefias que tienen una alta homologia entre si y estan implicadas en
procesos patoldgicos como el cancer, y en el control riguroso de los mecanismos

fisiolégicos como la proliferacion, la diferenciacion y la supervivencia celular.

Los alelos mutantes de las isoformas de RAS han sido asociados a
numerosos tipos de tumores, incluyendo cancer de pulmén, piel, tiroides, vejiga,
mama, pancreas, tracto gastrointestinal y rifién, asi como a los diferentes tipos de
leucemia (230). Mdltiples estudios en diferentes tipos de tumores a lo largo de 30
afios han identificado 2 regiones altamente variables, denominadas puntos
calientes “hot spots”, localizadas en los codones 12 y 61 de las regiones
codificantes altamente conservadas (5). Asi, en la proteina K-Ras, el duio Glicina-
12 Glicina-13 (G12-G13) cuenta con alrededor de 99% de las mutaciones
detectadas (86% y 13%, respectivamente), mientras que las mutaciones que
afectan el Acido Glutamico 61 (Q61), el otro punto caliente principal de las

proteinas Ras, representan el 1% restante (231).
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La activacion constitutiva de la proteina Ras juega un rol importante en el
desarrollo de malignidades en las células cancerigenas. Las mutaciones en este
gen producen la supresion de la actividad normal GTPasa de la proteina Ras. Esto
ha sido descrito con frecuencia en las malignidades hematoldgicas como
leucemias mieloides y mieloma maultiple. Cerca de 1/3 de los sindromes
mielodisplasicos (SMD) y LMA, los genes RAS estan activados por mutaciones
(232).

Otro de los objetivos comprendidos en este estudio fue la determinacion de
mutaciones del oncogén RAS en pacientes con leucemia. Se analizaron las
secuencias amplificadas por la técnica de la PCR y posteriormente secuenciadas,
correspondientes a los exones que codifican los codones 12, 13 y 61 del gen
KRAS y del gen NRAS, en 16 pacientes con diagnéstico de diferentes tipos de
leucemia. Se observé una mutacién que codifica para el codén 12 del gen KRAS
en un paciente masculino de 9 afios de edad, con diagnéstico de LMA,
representando el 5,9% de la poblacion estudiada. La mutaciéon ¢.36T>G, es una
sustitucién de tipo silente (GGT>GGG), que provoca el codén mutado p.G12G.
Se incluyo6 en el grupo analizado, la muestra de un paciente de 1 afio de edad con
leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ), por ser un tipo de leucemia que
generalmente cursa con una alta frecuencia de mutaciones en el gen NRAS (61),
pero nuestro paciente no presento tal anormalidad y fallecié al corto tiempo del
diagnostico.

La mutacion ¢.36 T>G ha sido descrita en cancer pancreatico (233), de colon
y de pulmén, (230) en higado, de ovario y de endometrio (234). Otras mutaciones
en esta misma regién han sido reportadas en pacientes con LMA, ya que para este
tipo de leucemia son mas frecuentes las mutaciones en el gen NRAS (235). Las
mutaciones en el codon 61 del gen RAS afecta la hidrolisis del GTP, debido a que
la Glutamina es esencial para esta actividad, de igual manera, el reemplazo de
Glicina en el codon 12 por otro amino&cido excepto Prolina mantiene activada a
Ras de manera permanente (59).

El paciente con LMA que presento la mutacion ¢.36 T>G tuvo una evolucion
clinica desfavorable, falleciendo posterior a una recaida. La presencia de las

mutaciones en pacientes con LMA y en otras neoplasias hematolégicas, han sido
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referencia para discutir el papel que juegan las mismas dentro de la evolucion
clinica. Algunos autores indican que la correlacion entre la presencia de las
mutaciones en el gen RAS y el pronéstico en neoplasias hematoldgicas es bastante
incierto y depende fundamentalmente del tipo de cancer en estudio (5), Kiaris et
al., sugieren que no existe asociacion particular entre las mutaciones en el gen
RAS vy las caracteristicas patoldgicas de los pacientes, sin embargo, los pacientes
que presentan clones de células mutadas de RAS, muestran una mayor resistencia

a la quimioterapia en comparacion a los clones de células normales (234).

En Venezuela, las mutaciones en el gen RAS han sido estudiadas en
pacientes con cancer en las vias digestivas. En un trabajo realizado por
Mastromatteo et al., se evalud la presencia de mutaciones en el codén 12 del
KRAS en biopsias de pacientes infectados por Helicobacter Pylori, reportando la
presencia de sustituciones simples y combinadas con mayor frecuencia en
pacientes con gastritis crénica activa, sugiriendo que la determinacion de estas
mutaciones pudieran ser empleadas como marcador tumoral (236). Estrada et al.,
estudiaron la presencia de mutaciones en el gen RAS en muestras de biopsias de
adenocarcinomas de colon o recto, encontrando una alta incidencia de mutaciones
en los codones 12 y 13 en adenocarcinomas bien diferenciados (57,14 %),
sugiriendo que este oncogén participa en la progresion tumoral en estadios
tempranos del desarrollo de cancer colorrectal, ademas encontraron asociacion
con la evolucién clinica, en funcion de cambios histopatologicos y grados de
diferenciacion (237).

Para las neoplasias hematoldgicas en especial las leucemias, es importante
la continuacion de este tipo de estudio que permitan conocer el espectro de
mutaciones en el gen RAS en pacientes con diferentes tipos de leucemia, realizar
un seguimiento clinico exhaustivo y evaluar la posible utilidad pronostica de este

oncogen.

Andlisis farmacogenético de polimorfismos genéticos de Glutation-S-

Transferasa: GSTM1y GSTTL, en pacientes venezolanos con leucemia
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La etiologia de los tipos de cancer que aparecen con més frecuencia no
puede explicarse por la variabilidad alélica en un solo locus. La mayor carga del
cancer en la poblacion general probablemente es el resultado de la compleja
interaccion de multiples factores genéticos y ambientales. La comprension de la
interaccion de las exposiciones a xenobidticos, su metabolismo enddgeno, y la
variabilidad genética en multiples loci facilitard el conocimiento sobre la etiologia
del cancer y la identificacion de las personas que estdn en mayor riesgo de
desarrollar cancer. Se han hecho intentos para estudiar diversos factores
hereditarios que pueden predisponer al individuo a desarrollar un tipo particular
de malignidad.

Diversos estudios de epidemiologia molecular indican que los individuos
que carecen de los genes GSTM1 y GSTT1 son mas propensos a desarrollar cancer
que los que tienen estos genes (238). Esto esta asociado a una delecion
polimorfica en estos genes que puede influir en la actividad de la enzima que
codifican, y finalmente, una mayor vulnerabilidad al dafio genotdxico
(239)(240)(241).

Considerando estos postulados, se llevd a cabo este estudio para evaluar si
los polimorfismos encontrados de los genes GSTM1 y GSTT1 de la superfamilia
de Glutation S- Transferasa podian considerarse un factor de riesgo para el
desarrollo de leucemia en individuos venezolanos. Tomando en cuenta la alta
heterogeneidad de los polimorfismos en los genes GSTM1 y GSTT1 que ha sido
reportada en estudios poblacionales clasificados por region geogréafica y grupos
étnicos en diferentes tipos de leucemia (242)(243)(244)(245)(246), era necesario
el conocimiento de la presencia y la estimacion de las frecuencias de estos
polimorfismos en los pacientes con leucemia, debido a que la poblacion actual de
Venezuela es el producto de una poblacion amerindia original la cual ha recibido
genes europeos Yy africanos en distinta proporcion, de acuerdo al area geografica

que se considere (247).

Los resultados obtenidos de la genotipificacion de GSTM1 en pacientes con
leucemia mostraron para el alelo GSTM1™ nulo, una frecuencia alélica de 0.343 y
0.410 en controles, observandose que la delecion de este alelo es mas frecuente en

la poblacion control venezolana, y no se encontré una asociacion estadisticamente
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significativa de este alelo como factor de riesgo para el padecimiento de leucemia
(OR=0,7519; IC= 0,4722 — 1,1973, p-value: 0,229). GSTM1 nulo fue mas
frecuente en pacientes con LLA y LLC (41% y 50%, respectivamente), este
hallazgo es semejante al encontrado en otros estudios (228), en el cual este
genotipo es mas frecuente en pacientes infantiles con LLA. Sin embargo, no es
considerado como factor de riesgo para el desarrollo de la LLA en los pacientes
estudiados, en coincidencia con otros estudios (248)(249)(250)(251), asi como
para la LMC (239) y la LMA (252). Otras investigaciones han determinado una
asociacion significativa del genotipo GSTM1™ nulo como factor de riesgo
incrementado para el desarrollo de leucemia, en pacientes con LLA del norte de
Portugal (86), y otro estudio de meta-andlisis de diferentes poblaciones con

leucemias agudas (10).

La determinacién de polimorfismos de GSTT1 nulo en pacientes con
leucemia analizados en este estudio arrojé un predominio estadisticamente
significativo con respecto a los controles sanos (0,284 vs 0,150), ademas indico la
existencia de riesgo relativo incrementado de este genotipo para el padecimiento
de leucemia (OR= 2.267, 95% IC= 1.337 — 3.843, p-value: 0,002). De acuerdo a
la distribucién de GSTT1 nulo en los diferentes tipos de leucemias, se observé
mas frecuente en pacientes con LMA (44%). En otras poblaciones, estudios del
genotipo GSTT1 nulo lo han considerado como factor de riesgo para el desarrollo
de LMA en pacientes chinos (252), coincidiendo con los resultados obtenidos en
este estudio. En este sentido, un estudio en Italia por D’ Alo et al.,(253) reporto
una frecuencia de 29% de GSTT1 nulo en pacientes con LMA y de 19% de
GSTTL1 nulo en el grupo control, refiere a su vez que este tipo de delecion confiere
un aumento de 1,7 veces el riesgo de desarrollar LMA, e indica una posible
acumulacién de intermediarios reactivos en los individuos con supresion de la
actividad enzimatica de GSTT1, aumentando asi, el riesgo de dafio en el ADN y

contribuir a la leucemogénesis.

Asi mismo, otras investigaciones han encontrado una asociacion positiva
considerando este genotipo GSTT1" nulo un factor de riesgo para el desarrollo de
LMC (239)(254) en otros casos este genotipo no representa un factor de riesgo

para pacientes con LLA (10)(86)(248)(251), descartando su asociacién en la
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leucemogénesis. Un estudio en leucemia aguda no linfoide (LANL) encontrd que
la presencia de GSTT1 nulo puede conferir proteccion, reduciendo el riesgo a

padecer ese tipo de leucemia (249).

Los genotipos combinados de GSTM1/GSTT1 se determinaron en pacientes
y controles con el fin de conocer si existia una asociacion considerada como un
factor de riesgo para el desarrollo de leucemia. Los resultados obtenidos en este
estudio no reflejaron una relacion estadisticamente significativa con el
padecimiento de la enfermedad y fueron similares entre ambos grupos estudiados,
como se aprecia en la tabla 22. Los genotipos GSTM1/GSTT1" no representan un
factor de riesgo de desarrollo de leucemia en la poblacion estudiada (OR= 2,0444;
95%IC= 0.8705 4.8005, p-value: 0,100). Los tipos de leucemias con mayores
frecuencias de genotipos dobles nulos fueron LLC y LMA en comparacion con las

demas.

En contraste con los resultados obtenidos en este estudio, la asociacion de
genotipos GSTM1" y GSTT1 nulos combinados han sido considerados un factor
de riesgo para el desarrollo de la LLA (239)(259) y de la LMA (255). Rollinson et
al., reportaron en pacientes de Gran Bretafia, una asociacion entre el genotipo
doble nulo de GSTM17/ GSTT1 con el riesgo de padecer LMA, citando que los
riesgos para ambos polimorfismos estan igualmente elevados en los pacientes con
LMA de novo, lo que sugiere un aumento del riesgo de desarrollar una leucemia
mieloide aguda per se (256).

Un estudio en la India (254), demostré que no hubo diferencias
significativas entre las frecuencias génicas de GSTM1" y los genotipos doble nulos
para GSTM1/GSTT1 entre pacientes y controles, y por el contrario refieren que las
frecuencias génicas de GSTT1 son estadisticamente mas representativas en
comparacion con los controles, 20 % y 8,5 %, respectivamente. Martin et al.,(257)
sugieren que solo el genotipo doble nulo GSTM1/GSTT1 confiere un riesgo mayor
para el desarrollo de LLC, cuando se asocia también al genotipo mutado de
GSTP1 G/G.

En el caso de la LLC y la Tricoleucemia o leucemia de células peludas,
debido a la baja frecuencia de aparicion que tuvieron en este estudio, sus

resultados no son representativos estadisticamente. En los pacientes con
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Tricoleucemia, 100 % presentaron el alelo GSTT1" mientras que la delecion de
GSTML1" se observé en un 25 % de los pacientes, por tanto pareciera no existir una
relacion entre GSTT1 nulo y la Tricoleucemia, sin embargo, se requerirdn mas

estudios que permitan corroborar si existe o no tal asociacion

Cabe destacar que la importancia del conocimiento de la presencia de los
polimorfismos de GSTM1"y GSTT1" nulos en leucemia, es la relacion de estos con
pronosticos de evolucion y respuesta a los farmacos en los protocolos de
tratamiento. Las formas activas de las enzimas GSTM1 y GSTT1 son necesarias
para una Optima proteccion del sistema hematopoyético contra los tdxicos

ambientales que pudieran inducir el desarrollo de leucemia.

La ausencia de las enzimas de glutation S- transferasa puede conducir a
estrés oxidativo y dafio al ADN, debido a la incapacidad de desintoxicacion de
compuestos electrofilicos, lo que resulta en la inestabilidad gendmica, uno de los
causantes del proceso de leucemogénesis (258). Por lo tanto, la presencia de los
genotipos GSTM1 y GSTT1 nulos traen como consecuencia la reduccion de la
actividad enzimatica, relaciondndolos causalmente en las neoplasias
hematoldgicas (259). La deficiencia en la actividad de las enzimas GST también
puede resultar en niveles elevados de glutation, debido a la reduccion del
consumo del mismo. Esto, a su vez, podria afectar la proliferacion celular y la
apoptosis. Por ejemplo, la inhibicion de la apoptosis y el aumento de proliferacion
de los linfocitos T podrian resultar por los niveles elevados de glutation (260).

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten conocer la susceptibilidad
incrementada a desarrollar leucemia debido a la presencia del polimorfismo
genético GSTT1 nulo y representan un primer paso por comprender los factores
genéticos gque condicionen la susceptibilidad de padecer leucemia en la poblacion

venezolana.

Con los datos de la evolucion clinica suministrados por los médicos
hematdlogos tratantes a través del instrumento descrito en la metodologia, se
analizaron los genotipos encontrados de acuerdo a la progresion de la enfermedad
(tabla 22). El andlisis de los genotipos GSTM1 y GSTT1 en pacientes con
leucemia permiten observar una mayor frecuencia del genotipo nulo GSTT1 en

pacientes que se encuentran en remision completa, mostrando una significancia
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estadisticamente significativa (p-value: 0,025). El hallazgo de los alelos nulos de
GSTM1 y GSTT1 en los pacientes estudiados no revel6 una asociacién con el

desarrollo de un pronostico desfavorable, asi como, con el fallecimiento.

En el caso de los pacientes que presentaron recaidas, las frecuencias de
GSTM1* y GSTM1 son similares; sin embargo, la delecion de este gen no mostro
una diferencia estadisticamente significativa. Todos los resultados obtenidos
refieren a la ausencia de una asociacion significativa entre la presencia de los
genotipos nulos de GSTM1 y GSTT1, y la evolucion clinica de los pacientes

estudiados, a excepcion de GSTT1 en pacientes con remision completa.

En vista de que los mayores grupos de pacientes muestreados y cuyos
farmacos administrados son metabolizados por esta superfamilia de enzimas, se
seleccionaron los pacientes con LLA y LMA para analizar la relacion entre los
genotipos encontrados y su evolucion clinica (tabla 23 y 24 de resultados). En
relacién a la LMC, es necesario recordar que las enzimas involucradas en el
metabolismo de los farmacos aplicado al tratamiento de este tipo leucemia, son
enzimas de Fase I, de la familia de las citocromo P450. El mesilato de Imatinib,
que es el farmaco cominmente utilizado para el tratamiento de estos pacientes, es

primeramente metabolizado por CYP3A4 (261).

En la tabla 24, se presentan los genotipos de GSTM1 y GSTT1 de acuerdo a
la evolucién clinica de los pacientes con LLA. Se observa que 15 pacientes
fallecieron y que presentan una mayor frecuencia en los genotipos GSTM1" y
GSTT1" con respecto a los nulos. Estos hallazgos sugieren que los genotipos
nulos no mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto a los
genotipos wild type. Los 28 pacientes con LLA que se encuentran en remision
completa presentaron una mayor frecuencia de los genotipos GSTM1* y GSTT1".
Estos resultados demuestran que los genotipos nulos no poseen diferencias
estadisticamente significativas que permitan sugerir ser un factor pronoéstico
favorecedor en la progresion clinica y que conlleve al alcance de una remision
completa en los pacientes con LLA tratados con quimioterapia. Con respecto a las
recaidas post- tratamiento de induccién, 12 pacientes presentaron este evento,
cuyo genotipo de GSTM1 tuvo la misma frecuencia alélica, tanto el wild type y el

nulo, sin evidenciar diferencias significativas, es decir, que este genotipo no
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guard6 asociacion con el riesgo de recaida post-tratamiento. Para el genotipo
GSTT1 hubo una mayor frecuencia de GSTT1", y a pesar de que no presenta una
asociacion estadisticamente significativa, el genotipo GSTT1" presenta una
tendencia sugerente a ser un factor asociado a recaidas y lo recomendable para
este caso es aumentar el nimero de individuos para observar si varia esta

tendencia.

Zareifar et al., describieron en un estudio de pacientes Iranies con LLA,
que los genotipos nulos de GSTM1 y GSTTL1, asi como los dobles nulos, no
presentan significancia estadistica como factor de riesgo de recaidas, sugiriendo
que la delecion de estos genes no comprometen la eficacia de la respuesta a los
farmacos (262). Chen et al., en un estudio de pacientes del St Jude Children
Hospital no encontraron asociacion entre los genotipos nulos de GSTM1, GSTT1y
los dobles nulos, como un factor prondéstico de supervivencia libre de enfermedad
0 de remision hematologica. Las recaidas en sistema nervioso central, tienden a
ser menos comun en pacientes con LLA con genotipo GSTM1" (248). Del mismo
modo, Davies et al., tampoco encontraron relacion estadisticamente significativa
de la deteccion de los genotipos nulos de GSTM1 y GSTT1 en pacientes con LLA

y el prondstico de supervivencia libre de enfermedad en estos pacientes (251).

Franca et al., reportaron resultados interesantes de su estudio en pacientes
italianos con LLA con respecto a la respuesta al tratamiento de estos pacientes y
sus genotipos de GST. Encontraron una asociacion del genotipo GSTM1" con un
mejor pronostico clinico dentro del grupo de pacientes metabolizadores pobres de
prednisona, en contraste, el genotipo GSTT1 se reportd asociado con un
pronostico desfavorable en pacientes clasificados en riesgo estandar y en
pacientes que responden bien a prednisona, observandose que ambos genotipos
delecionados tienen prondsticos diferentes en los pacientes con LLA analizados
(263). Tsvirenko et al., en su estudio de poblacion infantil con LLA reportaron
que ambos genotipos nulos GSTM1 y GSTT1 se asocian a pronosticos clinicos
favorables, a altos niveles de supervivencia libre de eventos y bajas tasas de
recaidas, en comparacion con los genotipos wild type. La presencia de los alelos
nulos de estos genes juegan un rol de pronostico favorable en este grupo de

pacientes (264).
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De los pacientes con LLA analizados en este estudio, 7 (13,4%) presentaron
signos clinicos de toxicidad, segun la informacion clinica suministrada. Los
resultados obtenidos de la genotipificacion de GSTM1 y GSTT1 revelan que 2
pacientes presentaron el genotipo doble nulo (GSTM1/GSTT1), 3 presentaron el
genotipo wild type y 2 pacientes presentaron la delecién de uno de los genes
(genotipo combinado, GSTM1"/GSTT1  y GSTM1/GSTT1"). Solo en 4 pacientes
se pudo conocer cudl fue la droga recibida en el protocolo de quimioterapia que
indujo la toxicidad. ElI metotrexato, la vincristina, la prednisona, y la L-
asparaginasa, produjeron signos de toxicidad gastrointestinal, renal, hepética y en
el sistema nervioso central (psicosis esteroidea por prednisona). La incidencia de
los genotipos encontrados no sugiere una relacion entre la presencia o delecién de
GSTM1 y GSTTL1, y el desarrollo de eventos de toxicidad, debido a la
heterogeneidad de los resultados; sin embargo, se evidencid que los genotipos
normales fueron los mas frecuentes en 3 pacientes con toxicidad. Estos resultados
son comparables con un estudio que reporta la baja asociacion de los
polimorfismos de GSTM1 y GSTT1 con el desarrollo de toxicidad (251). En
contraste, se ha reportado la susceptibilidad de desarrollar toxicidad
gastrointestinal e hiperbilirrubinemia en pacientes con genotipo GSTT1 , durante
el protocolo de induccién y mantenimiento (265), y el genotipo GSTM1* como

factor predisponente para hepatoxicidad (266).

Los resultados expuestos anteriormente sugieren que los genotipos nulos
GSTM1  y GSTT1, no presentan relacion con el desarrollo de toxicidad a

farmacos quimioterapéuticos en pacientes venezolanos con LLA.

Se realizé un anélisis de la frecuencia de los genotipos de GSTM1 y GSTT1
en pacientes con LMA, de acuerdo a su evolucion clinica, para conocer si existe
una asociacién entre los polimorfismos encontrados y el pronostico de la
enfermedad. Se encontrd que el prondstico es desfavorable en los pacientes con
LMA, 15 (60 %) pacientes fallecieron, y de acuerdo a los genotipos encontrados
no mostraron una diferencia estadisticamente significativa de la presencia entre
GSTM1 y GSTT1" con el riesgo de mortalidad. En los pacientes que se encuentran
en remisién completa (28 %), predominaron las frecuencias de los genotipos wild

type, al igual que en el caso anterior, sin encontrar diferencias estadisticamente
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significativas. Por altimo, los pacientes que tuvieron recaidas (16 %) presentaron
una frecuencia similar de genotipos GSTM1* y GSTM1, sin evidenciarse
diferencias estadisticamente significativas; con respecto a GSTT1, el genotipo

GSTT1" fue el Gnico detectado en estos pacientes.

Estos resultados pioneros ofrecen una vision de la farmacogenética y su
asociacion con la evolucion clinica de acuerdo a la respuesta a los farmacos en
pacientes estudiados con LMA en Venezuela, mostrando que los genotipos nulos
de GSTM1 y GSTTL1 no representan un factor de riesgo relacionado al prondstico

evolutivo.

Otras investigaciones presentaron resultados similares a los de este estudio,
refiriendo que los genotipos nulos de GSTM1  y GSTT1 no estuvieron asociados
con los indices de supervivencia libre de eventos y toxicidad (267), asi como la
ausencia de asociacion del genotipo GSTT1™ con las recaidas de pacientes con
LMA adultos (88)(89). En contraste, Voso et al., demostraron una disminucion de
la respuesta en los pacientes adultos con LMA que presentaron genotipos nulos
GSTM1" y GSTTL', sugiriendo que podrian representar un factor de riesgo de

pronostico desfavorable (259).

Analisis farmacogenético de polimorfismos genéticos de Glutation-S-
Transferasa: GSTP1 A/G (rs1695) en pacientes con leucemia

GSTP1 participa en el ciclo celular y en la regulacion de la apoptosis. Esta
es una enzima sumamente importante en el metabolismo de agentes
guimioterapéuticos, metabolitos como clorambucil, busulfan, ciclofosfamida. En
este sentido, las variantes polimorficas A/G y G/G pueden mostrar especificidades
de sustrato, e inclusive afectar la estabilidad térmica de la proteina, en
comparacion con el genotipo normal A/A (268)(269). Estudios bioquimicos
demostraron una menor estabilidad térmica de la enzima GSTP1 (Val-105) en
comparacion con la GSTP1 con el alelo A (lle-105) y también una menor
actividad de conjugacion para el caso de la variante mutada de GSTP1 G/G en
comparacion con el genotipo normal A/A, mientras que los heterocigotos A/G

muestran actividad intermedia (270).
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Con respecto a los resultados obtenidos en este estudio en la poblacion con
leucemia, se observo que los heterocigotos A/G del gen GSTP1 tuvieron una
mayor frecuencia de aparicion 0,413; seguida del genotipo normal A/A 0,333 y
del genotipo G/G 0,253; lo que quiere decir que un 67% de la poblacién estudiada
presentd polimorfismos para esta enzima. La poblacion control presentd una
frecuencia del genotipo A/A similar al grupo de pacientes 0,337 y el genotipo méas
frecuente fue A/G 0,529, con un valor superior al del grupo de pacientes. En la
tabla 27, se presenta la distribucion de los genotipos de GSTP1 determinados en
pacientes con leucemia y grupo control, encontrandose que el genotipo
heterocigoto A/G y el homocigoto mutado G/G no representan un factor de riesgo
para el padecimiento de leucemia, debido a que no muestran una asociacion
estadisticamente significativa (OR= 0.7891; IC= 0.4398 — 1.4158, p-value: 0,427
y OR=1.9097; IC= 0.9459 — 3.8555, p-value: 0,071 respectivamente), asi como el
modelo de herencia dominante, no muestra una relacion en cuanto al desarrollo de
la enfermedad (OR= 1.0155; IC= 0.5929 — 1.7395, p-value: 0,955). La presencia
del alelo mutado G no representa un factor predisponente para el desarrollo de
leucemia en los pacientes estudiados (OR= 1.3200; IC=0.5131 — 1.5648, p-value:
0,699).

Al realizar el anélisis de los modelos de herencia para este polimorfismo se
encontrd que el modelo recesivo de GSTP1 A/G se comporta como un factor de
riesgo de 2,1 veces mayor para el desarrollo de leucemia (OR=2.1923; 1C=1.1792
— 4.0758, p-value: 0,013), esto ocurre a través de la presencia de dos copias del
alelo variante G, determinante para modificar el riesgo del padecimiento de la
enfermedad, comprometiéndose el rol supresor de tumores de este gen, debido a
gue GSTP1 no solo participa como una enzima importante de fase Il del
metabolismo de farmacos, sino también esta involucrada en la regulacion del ciclo

celular y apoptosis (82)(271).

Con respecto a los resultados de acuerdo al tipo de leucemia, se observé que
tanto el genotipo homocigoto mutado (G/G) como el genotipo heterocigoto (A/G)
tuvieron una mayor frecuencia de aparicion en los pacientes con LLA,
representando un 34 % y 41 %, respectivamente, lo que quiere decir que un 75 %

de los pacientes presentaron polimorfismos para este gen.

185



Capitulo V

En este sentido, Krajinovic et al., evaluaron la asociacién entre los
polimorfismos de GSTP1 A/G 'y la susceptibilidad a desarrollar LLA, mediante el
estudio de 278 nifios franco-canadienses, y encontraron que solo la variante G se
asocia con un riesgo de 1,5 veces de padecer LLA, a su vez refieren que el riesgo
es 2,1 veces mayor cuando se combina con el genotipo nulo de GSTM1™ (272).
Estos hallazgos sugieren que las variantes de GSTP1 (sola o combinadas con otros
polimorfismos de GST) parecen ser determinantes genéticos importantes en la
LLA infantil. Por otro lado, Gatedee et al.,(273) en Tailandia encontraron que no
hay una diferencia significativa entre los polimorfismos de GSTP1 A/G vy el grupo
control, por tanto sugieren que no hay asociacién entre el riesgo de sufrir LLA y

las variantes polimérficas de GSTP1.

En la LMA, los resultados de este trabajo permiten observar que un 62% de
los pacientes presentaron polimorfismos en el gen GSTP1 (A/G 37 % y G/G 26
%), y el genotipo homocigoto normal A/A se encontrd en la misma proporcion
que el heterocigoto (37 %). En general, la distribucion de los polimorfismos es
similar, lo que impide sugerir una posible asociacion como factor de riesgo para
desarrollar LMA.

Diversos estudios han asociado el polimorfismo del gen GSTP1 A/G con la
susceptibilidad de padecer leucemia inducida por la quimioterapia, por ejemplo,
James M. et al.,(274) refieren que los individuos con al menos un alelo G (A/G o
G/G) en el coddn 105, tienen un riesgo de 2,66 veces de sufrir LMA después de
estar expuestos a quimioterapia, en especial aquellos que estén expuestos a
sustratos de la enzima GSTP1, como por ejemplo; ciclofosfamida, clorambucil,
adriamicina, etop6sido y derivados de cisplatino, los cuales tienen un riesgo de
4,34 veces mayor de sufrir LMA. Estos agentes quimioterapéuticos son aplicados
en el tratamiento de numerosas neoplasias, incluyendo cancer linfatico, de vejiga,
de mama, de ovario, de pulmoén y cancer de testiculo. Por tanto, sugieren que si el
polimorfismo GSTP1 A/G puede identificarse en aquellos individuos con en alto
riesgo de desarrollar un segundo cancer relacionado con el tratamiento, entonces

puede ser posible minimizar el riesgo de desarrollar LMA en estos pacientes.

En contraste, otro estudio informd que los polimorfismos de GSTP1 A/G del

coddn 105 no son considerados un factor de riesgo para desarrollar LMA de novo
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(256). Por tanto, seria interesante proponer un estudio en pacientes bajo
tratamiento quimioterapéutico, especialmente con aquellos a los cuales se les
administre farmacos sustratos de la enzima GSTP1, y de ésta forma poder
vincular si las variantes polimérficas de GSTP1 G (Val 105) estan relacionadas

con la respuesta al tratamiento y al pronéstico de la enfermedad.

Con relacion a la LLC y la tricoleucemia, los resultados obtenidos en este
estudio, no son representativos por el bajo numero de casos, sin embargo, se
observd que el genotipo heterocigoto A/G fue el més frecuente en ambos grupos
de pacientes. Por lo tanto, podria sugerirse una tendencia entre este genotipo
heterocigoto vy el riesgo de desarrollo de LLC y tricoleucemia, sin embargo para el
caso de la Tricoleucemia, no existen estudios previos que relacionen los
polimorfismos de la GSTP1 A/G con este tipo de enfermedad, lo cual puede
explicarse ya que los farmacos aplicados al tratamiento de esta enfermedad son

metabolizados por las enzimas de fase I.

Son pocos los estudios que relacionan las variantes polimorficas de GSTP1
y la susceptibilidad a desarrollar LLC, por ejemplo, Martin et al.,(257) observaron
que hubo una diferencia significativa entre el genotipo heterocigoto A/G en
comparacion con el grupo control, de 38 % y 10 %, respectivamente y a Su vez
analizaron el riesgo de padecer esta enfermedad con los tres genotipos de GST de
alto riesgo (GSTM1 nulo, GSTT1 nulo y GSTP1 Val 105) e informaron un
aumento de 2,8 veces el riesgo de LLC, sugiriendo que el estado hereditario de

GST podria influir en el riesgo de desarrollar LLC.

En cuanto a los resultados obtenidos en los pacientes con LMC de este
estudio, el genotipo homocigoto normal A/A se presentd en un 50 % de los
pacientes, la variante heterocigota A/G en 39 %, y la variante homocigota mutada
G/G en un 11 %. No existen estudios previos que relacionen este polimorfismo
con el riesgo de desarrollar LMC, quizés, debido a que el Mesilato de Imatinib,
como se menciond anteriormente es metabolizado por enzimas de fase I, y las

enzimas estudiadas en este trabajo son enzimas de fase II.

Se realiz6 un analisis estadistico de los polimorfismos de GSTP1 A/G y los
estadios de evolucion clinica de los pacientes, como se representa en la tabla 28.

Los resultados permiten observar en los pacientes fallecidos una frecuencia de
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heterocigoto A/G superior al homocigoto A/A, y una frecuencia idéntica entre
A/A y GI/G, en ambos casos no se visualizan diferencias estadisticamente
significativas en la susceptibilidad de los polimorfismos con un pronéstico
desfavorable. En pacientes que estan en remision completa no se observo
diferencias entre la presencia de los polimorfismos A/G y G/G del gen GSTP1; sin
embargo, en los pacientes que presentaron recaidas los genotipos homocigotos
wild type A/A y el polimorfismo A/G mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p-value: 0,047), sugiriendo la significancia del genotipo A/G con
fallas en la respuesta terapéutica. Cinco pacientes con LLA presentaron toxicidad
gastrointestinal, renal y del sistema nervioso central. Los genotipos detectados en
esos pacientes fueron los siguientes, un paciente present6 el genotipo wild type
AJA, 2 tuvieron el polimorfismo A/G y 2 el polimorfismo G/G; estos resultados
muestran una tendencia que permite proponer que los polimorfismos del gen
GSTP1 A/G pueden conferir susceptibilidad a eventos de toxicidad, sin embargo,

no cumplen con una asociacién estadisticamente significativa.

Sobre la influencia de este genotipo en pacientes con LLA, Gatedee et al.,
sugieren en su estudio que la recaida en pacientes con LLA que presentaron la
variante A/G del gen GSTPL1, puede ser debida a que la region polimorfica en el
coddn 105 es el sitio activo de la propiedad catalitica de la enzima, por lo que
podria alterarse la expresion de GSTP1, y de esta manera influir en el
metabolismo de los agentes quimioterapéuticos (273). Kishi et al., reportaron la
asociacion entre el polimorfismo homocigoto mutado G/G y el riesgo de toxicidad
en el sistema nervioso central en pacientes con LLA en fase de mantenimiento
(265). En este estudio, los pacientes con LLA que presentaron recaidas mostraron
que el genotipo homocigoto wild type A/A y el polimorfismo A/G poseen
diferencias estadisticamente significativas (p-value: 0,039). En los pacientes que
se encuentran en remision completa, el genotipo homocigoto mutado G/G mostro
diferencias estadisticamente significativas con respecto al genotipo A/A (p-value:
0,026).

Cabe destacar que la influencia de estos genotipos sobre la evolucién clinica
en los pacientes con LLA presenta diferencias, segin sea el origen étnico de los
individuos estudiados, por lo que se justifica la continuacion de este tipo de
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estudios en pacientes venezolanos. Stanulla et al., reportaron en un estudio del
polimorfismo GSTP1 AJ/G en pacientes infantiles con LLA en poblacion
caucasica-nordica, la ausencia de asociacion del alelo G con el riesgo de recaida
en pacientes tratados bajo el protocolo de quimioterapia ALL-BFM 86-90 (OR:
0.33; IC= 0.09-1.23; p-value: 0,099) (123). En contraste, un estudio realizado
recientemente en Argentina por Leonardi et al., encontraron que el genotipo G/G
de GSTP1 incrementa el riesgo de recaidas y disminuye la supervivencia libre de

recurrencia en nifios con LLA (275).

Ante todo lo expuesto anteriormente, se puede sugerir que los
polimorfismos del gen GSTP1 A/G mostraron una asociacion significativa, con el
genotipo wild type, en pacientes con LLA que presentaron recaidas post

tratamiento de induccidn y en pacientes en remision completa.

Analisis farmacogenético de los polimorfismos genéticos en el gen

Metilentetrahidrofolato Reductasa en pacientes con leucemia

MTHFR 1298

Los resultados obtenidos para los polimorfismos genéticos de la enzima
Metilentetrahidrofolato Reductasa en su variante MTHFR 1298 A/C, permiten
observar de manera general que en los pacientes con leucemia estudiados se
presentd con mayor frecuencia el tipo homocigoto A/A (wild type) 0,509; seguido
del tipo heterocigoto A/C 0,470 y con una frecuencia baja de 0,019 para el
genotipo homocigoto C/C (mutado). Es importante destacar que en la muestra
estudiada, un total del 49% presenta polimorfismos de esta variante en forma
heterocigota A/C y homocigota mutada C/C. Con respecto a la poblacion control
estudiada, se observé una alta frecuencia del genotipo homocigoto A/A 0,706; del
genotipo heterocigoto A/C con una frecuencia de 0,245 y 0,049 para el genotipo

homocigoto mutado C/C.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la genotipificacién, se pudo
observar que el polimorfismo heterocigoto A/C no estuvo asociado como un

factor de riesgo que confiera susceptibilidad de desarrollar leucemia (OR=
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1.2384; IC: 0,7542 — 2.0334; p-value: 0,3981), asi como el polimorfismo
homocigoto mutado C/C (OR=0.2713; IC: 0.0600 — 1.2262; p-value: 0,0901), por
no mostrar una asociacion estadisticamente significativa. Adicionalmente se
evaluaron los modelos de herencia para este polimorfismo, resultando una
ausencia de relacion de algin modelo como factor de riesgo o de proteccion del
desarrollo de leucemia en los pacientes estudiados. En el caso de la variante
alélica C, ésta se observo menos frecuente que la variante wild type A en ambas
poblaciones estudiadas, sin representar asociacion como factor de riesgo para la
leucemogénesis (OR= 1.0659; IC: 0.6196 — 1.8336; p-value: 0,8177).

La distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo
AJ/C segun el tipo de leucemia fue diversa, encontrandose el genotipo homocigoto
mutado C/C en una frecuencia baja en pacientes con LMA, a diferencia de los

genotipos normales A/A que fueron mas frecuentes en LLA, LMAy LLC.

El polimorfismo MTHFR 1298 A/C ha sido menos caracterizado que la
variante 677 C/T, pero también ha sido menos asociado con el riesgo de desarrollo
de leucemia en nifios (276), ya que al encontrarse en el dominio regulador de la
enzima (277), puede estar implicado en la estabilizacion de proteinas (278). Por lo
que es posible que el polimorfismo 1298 A/C pueda de alguna manera alterar el
metabolismo de un carbono dentro de una célula, potencialmente, bajo
condiciones de estrés de folato, como el embarazo, para evitar que los patrones de

metilacion aberrante conduzcan a la inestabilidad cromosémica.

Los estudios caso-control realizados con este polimorfismo en diferentes
poblaciones de pacientes con leucemia difieren en sus resultados, siendo en
muchos casos inconsistentes. Asi como las discrepancias observadas cuando se
comparan las frecuencias del genotipo heterocigoto A/C entre los individuos
controles caracterizados en distintas regiones geograficas, siendo 34 % la
encontrada en este estudio, en comparacion a las frecuencias de la poblacion
control usada en estudios de Iran (40,65 %), Asia (17 % — 19%), Europa (27 % —
36 %), y de paises latinoamericanos como Brasil (41 %) y México (27,7 %);
sugiriendo que esta variacion de frecuencia genotipica se encuentra influenciada
por el componente étnico (279)(280)(281).
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En este estudio no se encontr6 que el genotipo heterocigoto del
polimorfismo MTHFR 1298 A/C esté asociado estadisticamente como factor de
riesgo o de proteccion para el desarrollo de LLA (OR= 1.5269; IC: 0.8249 —
2.8263; p- value: 0,1779) en la poblacion de pacientes venezolanos analizados.
Investigaciones realizadas en otras poblaciones de diferente origen étnico
concuerdan con los resultados encontrados en este estudio. Atashrazm et al.,(264)
reportaron en un estudio realizado en nifios iranies con LLA, una ausencia de
asociacion estadisticamente significativa de los polimorfismos del gen MTHFR
1298 A/C y C/C con el desarrollo de LLA (OR=0.57; IC=0.57-1.95 y OR= 0.96;
IC= 0.37-2.45, respectivamente), indicando que las frecuencias de los genotipos
encontradas eran similares entre los individuos controles y pacientes con LLA.
Otro estudio realizado en poblacion infantil diagnosticada con LLA de origen
egipcio determind que tampoco existe asociacion de los genotipos heterocigoto y
homocigoto mutado de MTHFR 1298 como factor de susceptibilidad para el
desarrollo de LLA (282).

En otras poblaciones, como es el caso de pacientes con LLA del norte de la
India, Nikbakht et al., (283) analizaron los polimorfismos de varios genes
involucrados en el metabolismo del folato, reportando que el SNP MTHFR 1298
A/C no esta asociado como factor de riesgo para LLA en esa poblacion,
proponiendo la participacion de otros mecanismos moleculares como el
silenciamiento de genes por hipermetilacion que pueden desempefiar un papel
importante en la etiologia de LLA. Adicionalmente, sugieren el analisis
exhaustivo de factores epigenéticos que puedan afectar la expresion del
polimorfismo, como son los niveles de folato séricos, las concentraciones de
suplementacion de folato en el embarazo y la dieta. Un estudio recientemente
publicado comprendi6 el meta-analisis de los polimorfismos del gen MTHFR vy el
riesgo de desarrollo de leucemia en nifios y adultos de diferentes poblaciones, las
cuales fueron de origen europeo, asidtico, americano y africano. Para el
polimorfismo 1298 A/C se encontrd una asociacion estadisticamente significativa
como factor de proteccion contra el desarrollo de leucemia linfoblastica aguda y
leucemia mieloide aguda en nifios de poblaciones europeas, de igual manera el

polimorfismo heterocigoto se comporta como un factor de proteccion leucemia
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mieloide cronica en adultos de la poblacion americana (284). Del mismo modo,
Xia et al., (285) presentd resultados similares en los que encontraron que el
genotipo heterocigoto A/C se comporta como factor protector de la
susceptibilidad de desarrollar LLA en pacientes infantiles de China (OR= 0.70,
IC: 0.53 — 0.92); asi como el modelo dominante AC+CC, que también reportaron
como factor de proteccion para el desarrollo de LLA (OR= 0.68, IC: 0.50- 0.96).

Como ha sido comentado anteriormente, existen discrepancias en cuanto a
la consideracion del polimorfismo MTHFR 1298 A/C y su rol en la
leucemogeénesis. Li et al., (286) describieron en su estudio con infantes de origen
chino con LLA, la susceptibilidad de padecer leucemia asociada al polimorfismo
MTHFR A1298C y los genotipos combinados A/C+C/C, en conjunto con el alelo
C (OR= 2.084; IC: 1.131 - 3.851 y OR= 2.100; IC: 1.149 - 3.837,
respectivamente), sugiriendo que estos genotipos confieren riesgos de
padecimiento de LLA en su poblacion, considerando este SNP como un
importante biomarcador de riesgo para la enfermedad en la poblacion china. En
ese mismo sentido, Gutiérrez-Alvarez et al., (281) reportaron la asociacion del
polimorfismo homocigoto mutado MTHFR 1298 C/C como factor de riesgo de
desarrollo de LLA, segln su estudio realizado en pacientes mexicanos, en el que
encontraron una asociacion estadisticamente significativa (OR= 6.48; IC: 1.26 —
33.2), con un valor de Odds ratio muy superior en comparacion a lo descrito en

otras poblaciones.

Con respecto a los otros tipos de leucemia, en el caso de la LMA, en este
estudio no se encontr6 asociacion del polimorfismo MTHFR 1298 A/C vy el
homocigoto C/C como factor de riesgo para la leucemia mieloide aguda (OR=
1.0523; IC: 0.4154 — 2.6659, p-value: 0,9142 y OR= 1.2103; IC: 0.2486 — 5.8917,
p-value: 0,8132, respectivamente) en los pacientes venezolanos analizados. En
concordancia con estos resultados, Qin et al.,(287) a través de un estudio de meta-
analisis, indicaron que en varias poblaciones asiaticas, caucasicas y brasileras no
se encontré una asociacion de los polimorfismos de MTHFR 1298 A/C como
factor de riesgo o proteccion para el desarrollo de leucemia mieloide aguda. Otro
estudio de genotipaje del polimorfismo del gen MTHFR 1298 A/C en poblacion

adulta con LMA en Irdn por Vahid et al., encontraron que los genotipos
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heterocigotos y homocigotos mutados no se comportan como factores de riesgo o
de proteccion del desarrollo de LMA (OR= 1.33; IC: 0.7 — 2.5 y OR= 0.75; IC:
0.34 — 1.6, respectivamente); del mismo modo, Skibola et al., no encontraron
asociacion del polimorfismo MTHFR 1298 A/C como factor de riesgo en
pacientes adultos con LMA del Reino Unido (288) (289).

En los pacientes con leucemia mieloide cronica incluidos en este estudio se
encontr6 que el genotipo heterocigoto A/C fue el méas frecuente 0,65,
observandose incrementado con respecto al genotipo heterocigoto de la poblacion
control 0,341; seguido del genotipo homocigoto wild type A/A con una frecuencia
de 0,35; encontrandose ausente el genotipo homocigoto mutado C/C. Moon et al.,
realizaron un estudio similar en pacientes con LMC en poblacion sur coreana; sin
embargo, el genotipo asociado como factor de riesgo de susceptibilidad de
desarrollar LMC en esa poblacion fue el homocigoto mutado MTHFR 1298 C/C,
con una alta significancia estadistica (OR= 5.12; IC: 1.75 — 14.9, p value: 0,03)
(290). En contraposicidn a estos resultados, en un estudio de Banescu et al., (291)
no encontraron asociacion de los polimorfismos de MTHFR 1298 A/C y C/C, con
el desarrollo de LMC en la poblacién rumana. El estudio citado anteriormente,
también incluyo la poblacion de pacientes adultos iranies y el polimorfismo A/C
no se comporta como un factor de riesgo para el desarrollo de este tipo de
leucemia (288). Lordelo et al., (280) reportaron en LMC una asociaciéon del
genotipo wild type A/A como factor de riesgo, en los diferentes grupos étnicos de

Brasil.

Es interesante observar las variaciones de las frecuencias genotipicas y
alélicas de MTHFR segun el grupo étnico de pacientes asi como la distribucién
geogréfica, y esto es lo que persigue la disciplina de farmacogenética, el poder
conocer los genotipos en conjunto con la influencia que tengan para el desarrollo
de una enfermedad, asi como la prediccion de la evolucién frente a la

administracién de medicamentos.

Uno de los farmacos administrados en los protocolos quimioterapéuticos
(induccidn, consolidacion y mantenimiento) de pacientes con LLA incluidos en
este estudio y que es metabolizado por la enzima MTHFR es el Metotrexato.

Ocasionalmente, la terapia con este farmaco antifolato esta asociada con varios
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efectos adversos que incluyen toxicidad hepética, renal, pulmonar, hematologica
y neuroldgica, que pueden conllevar en muchos casos a la suspension del

tratamiento.

Por este motivo, se decidio analizar las frecuencias genotipicas encontradas
del MTHFR 1298 (SNP rs1801131) en cada uno de las variables de evolucion
clinica que han sido descritas previamente, para conocer su distribucion en la
poblacion de pacientes con LLA estudiados, y de esta manera establecer ajustes
que permitan optimizar e individualizar tratamientos con el fin de minimizar los

riesgos mencionados anteriormente.

Los pacientes con LLA en el estadio de remision completa, presentaron una
distribucion de los genotipos similar, con ausencia de la relacion de estos como un
marcador de buen pronostico. Con respecto a los pacientes que presentaron
recaidas y a los que fallecieron, mostraron una frecuencia mayor del polimorfismo
AJC con respecto al genotipo wild type A/A, sin embargo, la presencia de A/C no
representa un factor asociado a mal pronostico, sugiriendo que no afecta la
respuesta al tratamiento con Metotrexato en los pacientes con LLA, (OR=1.9952,
IC:0.644-6.1774; p-value: 0,2310 y OR= 2.1988, IC: 0.7838-6.1678; p-value:
0,1343, respectivamente). Los 8 casos en este estudio que manifestaron toxicidad
a nivel gastrointestinal, renal y del sistema nervioso central presentaron una
mayor frecuencia del polimorfismo A/C, en comparacion con el genotipo A/A,
s6lo uno de los pacientes desarrollé toxicidad a Metotrexato, cuyo genotipo fue
AJA. Estos resultados muestran la distribucion de los genotipos en el gen MTHFR
1298 en pacientes con diagnostico de LLA que presentaron una evolucion clinica
desfavorable, encontrandose que no estan relacionados con la respuesta al

metotrexato.

Un estudio reciente de Fukushima et al., (12) reportaron que los
polimorfismos MTHFR 1298 A/C y C/C en pacientes japoneses con LLA no se
encontraban asociados con riesgo de recaidas o muerte, en concordancia con lo
descrito en este trabajo. Ongaro et al., (292) no encontraron asociacion de los
polimorfismos del gen MTHFR 1298 A/C y C/C con la aparicion de toxicidad
(leucopenia), en pacientes con LLA de origen italiano; sin embargo, el modelo

dominante de variacién genética para este polimorfismo mostré ser un factor de
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proteccion de aparicion de leucopenia. En el caso de hepatotoxicidad, encontraron
que el genotipo heterocigoto A/C participa como un factor de proteccion de
riesgo para la toxicidad con respecto al genotipo wild type A/A. Otros estudios
han reportado la asociacion del genotipo A/C con la enfermedad minima residual

y con una reducida supervivencia libre de enfermedad (293).

La variacién de los resultados de la evolucion clinica en diferentes estudios,
incluyendo éste, se atribuye probablemente a la dosis de metotrexato, protocolo de
tratamiento, tolerabilidad del fa&rmaco, el origen étnico y el nimero de individuos

estudiados.

MTHFR 677

Se observo que un 67 % de los pacientes presentan polimorfismos, de los
cuales, 11 % son homocigotos T/T y el 56 % heterocigoto C/T, representando una
frecuencia genotipica de 0,108 y 0,559 respectivamente. Con respecto a la
poblacion control, el genotipo mas frecuente fue el heterocigoto C/T 0,455;
inferior en comparacion a la poblacion de pacientes con leucemia, seguido del

homocigoto wild type C/C 0,420 y homocigoto mutado T/T 0,125.

Segun los diferentes tipos de leucemia comprendidos en este estudio, los
pacientes con LLA, LMA y LMC presentaron frecuencias mayores del
polimorfismo MTHFR 677 C/T, seguidas del genotipo normal 677 C/C y del
genotipo mutado 677 T/T.

Asi como fue mencionado para el polimorfismo MTHFR 1298 A/C, las
variaciones entre las frecuencias alélicas y genotipicas de MTHFR 677 C/T
parecen, estar influenciadas por el origen étnico, niveles de folato, entre otros
factores epigenéticos de las poblaciones de pacientes y controles que se incluyen
en los estudios. La distribucion de los genotipos en la poblacion control utilizada
en este estudio mostro frecuencias similares entre el genotipo homocigoto wild
type y el heterocigoto C/T, siendo 0,420 y 0,455 respectivamente. Al comparar
las frecuencias genotipicas de MTHFR 677 C/T de individuos controles de otras
regiones geograficas tenemos, en Rumania 0,38 (291), en Iran 0,23 — 0,29
(294)(279), en China 0,401 (285), en India 0,49 (283), encontrandose con mayor
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similitud en poblaciones latinoamericanas; en Brasil 0,447 (280) y en México
0,473 (281).

Se analizaron los genotipos del gen MTHFR 677 (rs1801133) para conocer
si pueden ser considerados como biomarcadores de riesgo o de proteccion de
desarrollo de leucemia (tabla 35). Se encontrd que el genotipo heterocigoto C/T y
el homocigoto mutado T/T, no representan una asociacion estadisticamente
significativa de ser un factor de riesgo para el desarrollo de leucemia (OR= 1.545;
IC: 0.9517 — 2.5163, p-value: 0,078 y OR= 1.0950; IC: 0.5080 — 2.3603, p-value:
0,81; respectivamente). El alelo variante T, presentd una menor frecuencia con
respecto al alelo C, y no fue considerado estadisticamente un factor de riesgo para
leucemia en los pacientes venezolanos (OR= 1.1476; IC= 0.7248 — 1.8169, p-
value: 0,557). Los modelos de herencia genéticos recesivo, dominante y aditivo
no mostraron asociacion como factor predisponente o de proteccion de

leucemogénesis.

En varios estudios sobre la LLA se ha descrito una menor incidencia de
estos polimorfismos en los pacientes con respecto a los controles, confiriendo una
reduccion en el riesgo de LLA. En este estudio, la frecuencia del genotipo
heterocigoto C/T de MTHFR 677 en los pacientes con LLA fue superior al de la
poblacién control, 0,509 vs 0,455. Al analizar las frecuencias genotipicas
encontradas en los pacientes con LLA para conocer si el polimorfismo se
comporta como un biomarcador de riesgo o de proteccion de la enfermedad, se
encontré que el genotipo heterocigoto C/T y el homocigoto mutado T/T no
muestran asociacion con el desarrollo de LLA en la poblacién venezolana
estudiada (OR= 1.3117; IC: 0.6968 — 2.4698, p- value: 0,4006 y OR= 1.2470; IC:
0.4884 — 3.1837, p- value: 0,664; respectivamente). En concordancia con los
resultados de este trabajo, otros autores han reportado que los polimorfismos de
MTHFR 677 no representan un factor de susceptibilidad de desarrollar leucemia
de tipo LLA en poblaciones de Irdn, China, India y México
(279)(286)(287)(283)(281).

Tong et al., describen en un estudio de meta — anélisis basado en 28 trabajos
publicados, la asociacion del genotipo homocigoto mutado del gen MTHFR 677

T/T como factor protector de desarrollo de LLA infantil en poblacion caucésica
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(OR= 0.68; IC: 0.51 — 0.90; p- value: 0,01), y del modelo dominante también
como factor protector de LLA en la misma etnia (OR= 0.79; IC: 0.67 — 0.93; p-
value: 0,01), sugiriendo que la presencia de una copia del alelo variante T o ser
portador de los dos alelos es suficiente para reducir el riesgo en la poblacion
caucasica (295). Otro estudio realizado en pacientes con LLA en China (285),
reportaron la asociacion de los genotipos heterocigoto C/T y homocigoto mutado
T/T del gen MTHFR 677 como marcadores de proteccion para el desarrollo de
LLA en esa poblacion. EI modelo dominante en esta poblacién también se
comporta como un factor de proteccion de LLA en poblacion China. Lien et al.,
(284) realizaron un estudio de meta-predicciéon de los genotipos de MTHFR 677
en pacientes infantiles y adultos con LLA, encontrando que el genotipo
homocigoto mutado T/T se comporta como factor de proteccion de susceptibilidad
a desarrollar LLA en pacientes infantiles de origen Americano, a diferencia de las
otras poblaciones y grupos etarios analizados.

Otros estudios de LLA en poblacion infantil, han reportado que el
polimorfismo MTHFR 677 C/T o su combinacion con el polimorfismo 1298 A/C
confiere un papel protector contra el desarrollo de LLA (296) de modo que al
estar presentes estos polimorfismos, el folato no puede pasar a su forma activa que

es necesaria para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos.

Schnakenberg et al., realizaron una evaluacion de los polimorfismos en el
gen MTHFR 677 y 1298 combinados en pacientes alemanes con LLA, cuyos
resultados revelaron que no existe una asociacion estadisticamente significativa
entre los diferentes polimorfismos de MTHFR como factores de riesgo para
desarrollar LLA (297). Skibola et al., describieron en un estudio la asociacion de
los genotipos de MTHFR en el desarrollo de leucemia, el genotipo 677 T/T y el
polimorfismo 1298 A/C fueron asociados como factor protector del desarrollo de

leucemias agudas en adultos (289).

En cuanto a la leucemia mieloide aguda, los resultados en los pacientes de
este estudio no revelan asociacion de riesgo de desarrollo de la enfermedad por la
presencia de los genotipos C/T y T/T de MTHFR 677. Un estudio de meta —
analisis reporta una tendencia similar, en varias poblaciones de pacientes con

LMA, caucasicas, asiaticas y brasilera, sin encontrar asociacion del polimorfismo
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MTHFR 677 C/T y el genotipo homocigoto T/T, asi como el modelo dominante y
recesivo para esta variante, con el desarrollo de LMA, concluyendo que el SNP
rs1801133 no puede ser considerado un biomarcador de riesgo o proteccion (287).
Vahid et al., (288) estudiaron en pacientes con LMA de Iran para establecer si
existia asociacion del polimorfismo del gen MTHFR 677 C/T con el desarrollo de
la enfermedad. Sus resultados no mostraron asociaciéon como factor de riesgo de
susceptibilidad de los genotipos heterocigoto C/T y homocigoto mutado T/T del
gen MTHFR 677 (OR= 1.33; IC: 0.7 — 25 y OR= 0.75; IC: 0.34 - 1.6;

respectivamente).

Como se ha manifestado anteriormente, existen estudios que difieren en sus
reportes de resultados, como es el caso de un estudio realizado en poblacion
infantil con LMA del Reino Unido, que revela la asociacion del polimorfismo
MTHFR 677 C/T como factor de proteccion de aparicién de LMA (OR=0.51; IC:
0.30 — 0.87) (289). Interesantemente, el modelo dominante también fue propuesto
como un factor de proteccion de desarrollo de LMA en esa poblacion, sugiriendo
que la presencia de un alelo T o ser portador de ambos es suficiente para

disminuir el riesgo de desarrollo de la enfermedad.

En este estudio no se encontré asociacion del polimorfismo MTHFR 677
C/T y el genotipo T/T como factor de riesgo de desarrollo de leucemia mieloide
cronica, de acuerdo a los resultados analizados. Similarmente fue reportado en un
estudio de pacientes con LMC de Serbia, que las variantes del gen MTHFR 677
no tienen influencia significante sobre la susceptibilidad a LMC en la poblacion
Serbia (298). Lordelo et al., tampoco encontraron asociacion de este polimorfismo
MTHFR 677 C/T con el desarrollo de LMC en poblacion brasilera, a diferencia de
MTHFR 1298 A/C. Los autores plantean que la discrepancia observada en el
desarrollo de LMC donde el genotipo MTHFR 1298 A/C es un factor de riesgo
asociado y el polimorfismo 677 C/T no lo sea, puede ser debido a que ambos loci
se encuentren en desequilibrio de ligamiento. Probablemente los alelos de ambos
loci no se heredan de manera independiente, pero ciertas combinaciones de ellos
ocurren con mas frecuencia de lo esperado por segregacion aleatoria (280). Otro
estudio realizado en pacientes iranies adultos con LMC por Vahid et al., no

encontraron asociacion entre el polimorfismo MTHFR 677 C/T y el desarrollo de
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LMC en la poblacion (OR=0.7; IC: 0.3 — 1.6) (288). En contraste a lo encontrado
en este estudio, resultados diferentes fueron hallados en el estudio de Banescu et
al., en el que reportaron la existencia de asociaciéon del polimorfismo C/T como
factor de riesgo para el desarrollo de LMC en poblaciéon rumana, asi como el
genotipo homocigoto T/T y el modelo dominante, sugiriendo que el alelo variante
T es un factor de riesgo determinante para la leucemogénesis de LMC (291).

De manera global, se puede apreciar en este estudio las variaciones y efectos
que tienen ambos polimorfismos en el gen MTHFR 1298 y 677 en los pacientes
estudiados y de acuerdo a cada tipo de leucemia. Estos resultados sirven de base
para otros estudios que permitan abordar factores que intervienen en la interaccion
gen-ambiente, considerando que la leucemia es una patologia multifactorial y que
MTHFR es solo uno de las enzimas que participa en el metabolismo del folato.

Se han reportado estudios que sugieren que estos polimorfismos traen como
consecuencia una reduccion del 61% de la actividad de la enzima (299), por ende
existe una produccion inadecuada de la cantidad de folato intracelular para la
sintesis de proteinas y &cidos nucleicos, aunque no parece ser suficiente para
afectar la homocisteina plasmatica (300)(301), por lo que es sorprendente el
efecto protector de la variante 1298 A/C en comparacion con la 677 C/T, lo que
sugiere que la variante 1298 A/C puede actuar a través de un mecanismo
diferente (301), el cual puede deberse a que la sustitucion Glu429Ala reside
dentro del dominio c-terminal SAM (S-adenosil-metionina) regulador de la
enzima, dando lugar a una prevencion del patrén de metilacion aberrante. La
posibilidad de que la forma Ala429 es menos dependiente de la inhibicién de la
SAM, también puede explicar la ausencia de la hiperhomocisteinemia en los
individuos con el genotipo 1298 C/C (302).

Se ha evidenciado en los diferentes estudios publicados que el riesgo de
desarrollo de leucemia puede ser modificado por las dos variantes genéticas
descritas en el gen MTHFR y que influyen entre si para establecer o no un riesgo
asociado a desencadenar la enfermedad. Asi mismo, se ha planteado que la
enzima MTHFR con menor actividad enzimatica (677 T/T y 1298 C/C) favorece
una mayor disponibilidad de la forma no metilada de folato (5,10-MeTHF) para la

sintesis de ADN y disminucion de los niveles de 5-MeTHF para la metilacion del
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ADN; es decir, la disminucion de la actividad de MTHFR altera la distribucion
intracelular normal de sustratos de folato a favor de precursores para la sintesis de
nucleotidos. Por lo tanto, si se dispone de niveles adecuados de folato, incluso si
la actividad de MTHFR es baja, existe suficiente conversion de 5-MeTHF para la
metilacion del ADN mientras se sigue derivando 5,10-MeTHF hacia la sintesis de
desoxiuridina monofosfato a desoxitimidina monofosfato y por tanto se evita la
incorporacion de uracilo y el dafio cromosomico. Esto sugiere que las diferencias
en la disponibilidad de folato en el individuo pueden influir en los efectos
funcionales de los polimorfismos MTHFR, lo que posiblemente podria explicar
los diferentes hallazgos entre los estudios.

En el contexto de la interaccion entre los genes y el medio ambiente, vale la
pena sefialar que los polimorfismos del gen MTHFR, también pueden tener un
impacto en el resultado de la modulacién del efecto del tratamiento antifolato,
especificamente sobre el metotrexato (MTX). Este farmaco puede estar asociado a
diversos casos de toxicidad en LLA (277). Varios estudios han descrito que la
toxicidad a drogas anti cancerigenas puede verse influenciada por polimorfismos
de genes que codifican enzimas encargadas del metabolismo. Los polimorfismos
de los genes MTHFR 677 C/T y 1298 A/C que codifican a la enzima
metabolizadora de folato MTHFR pueden influenciar en la efectividad y en los
efectos toxicos del MTX (91)(300).

En este sentido, se analizaron las frecuencias de los polimorfismos de
MTHFR 677 de acuerdo a la evolucidn clinica de los pacientes con LLA (tabla 35
de los resultados). El polimorfismo C/T se presentd con mayor frecuencia en
pacientes en remisién completa y en fallecidos. Los pacientes que presentaron
recaidas post-induccion mostraron similitud entre el genotipo wild type y el
heterocigoto. El genotipo homocigoto mutado MTHFR 677 T/T tuvo una menor
frecuencia en los diferentes estadios de los pacientes estudiados con respecto a
C/C. Estos resultados no representan una asociacion estadisticamente significativa
entre la presencia del polimorfismo heterocigoto C/T, asi como, del genotipo T/T,
con la evolucion clinica, por lo que no es posible considerarlos biomarcadores de

riesgo del prondstico de la respuesta al metotrexato en los pacientes con LLA.
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En este estudio se observaron los genotipos de MTHFR 677 en los 7
pacientes con LLA que presentaron toxicidad, como se explico anteriormente, uno
de los pacientes tuvo toxicidad determinada a metotrexato, y su genotipo fue 677
T/T, los otros 6 pacientes presentaron el genotipo C/C. Estos resultados a pesar de
representar a un grupo pequefio de pacientes, son interesantes y concuerdan con
los postulados acerca de los polimorfismos de este gen y la respuesta a este
farmaco. Ongaro et al., realizaron un analisis de asociacion de los genotipos de
MTHFR 677 con los diferentes eventos adversos de toxicidad en pacientes con
LLA tratados con metotrexato, observando que no existe asociacion entre la
presencia del polimorfismo de MTHFR 677 C/T con el riesgo de toxicidad
hepatica y gastrointestinal (292). En los ultimos afios varias investigaciones se han
enfocado en evaluar la relacion entre los polimorfismos de MTHFR vy la toxicidad
durante el tratamiento con MTX en pacientes pediatricos con LLA, y se ha
reportado una tasa mas baja de episodios de toxicidad en los pacientes portadores
del alelo 677 C/T (303)(304). Fukushima et al., encontraron asociacion
significativa entre los genotipos MTHFR 677 C/T y T/T, a un incremento de
enzimas hepéticas (ALT) en el suero durante el periodo de tratamiento con altas
dosis de MTX. (12)

Finalmente, se realiz6 un andlisis de ambos polimorfismos 677 y 1298 de
MTHFR de acuerdo a los diferentes estadios clinicos para analizar si existe una
posible asociacion con la evolucion de la enfermedad en los pacientes con LLA

tratados con metotrexato.

En la tabla 36, se puede evidenciar la distribucion de los diferentes
genotipos en los pacientes con LLA agrupados por sus pares MTHFR 677/1298.
El més frecuente fue el doble heterocigoto para ambos genotipos CT/AC, seguido
del CT/AA. Los polimorfismos méas frecuentes en pacientes fallecidos fue el
CT/AC, sugiriendo que los pacientes que presentaron LLA con genotipos
heterocigotos de los SNPs 677 y 1298 del gen MTHFR tienen una tendencia a
tener un pronostico desfavorable; sin embargo, al realizar los anélisis de
asociacion de riesgo no se encontrd una asociacion estadisticamente significativa
de que este haplotipo sea un factor de riesgo relacionado con el fallecimiento en

pacientes con LLA tratados con metotrexato (OR= 1.556; 1C:0.3231 — 7.4882; p-
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value: 0,5816). Se realiz6 el mismo analisis en pacientes que presentaron eventos
de toxicidad, y no se encontré asociacion de riesgo de los mismos con el
desarrollo de toxicidad en pacientes con LLA tratados con metotrexato. Asi
mismo, se observo que el haplotipo CC/AC tuvo mayor incidencia en pacientes
que presentaron recaidas post-tratamiento de induccion con respecto a los demas
genotipos; sin embargo, no se hall6 una asociacion de la presencia de este
haplotipo con el riesgo de recaidas en LLA (OR= 2.222; IC=0.3253 — 15.1806; p-
value: 0,4154).

En cuanto al estadio de remision completa, éste de buen pronostico, los
resultados mostraron que el doble homocigoto wild type CC/AA se encontr6 en un
60 % de los pacientes con LLA, en comparacion con los dobles heterocigotos
CT/AC, donde un 40 % de ellos permanecen en remision completa en la
actualidad. Estos resultados sugieren una tendencia positiva que favorece el
alcance de la remision completa en los pacientes con LLA cuando esta presente el
haplotipo wild type CC/AA del gen MTHFR 677/1298. Esto se puede deber
posiblemente al funcionamiento éptimo de la enzima MTHFR en el metabolismo
del folato, sugiriendo una respuesta eficaz al tratamiento con metotrexato. Cabe
destacar que en este estudio no se encontré ambos genotipos TT/CC homocigotos
mutados en pacientes con LLA, como también ha sido descrito en otras
poblaciones (305).

Kaluzna et al., (305) reportaron en un estudio de polimorfismos de MTHFR
677 C/T y 1298 A/C en pacientes con LLA tratados con dosis altas y bajas de
metotrexato, que pacientes con los genotipos 677T-1298A tienen una alta
concentracion de MTX plasmatico con una mayor frecuencia de eventos adversos
durante la quimioterapia con este farmaco, comparados con aquellos que poseen
los genotipos 677T-1298C. También encontraron que la presencia de los
haplotipos 677CT/1298AC y 677TT/1298AA fue asociada significativamente con
una eliminacion prolongada de metotrexato y con niveles altos de toxicidad
durante el tratamiento quimioterapéutico en los pacientes con LLA, en contraste,

esto no fue observado en pacientes con haplotipos CT/AA.

Los analisis de los genotipos del gen MTHFR 677-1298 pueden dar una

vision de orientacién al clinico sobre el manejo y ajuste de dosis de metotrexato
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en protocolos de quimioterapia en pacientes con LLA, que permitan un abordaje
personalizado farmacogenético con el fin de minimizar o evitar eventos adversos
de toxicidad, recaidas y fallecimiento. Los resultados obtenidos en este estudio
pionero en Venezuela sirven de base para la continuacion de analisis que
comprendan estudios bioquimicos del metabolismo del folato y dosificacion
plasmética de metotrexato, con el fin de lograr un mayor alcance del conocimiento

de la influencia de estos polimorfismos en los pacientes con LLA venezolanos.

Supervivencia global y libre de evento en pacientes con LLA tratados con

metotrexato y su asociacién con los polimorsimos de MTHFR 677 y 1298

Para conocer el tiempo de ocurrencia de un evento especifico de interés
durante la evolucion clinica del paciente, es necesario evaluar la respuesta de estos
a un determinado tratamiento, por lo que se realizan andlisis de supervivencia
global, que permite conocer el comportamiento de una poblacion con respecto al
desenlace de la enfermedad, para asi determinar la eficacia que pueda tener dicho
tratamiento (103)(104).

A pesar de los avances que se han conseguido a nivel mundial en relacién
a la evolucion de los pacientes con LLA, tras la aplicacion de diferentes
protocolos de quimioterapia, sigue observandose pacientes que no responden de
manera favorable al tratamiento. Desde hace varios afios se sabe que los
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) son algunas de las variaciones
genéticas de la poblacion que afectan y modifican la actividad normal de las
enzimas implicadas en el metabolismo de los farmacos utilizados en la
quimioterapia, por lo que juegan un papel importante en el resultado y la

supervivencia de los pacientes con LLA bajo tratamiento (108).

En este estudio se evalud la influencia de las variantes genéticas de
MTHFR en la respuesta al tratamiento con metotrexato, prescrito en los protocolos
de quimioterapia en pacientes con LLA, a través de la estimacién de la
supervivencia global y libre de evento. EI metotrexato es un antimetabolito que
afecta el metabolismo del folato, inhibiendo la dihidrofolato reductasa y la
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timidilato sintetasa. Esto impide la conversion de los cofactores dihidrofolatos a
tetrahidrofolatos, incrementando la homocisteina sérica, disminuyendo los niveles
de folato afectando el pool de folato intracelular; por lo tanto, también influye en
la actividad de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), trayendo como

consecuencia la disminucion de la sintesis de precursores del ADN (306).

Los resultados observados en la supervivencia global no mostraron una
diferencia estadisticamente significativa entre los pacientes que tenian el alelo
comun C y los que presentaron al menos un alelo mutado T en el gen MTHFR 677
(Log Rank p-value: 0,930). En la grafica de Kaplan - Meier se encontrd una
diferencia entre la tasa de supervivencia de los pacientes con el alelo comdn con
respecto a los pacientes que portaron al menos un alelo mutado T, de
aproximadamente el 20 % entre uno y otro, teniendo una menor tasa los
portadores del alelo comdn. Sin embargo, la media de sobrevida para ambos
grupos fue muy similar con diferencia de dos meses. Estas diferencias pueden
deberse a la frecuencia genotipica propia de los pacientes fallecidos incluidos en

el gréafico de supervivencia.

De Deus et al., estudiaron la supervivencia global asociada a los
polimorfismos en el gen MTHFR 677 en nifios brasileros con LLA, donde
encontraron resultados similares a este estudio en cuanto a la tasa de
supervivencia para el alelo C y el alelo T de MTHFR 677, siendo estas de 62 % y
80 % respectivamente. Sin embargo, en este caso si hubo una diferencia
significativa entre ambos grupos (Log Rank p-value 0,011) (307). Ohja et al.,
sugieren en la revision realizada, que los pacientes portadores del genotipo 677
C/T pueden tener un alto riesgo relativo de mortalidad, considerando necesaria la
genotipificacion de este polimorfismo al momento del diagnostico, ya que puede
ser util para la individualizacién de la terapia con el fin de reducir la mortalidad en
pacientes con LLA (109).

Con respecto al polimorfismo en el gen MTHFR 1298, se evidencio en
comparacion con el polimorfismo anterior, una diferencia estadisticamente
significativa entre los pacientes portadores del alelo comun A y los que portaban
al menos un alelo mutado C (Log Rank p-value: 0,038), en donde estos ultimos

presentaron una tasa de supervivencia global menor, 35 % a los 77 meses, con
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respecto, a los que tenian el alelo comdn A, cuyo porcentaje fue de 93 % a los 9
meses. Esta diferencia se observo de manera similar en las medias de sobrevida,
donde los que portaban al menos un alelo mutado C sobreviven menos tiempo.
Estos resultados confirman la hipotesis de que la disminucion de la actividad de la
enzima MTHFR producida por los polimorfismos del gen que la codifica, afecta
la respuesta al tratamiento con metotrexato, alterando asi la sensibilidad de los
linfoblastos al medicamento, trayendo como consecuencia la falla terapéutica que
se evidencia con un menor tiempo de sobrevida en los pacientes que presentan al

menos un alelo mutado C del polimorfismo en el gen MTHFR 1298.

En contraste con lo hallado en este estudio, De Deus et al., no encontraron
diferencias significativas entre ambos alelos en relacién a la supervivencia global
para el polimorfismo en el gen MTHFR 1298 en pacientes con LLA, a diferencia
del MTHFR 677 donde si encontraron. Ellos hallaron un porcentaje de
supervivencia global de 68 % para el alelo Ay 74 % para el alelo C, evidenciando
una menor sobrevida de los pacientes portadores del alelo comin A; sin embargo,
el genotipo heterocigoto A/C presentd la menor tasa de sobrevida (80 %) con
respecto a los demas genotipos, A/A fue de 85 % y C/C fue de 93 % (307).
Umerez et al., sugieren que el genotipo MTHFR 1298 A/C no es un buen
predictor de respuesta al metotrexato en pacientes con LLA que participaron en

los estudios revisados (308).

Los diferentes resultados encontrados por otros autores en este tipo de
estudios pueden atribuirse a diversos factores: el componente racial producto del
mestizaje de las etnias caucésicas, africanas y amerindias, conduciendo a
variabilidades genéticas para cada poblacién, el estado nutricional de los pacientes
estudiados, el protocolo de quimioterapia y las dosis de metotrexato empleadas en

cada uno.

Para estimar el espacio de tiempo que media entre la remision completa y
la aparicion de la recaida, fue necesario realizar los céalculos de supervivencia libre
de evento, el cual, para este grupo de pacientes estudiados mostré no tener
asociacion significativa entre la presencia de los polimorfismos en el gen MTHFR
677 y 1298 con dicha supervivencia.
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La supervivencia libre de evento de acuerdo al polimorfismo en el gen
MTHFR 677 en este estudio, mostré una media menor en los pacientes portadores
de al menos un alelo comdn C, sugiriendo que tienen mayor probabilidad de
presentar un evento de recaida post remisién completa en un menor periodo de
tiempo (23 = 4 meses), pero con una mayor tasa de supervivencia libre de recaida
(17 %), con respecto a los portadores de al menos un alelo mutado T; sin
embargo, no se encontré asociacion significativa (Log Rank: 0,001; p-value:
0,96). Un estudio realizado en pacientes con LLA de Turquia que fueron tratados
con altas dosis de metotrexato (HD-MTX: 5g/m?), encontraron que los pacientes
que contenian el genotipo C/C, presentaron el menor tiempo de aparicion de
recaida (800 dias aprox.), seguidos de los pacientes con los genotipos T/T y C/T,
respectivamente, aunque estos resultados no fueron estadisticamente significativos
(p-value: 0,59) (309). Leonardi et al., estimaron la supervivencia libre de evento
en pacientes con LLA argentinos, encontrando que el genotipo wild type C/C tiene
una menor tasa de supervivencia libre de evento (70% aproximadamente) con
respecto a los demas genotipos; sin embargo, el genotipo T/T fue el que presentd
el menor periodo de tiempo para sufrir una recaida, siendo de aproximadamente
50 meses y no mostrd asociacion estadisticamente significativa (p-value: 0,721)
(275).

Cabe destacar, que el resultado obtenido en este estudio para el gen
MTHFR 1298 no mostrd diferencia significativa entre las medias de supervivencia
libre de evento de los pacientes que presentaron el alelo comin A y los que
portaban al menos un alelo mutado C (p-value: 0,234), siendo la variacion entre
ambos de 15 meses, evidenciandose un menor tiempo entre la remisién completa
y la aparicion de recaida en aquellos que presentaron al menos un alelo mutado C
(59 meses). En cuanto a la tasa de supervivencia libre de recaida, los portadores
de al menos un alelo mutado C tienen una tasa 33 %, siendo menor con respecto a
la supervivencia libre de evento de los que presentan al menos un alelo wild type
A (44 %). El grupo BFM (Berlin-Frankfurt-Mnster) ha considerado al genotipo
MTHFR 1298 A/A como un candidato biomarcador en pacientes con riesgo
estandar e intermedio, por presentar una mejor tasa de supervivencia libre de

eventos, siendo similar a lo encontrado en este estudio en poblacion venezolana.
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Radtke et al., estudiaron la influencia de los polimorfismos en el gen MTHFR y en
otros genes involucrados en el metabolismo del metotrexato, con el fin de poder
conocer la supervivencia libre de eventos de recaidas y toxicidad en pacientes con
LLA, asi como, en la farmacocinética del metotrexato. Su estudio mostré que los
pacientes que presentaron el genotipo MTHFR 1298 A/A tienen mejores tasas de
supervivencia libre de evento (aproximadamente de 90 %) y el genotipo
homocigoto mutado C/C mostr6 un Hazard ratio (HR) significativo (HR: 3.1; IC:
1.2-7.7; p: 0,015), asociado a un menor periodo de tiempo para la aparicion del
evento de recaida con una menor tasa de SLE, destacando que estos pacientes con
LLA fueron tratados con el protocolo de quimioterapia BFM-2000 (111).

Similar a lo encontrado en esta investigacion, Hoang et al., en su estudio
realizado en 94 nifios caucésicos y 141 Vietnamitas tratados con el protocolo
FRALLE 2000, donde determinaron la prevalencia de 7 polimorfismos genéticos,
incluyendo MTHFR 677 y 1298, y evaluaron el impacto de dichos polimorfismos
sobre la supervivencia libre de evento, no encontraron asociacion entre los
polimorfismos del MTHFR y dicha supervivencia (310). Sin embargo, a pesar de
gue no encontraron asociacion, ellos consideraron que tanto el genotipo MTHFR
677 C/Ty T/T, como el 1298 A/C y C/C eran considerados factores de riesgo para

los pacientes con LLA caucésicos y vietnamitas.

A pesar de que estos polimorfismos se han visto relacionados con
alteraciones en la terapia con metotrexato, debido a que disminuyen la actividad
enzimatica de la MTHFR, para éste grupo de pacientes con LLA estudiados, los
genotipos MTHFR 677 y 1298 no afectan significativamente el tiempo entre la
remision completa y la reaparicién de la enfermedad por la recaida; por lo tanto,
la supervivencia libre de evento es independiente del componente o variantes

genéticas de MTHFR por si solas, segun el modelo univariado evaluado.

Para concluir, este estudio realizado sobre los polimorfismos de las enzimas
metabolizadoras de xenobiodticos (GSTM1, GSTT1, GSTP1, MTHFR1298,
MTHFR677) en pacientes venezolanos con leucemia, servird de referencia para
futuras investigaciones, que permitan los ajustes en la estandarizacion de

protocolos quimioterapéuticos adaptados al genotipo del paciente en riesgo de
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pronosticos desfavorables en su evolucion clinica. La farmacogenética ha cobrado
una alta importancia debido a que proporciona la posibilidad de predecir una
respuesta, asi como la toxicidad potencialmente letal en pacientes que reciben
quimioterapia, permitiendo el uso individualizado de estos medicamentos, que

tienen un indice terapéutico estrecho.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

El tipo de leucemia mas frecuente en la poblacion estudiada fue la LLA
representando un 47,5%, seguidamente la LMA con un 24,5%, la LMC en un
18,8% y en menor frecuencia la LLC en un 4,9%, la tricoleucemia en un 3,3% y

un solo caso de LMMJ que represento el 0,8%

BCR-ABL b2a2 fue el transcrito mas frecuente en los pacientes Ph+
diagnosticados con LMC (57,1%)

En pacientes diagnosticados con LLA, se detectd el transcrito BCR-ABL

b2a2 en 8% de los pacientes infanto- juveniles y en 17% en pacientes adultos

El oncogén BCR-ABL detectado en pacientes con LLA de alto riesgo,
mostrd una frecuencia de 16,6%, los cuales fallecieron todos, sin observarse su
presencia en los pacientes de bajo riesgo, sugiriendo que la presencia de este

oncogen puede condicionar un pronostico desfavorable en pacientes con LLA.

Se detectd la presencia del transcrito Berl del oncogén PML-RARa en una

paciente con LPA, representando 11,1% de los pacientes estudiados

En pacientes con LLA infanto-juveniles se encontré la presencia del
transcrito Tel/AmI1 del oncogén TEL-AML1. Los pacientes positivos permanecen
en remision completa, sugiriendo la correlacion de este transcrito con la evolucion

clinica favorable en pacientes diagnosticados con LLA

Se encontraron mutaciones en el gen TP53, representando el 13% de los

pacientes analizados

Se detectaron 3 polimorfismos en el gen TP53: rs1642786 del intron-7,
rs12947788 del intron-7 y rs165895 del intrén-6, en pacientes con leucemia y en
controles sanos. Estos SNPs no fueron asociados como marcadores prondsticos de

evolucién clinica
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Se observo la presencia de la mutacion de tipo silente ¢.36T>G en el gen
KRAS en un paciente de 9 afios con diagnostico de LMA, cuyo pronoéstico fue

desfavorable, falleciendo posteriormente

El genotipo GSTM1" no fue considerado un factor de riesgo para el
padecimiento de leucemia de acuerdo a la poblacion estudiada

El genotipo GSTT1 es un biomarcador de riesgo para el desarrollo de

leucemia

No se encontrd relacion entre los genes GSTM1"y GSTT1 en pacientes con
LLA y LMA, con las recaidas post-tratamiento de induccion y eventos de
toxicidad, sugiriendo que ambos genotipos nulos no deben ser considerados como

un marcador de respuesta a farmacos

El andlisis farmacogenético del polimorfismo en el gen GSTP1 en los
pacientes estudiados, refiere que el modelo de herencia recesivo es un

biomarcador de riesgo para el desarrollo de leucemia

El estudio farmacogenético asociado a la respuesta a farmacos
metabolizados por la enzima GSTP1, mostrd diferencias estadisticamente
significativas entre los genotipos A/A y el polimorfismo A/G en pacientes con

leucemia que presentaron recaidas post tratamiento de induccion (p-value: 0,047)

El gen MTHFR estudiado los pacientes de este estudio refiere que los
polimorfismos 677 C/T y 1298 A/C no representan un factor de riesgo de

susceptibilidad de padecer leucemia

El polimorfismo del gen MTHFR 1298 A/C no es considerado un
biomarcador de prondstico de evolucion clinica y de respuesta al farmaco

metotrexato en pacientes con LLA

El genotipo MTHFR 677 T/T mostrd diferencias estadisticamente
significativas con respecto al homocigoto wild type en pacientes con LLA que

presentaron recaidas post-induccion (p-value: 0,004)

El haplotipo doble homocigoto wild type CC/AA en el gen MTHFR
677/1298 fue el mas frecuente en pacientes con LLA que se encuentran en
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remision completa (60%), sugiriendo una tendencia positiva que favorece el
alcance de la remision completa en la LLA cuando estdn presentes ambos

genotipos

El polimorfismo MTHFR 677 no mostré asociacion con la tasa de
supervivencia global en pacientes con LLA

La presencia de al menos un alelo mutado C del polimorfismo MTHFR
1298 en los pacientes con LLA revel6 una tasa de supervivencia global menor con

respecto a aquellos con el genotipo wild type A/A.

La estimacion de la supervivencia libre de evento no mostré asociacion con
respecto a los polimorfismos en el gen MTHFR 677 y 1298, tampoco se
observaron diferencias significativas respecto a las medias de SLE entre los dos
grupos de pacientes. Lo que indica que para estos, el genotipo no tiene influencia

por si solo en la tasa de supervivencia libre de evento

RECOMENDACIONES

e Se recomienda la continuacién del estudio para aumentar la poblacion de
pacientes y su seguimiento

e Debido a que este es el primer trabajo realizado en Venezuela para asociar
la supervivencia y la evolucién clinica con la farmacogenética de los
pacientes con LLA, se sugiere la continuacion de trabajos de investigacion
en esta area, que incluyan otros polimorfismos que también puedan estar
implicados en las fallas terapéuticas, no solo del metotrexato sino de los
demas agentes quimicos utilizados en la quimioterapia de estos pacientes

e Se sugiere la deteccion de los oncogenes y demas estudios genéticos al

momento del diagndéstico de la enfermedad
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ANEXO |
CONSENTIMIENTO PREVIA INFORMACION

TITULO: ESTUDIO DE ANOMALIAS GENICAS Y CROMOSOMICAS
EN PACIENTES CON NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS Y SU
CORRELACION CON LA EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD Y LA
RESPUESTA AL TRATAMIENTO.

Investigadores: Dra. Anabel Arends, Dra Martha Bravo, Br. Maria del
Carmen Rincones, Lic. Silvia Montilla, Lic. Sabrina Ferraz, Dra. Maria Gabriela

Marcano.

Nombre del participante: Fecha:

OBJETIVO: Detectar la presencia de mutaciones relacionadas al origen y
evolucion de neoplasias hematoldgicas en pacientes afectados. Es importante
determinar marcadores genéticos que permiten realizar un pronostico que brinde

un mejor enfoque terapéutico y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

TOMA DE LA MUESTRA: Para realizar este estudio se tomara 1ml de
una muestra de aspirado de médula 6sea y/o 5 ml de una muestra de sangre
periférica, segun la enfermedad que padezca el paciente. El aspirado medular se
obtendra por puncion y extraccion de sangre de la cresta iliaca postero-superior,
después de limpiar, desinfectar y anestesiar la piel, tejidos subyacentes y periostio
de la zona. En el momento de la aspiracion el paciente puede sentir algo de dolor
0 molestia en el lugar de la puncién y también puede quedar un pequefio
hematoma pasajero. La muestra de sangre periférica serd tomada del antebrazo y

el paciente solo sentird un leve pinchazo en la zona. Este procedimiento tiene muy
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pocos riesgos fisicos, incomodidad o experiencias emocionales desagradables.
Durante el procedimiento siempre estard acompariado por un personal de salud y

cualquier pregunta o molestia le sera atendida.

USO DE LA MUESTRA: La muestra que le sera extraida sera utilizada
para identificar la(s) mutacion(es) responsables de su cuadro clinico. Usted no
estard bajo riesgo de pérdida de la salud durante la realizacion de la toma de
muestra antes referida, ademas de estar debidamente informado de la finalidad del
estudio. Para su estudio, su muestra sera identificada por codigo, asi su nombre no
sera reconocido. Cualquier tipo de informacion que se derive del estudio del

material genético del donante, sera manejado de manera CONFIDENCIAL.

¢Desea usted que su muestra de médula dsea y/o sangre participe en

investigaciones futuras?

Sl NO

¢Desea usted que su muestra de médula ésea y/o sangre sea destruida luego

de finalizar este proyecto?

Sl NO

Esta planilla debe ser leida con calma, meditada y a su regreso debe traerla
para el dia de la toma de muestra. Usted puede interrumpir su participacion y

retirarse del este estudio en cualquier momento.

Su beneficio sera para el determinar la etiologia responsable de su cuadro
clinico lo que se traduce en avances para entender, prevenir, diagnosticar y curar
enfermedades. Los datos obtenidos seran publicados al término de la
investigacion y seran de mucho beneficio para otros pacientes o sus descendientes

gue tengan esta misma enfermedad.

MUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION
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DECLARACION DEL REPRESENTANTE
(PACIENTES MENORES DE 12 ANOS)

El proposito y procedimientos de este proyecto me han sido explicados y
los he comprendido bien. Estoy de acuerdo que mi representado participe
como individuo en este proyecto.

Nombre del voluntario: Fecha:

Firma del representante:

DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Yo le he explicado a la persona arriba nombrada la naturaleza y
objetivos de la presente investigacion. Le he preguntado si tenia alguna duda
sobre los procedimientos y he contestado dichas preguntas con mi mayor

capacidad.

Firma del Investigador:

Telefono de Contacto Laboratorio de Investigacion de Hemoglobinas

Anormales:
0212-3450871
Fecha:
Testigo: Testigo:

*Basada en el Codigo de ética para la vida.
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ANEXO 11

Frecuencia alélica de los genes GSTM1 y GSTT1 en la poblacion control

NUmero de Frecuen Total
Alelo individuos (%o) cia

GSTM1"* 190 (59) 0,590
322

GSTM1- 132 (41) 0,410

GSTT1" 274 (85) 0,850
322

GSTT1- 48 (15) 0,150

Frecuencia genotipica de los genes GSTM1 y GSTT1 en la poblacion

control
Genotipo Numero de Frecuen
individuos (%) cia
GSTM1'/T1" 157 (49) 0,460
GSTM1/T1* 94 (29) 0,390
GSTM1Y/T1 55 (17) 0,100
GSTM1/T1 16 (5) 0,050
Total 322
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ANEXO 111

Alineamiento de secuencias del exon 6 en el gen TP53 de pacientes con

leucemia.

A través de la herramienta bioinforméatica del Software Geneious se
alinearon las secuencias de algunos pacientes con leucemia que no presentaron
mutaciones ni polimorfismos (5B, 12B, 13B, 14B y 18B) del ex6n 6 en el gen

TP53 para crear la secuencia consenso como se observa en la figura.

] 100 110 120 130 40 150 180 170 180
Consensus CeHGRCCTOR: ¢ Uee CTORTRGG § CRC CACCRCCTRT - TC: ARARG TS TTTC T TCRTCCRRRTAC TC CRC KC: CRRRTT TCCTTC CRCTCG G KT
Identity

e 1. 5B_TPA_...

L 2.12B_TPE...

L+ 3 13B_TP6...

L+ 4. 14B_TP6...

A /) A [\
D¢ 5.18BB_TPS... -G_GGIGG_S —E-G-GIE-E_S_}G-V
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ANEXO IV

Analisis de secuencia consenso del exon 6 del TP53, en pacientes con

leucemia

Se representa el alineamiento de la secuencia consenso de muestras del exon
6 del gen TP53 con la secuencia de referencia GenBank U94788 del gen TP53.
Analizado usando el software Geneious.

G B (3 Extract @' R.C. @Trandate @ Add/Edit Annotation (restricted) | # Allow Editing (restricted) ﬁk Annotate & Predict [ Save

50 ﬁD TD
CARCACCACAAACCCECEO AL TG ICACECEGAGCEECACTGATAACCACCOT TAACCCLTCE ICECAL
I —

Identity

B+ 1. Nucleofid.. [BAGEIAG GACAINAGEUTEEETADT CETUATEEG GAGG G EEATT G ATAATEATTET AACEEET O CETAG
2UuT% | CAGCAGGAGAAAGECCCCCIACIGCICACCCGGAGGGECACTGACAACCACCCT TAACCCCICEICCCAG

100 o 130 140
AGACECTAC T TCCAAATCAC ALCTCAG CEEGUTCATAGE GEACTACTACACTATS TCCAAAA S ICTTTET
___________________________________________________________|

Identity

Le 1 Muclzatid.. AGACCCCAGTTGCAAACCAGACCTCAGGCGGCTCATAGGGCACCACCACACTATGTCGAARAGTGTTTICT
2.U94788 IG_G-G_G_GGIGG_GGG_G-G_GIG_

10 10 0 ED i M
G_G_GG_G-G-GIGGIGGGG-G_G

Identity

Ce 1. Nucleotid. GIEATEEAAATATTIETATALGCECAAATIIEETIEEATTIEG CATAACATCETGAGGAGGGCEEAGCARETAAG

2.U94788 G_G_GG_G-G-GIGGIGGGG-G_G
m B 70 m o m

IG_GIGIGG_GIGG-GGGG_GGG_G_G-G—GI

Identity

Le 1 Nucleotid. ACEAATEAGCICAGCCANTEAGCHAGCGCERDGGGCCABERTG G CEAANEA CEEET CIE G IE T TEEA G
2.U94788 AGEAATTAGTGAGCAATEAGAGGERTGG G CARERT GG CEAANEA GERET G IE G TETETEDA G

ANEXO V

Alineamiento de secuencias del exon 7 en el gen TP53 de pacientes con

leucemia.

A través de la herramienta bioinformatica del Software Geneious se
alinearon las secuencias de algunos pacientes con leucemia que no presentaron
mutaciones ni polimorfismos (5C, 12C, 13C, 14C y 18C) del exdn 7 del gen TP53

para crear la secuencia consenso como se observa en la figura.
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Identity
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ANEXO VI

Anélisis de secuencia consenso del exén 7 del TP53, en pacientes con

leucemia

Se representa el alineamiento de la secuencia consenso de muestras del exdn
7 del gen TP53 con la secuencia de referencia GenBank U94788 del gen TP53.

Analizado usando el software Geneious.

Identity

C+# 1. Nucleotid
2.U84788

1 10 0 30 0 50 a0 70
AGEAGAGGETGG G GEAEAGEAGGEEAGITGITGEAG GGG GEAA GG GETEET - ABET G GA G TENTEEA GIT 6T GA

AGEAGAGGETGG G GEAEAGEAGGEEAGITGITGEAG GGG GEAA GG GETEET - ABET G GA G TENTNETA GIT G T GA
IG-GIGG-GGGG_G-GG-GIGIG-GGGIGG-GIGG_G_GGIG—G.GIG-

Identity

2.U84788

Ce 1. Nucleotid...

IIJIJ HU 120 TSD 140

IG-GGIGIGG-GGG_GG_G-G_G-GG_G—G-G-G-GIGG-GGI
__________________________________________________________________|
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IG-GGIGIGG-GGG_GG_G-G_G-GG_G—G-G-G-GIGG-GGI

Identity

2194788

Ce 1. Nucleotid...

G GIIAGIA GITEA G A CEEAATETAGC CAGCATANTATAC CEEEAN G ATCAGCCEEAGITICECERNTC G G CACAERTCIT GG
GGIATA GIEAGAGCEEAAEETAGGAGCATAAEATA G GEEEAA GATGCAGGEEAGIGEGEENTG 6 CACGAEET GGG

dentity

L+ 1. Nucleotid
2.U84788

.
-1

8|

.

-13)

ANEXO VII

Alineamiento de secuencias del exén 8 del gen TP53 de pacientes con

leucemia.
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A través de la herramienta bioinforméatica del Software Geneious se
alinearon las secuencias de algunos pacientes con leucemia que no presentaron
mutaciones ni polimorfismos (5D, 12D, 13D, 14D y 18D) del exdn 8 del gen

TP53 para crear la secuencia consenso como se observa en la figura

1?0 I4IO 15‘0 WQO ITO 1?0 WQO
Consensus ICHACTECTCHEHGGCHETHEG G AAANCECENC CERACHES CCECTEAGCCAAATCECGTCCTECCTGTCCCHET T T RAR
idonty —

L+ 1. 5D_TPE_

Ce 2.12D_TP8

[+ 3.13D_TP8

L= 4.14D_TP8

AT ATAGYAT Y YAATATA VAV ATATYAY AL AL
[+ 518D TP8 _GG_GG_G-G-G_G-G G-G_GG—GG_G_

ANEXO VIII

Analisis de secuencia consenso del exon 8 del TP53, en pacientes con

leucemia

Se representa el alineamiento de la secuencia consenso de muestras del exon
8 del gen TP53 con la secuencia de referencia GenBank U94788 del gen TP53.
Analizado usando el software Geneious.

HU IZ]U
—G-G_G_G-G_GG-GG_GIG-G-GIGG-G-GG-
ientty -

Ce 1. Nucleotid... [EREITIEAZA GENT GINTEE G ITEEEA G TA G ATTATCAGT ARTIEA G CADAGC GARNARGAGCAAGCEAAGAG GEAGITARNG GAN

2.U94788 EETEAAA GO GIEE G IEETA CTAGCATTAREATTARTEA G GATAGCGARAAAGAGAAGCEAAGAGGEAGTAAGGAA
150 180 CIE

ATCAGGTCCTACTIGTCCCATTTARAA
|

Identity

e 1. Nucleotid... FAITIRAG GITEEIT AT CITEEE AT AR
2.U84788 ATCAGGTICCTACCTGTCCCATTTAAAA

ANEXO IX

Analisis de secuencia consenso del exdn 2 del gen NRAS que codifica
para el codon 12y 13
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Los resultados obtenidos evidencian la ausencia de mutacion en las
secuencias (GGTGGT) de nucle6tidos que codifican para los codones 12 y 13 del

gen NRAS, que se encuentran dentro del cuadro marcado.

10 20
\[eXed Jetel Jel 3 Jetetey

Identity

L+ 1. Nucleotide alignment MGGAGEAGGIGGIGITGGGA

2. M57430 TGGAGEAGGTGGIGITGGGA

A

ANEXO X

Analisis de secuencia del gen KRAS que codifica para codon 12y 13 en
paciente (12F) sin presencia de mutacion en la secuencia de interés (dentro

del cuadro).

Al '..‘) ,T \""

192_Ked12F_006_C02.ab1 CTCOETTCAGG
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Determinacién del

ANEXO XI

Equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) para los

polimorfismos estudiados en los genes GSTP1, MTHFR 1298, MTHFR 677

Se calculd el equilibrio Hardy-Weinberg empleando el test chi cuadrado,

con un grado de libertad.

Polimorfismo

Grupo Control Grupo pacientes

X’ p(lg) X p(L.gl)
GSTP1 A/G 3135 p>0.05 2117 p>0,05
MTHFR 677 C/T 0,001  p>0,05 3.214 p>0,05
MTHFR 1298 A/C 1191  p>0,05 3.263 p>0,05

X? critico (1 gl: 3,84). P< 0,05: valor significativo
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ARTICULO ORIGINAL

_ PREMIO SOCIEDAD VENEZOLANA DE BIOANALISTAS ESPECIALISTAS 2014
ANALISIS DE POLIMORFISMOS GENETICOS DE GLUTATION S-TRANSFERASA:
GSTM1 Y GSTT1, EN PACIENTES VENEZOLANOS CON LEUCEMIA

‘Laboratorio de Investigadon de Hemoglobinas Anormales, Institto Anatdmico “Dr. José Izquierdo”, ‘Catedra de Bioquimica ‘B,
Escusla de Biganalisis, Facultad de Medicina. Universidad Central de Venszuela
Redbido para publicacion el 15 septiembre 2014. Aprobado para publicacion el 15 noviembre 2014

RESUMEN:

Las Glutation S- Transferasa (GSIs) son una familia de enzimas de fase II involucradas en la desintoxicacion de
un amplio rango de agentes quimicos xenobidticos, incluyendo carcinégenos ambientales, asi como firmacos
quimioterapéuticos. Variaciones inter individuales en los loci de GSTM1 y GSTT1 han sido asociadas a diversos tipos
de cancer, incluyendo leucemias. Previa aprobacién del consentimiento informado, se estudiaron 102 pacientes
con diagnéstico de diferentes tipos de leucemia (LLA, LLC, LMA, LMC y tricoleucemia) y 322 controles sanos. Se
realizé el genotipaje de GSTMI y GSTT1 por la técnica PCR Multiplex. La frecuencia de polimorfismos genéticos
determinados en GSTMI nulo en pacientes con leucemia fue de 34.3% en comparacién con los controles 41%
(OR: 0.7519, 95% IC: 0.4722 - 1.1972, P yalue: 0.2296), para GSTTI nulo los pacientes tuvieron una frecuencia
de 28.4% y los controles 15% (OR: 2.1895, 95% IC: 1.2851 - 3.7302, P yalue: 0.0039). Se encontré una asociacién
estadisticamente significativa del genotipo nulo de GSTTI como un factor de riesgo incrementado para desarrollar
leucemia, el genotipo GSTM1 nulo no presenté dicha asociacién. El genotipo combinado GSTMI-/GSTTI- no
representd una relacién como factor predisponente a leucemia. Los tipos de leucemia con mayor frecuencia del
genotipo GSTM1 nulo fueron LLC y LLA, y para el genotipo GSTTI nulo la pag frecuente fue LMA. Los resultados
obtenidos en este estudio permitieron conocer la susceptibilidad incrementada a desarrollar leucemia debido ala
presencia del polimorfismo genético GSTTI nulo en la poblacién venezolana.

Palabras claves: Polimorfismos, Glutation S-transferasa, leucemia.
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