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Resumen PALABRAS CLAVE
Objetivo:
El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar el efecto de algunas variantes de un solo nu- Muerte.
cleétido (SNVs) involucradas en la ruta metabdlica del folato y translocaciones cromo- Recaida.
sémicas especificas en la recaida y muerte en pacientes pediatricos con LLA bajo trata- Leucemia.
miento. SNVs.
3 Traslocaciones cromoso-
Métodos: micas.

Se analizaron datos demogréficos, frecuencias genotipicas y alélicas, y la presencia de
translocaciones cromosdmicas en 141 pacientes pediatricos con LLA, los cuales se divi-
dieron en grupos si presentaban (casos) o no presentaban (controles) recaida o muerte
durante su tratamiento. Se utiliz6 el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para evaluar la
distribucién de SNVs. Se realizaron andlisis de correlacién y modelos de herencia para
determinar asociaciones con la recaida y muerte en los pacientes.

Resultados:

La translocacién t(12;21) fue prevalente en ambos grupos sin diferencias significativas.
La recaida se asocio principalmente con la muerte como desenlace en los pacientes
(OR: 3.67, 1C95%: 1.5643-16.9282, p:0.039), ademas los SNV CDK9 rs1544106 T/T, CDK9
rs1544106 C/T, SLCO1B1 rs4149057 C/T, mostraron una relacién positiva con la muerte.
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La edad de 9 a 16 aios y el sexo masculino se relacionaron con un mayor riesgo de muer-
te. Aunque no se encontraron asociaciones significativas en los modelos de herencia, se
observaron tendencias sugestivas con recaida o muerte en los SNVs SLCO1B1 rs4149057
y CDK9 rs1544106.

Conclusiones:

Los SNVs SLCO1B1 rs4149057 y CDK9 rs1544106 tienen tendencias interesantes en la re-
caida y muerte en pacientes pediatricos con LLA. La recaida, la edad y el sexo son factores
criticos en el pronoéstico y tratamiento de la enfermedad. Estos hallazgos resaltan la im-
portancia de la personalizacién del tratamiento, sin embargo, es necesario llevar a cabo
investigaciones adicionales.
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Impact of Single Nucleotide Variants in the Folate Pathway and Chromosomal
Translocations on Relapse and Death in Acute Lymphoblastic Leukemia Patients
Under Treatment

Abstract

Objective:

The aim of our study was to evaluate the effect of certain single nucleotide variants
(SNVs) involved in the folate metabolic pathway and specific chromosomal translo-
cations on relapse and death in pediatric patients with acute lymphoblastic leukemia
(ALL) under treatment.

Methods:

Demographic data, genotypic and allelic frequencies, and the presence of chromo-
somal translocations were analyzed in 141 pediatric patients with ALL. These patients
were divided into groups based on whether they experienced relapse or death during
their treatment (cases) or did not (controls). Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was
used to evaluate the distribution of SNVs. Correlation analyses and inheritance models
were performed to determine associations with relapse and death in the patients.

Results:

The translocation t(12;21) was prevalent in both groups without significant differen-
ces. Relapse was mainly associated with death as an outcome in patients (OR: 3.67,
95% Cl: 1.5643-16.9282, p:0.039). Additionally, the SNVs CDK9 rs1544106 T/T, CDK9
rs1544106 C/T, and SLCO1B1 rs4149057 C/T showed a positive relationship with death.
Age between 9 to 16 years and male sex were associated with a higher risk of death.
Although no significant associations were found in the inheritance models, suggesti-
ve trends with relapse or death were observed for the SNVs SLCO1B1 rs4149057 and
CDK9 rs1544106.

Conclusions:

The SNVs SLCO1B1 rs4149057 and CDK9 rs1544106 show interesting trends in relapse
and death in pediatric patients with ALL. Relapse, age, and sex are critical factors in the
prognosis and treatment of the disease. These findings highlight the importance of
personalized treatment; however, further research is necessary.
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Nukleotido bakar baten aldaerek folatoaren eta translokazio kromosomikoen
ibilbidean duten inpaktua, leuzemia linfoblastiko akutua tratamenduan duten
pazienteen gaixoberritzean eta heriotzean.

Laburpena

Helburua:

Gure lanaren helburua izan zen folatoaren ibilbide metabolikoan parte hartzen duten
nukleotido bakar baten (SNV) aldaera batzuen eragina ebaluatzea, eta tratamenduan
dagoen LLA duten pediatriako pazienteak gaixoberritzean eta hiltzean berariazko
translokazio kromosomikoak egitea.

Metodoak:

Datu demografikoak, maiztasun genotipikoak eta alelikoak, eta translokazio kromoso-
mikoen presentzia aztertu ziren LLA zuten 141 paziente pediatrikotan. Paziente horiek
taldetan banatu ziren tratamenduan berrerortzea edo hiltzea zuten (kasuak) edo ez
(kontrolak). Hardy-Weinbergen (HWE) oreka erabili zen SNVen banaketa ebaluatzeko.
Korrelazio-analisiak eta herentzia-ereduak egin ziren, gaixoen gaixoberritzearekin eta
heriotzarekin loturak zehazteko.

Emaitzak:

t (12; 21) translokazioa nagusi izan zen bi taldeetan, alde esanguratsurik gabe. Gaixo-
berritzeak, batez ere, pazienteen heriotza eragin zuen amaiera gisa (OR: 3.67, KT %
95: 1.5643-16.9282, p: 0.039). Gainera, SNV CDK9 rs1544106 T/T, CDK9 rs1544106 C/T,
SLCO1B1 rs4149057 C/T gaixotasunek lotura positiboa izan zuten heriotzarekin. 9-16
urte bitarteko adinak eta gizonezkoek heriotza-arrisku handiagoa zuten. Herentzia-
ereduetan asoziazio esanguratsurik aurkitu ez zen arren, joera iradokitzaileak ikusi
ziren, berriz gaixotzea edo hiltzea eragin zutenak SNVetan (SLCO1B1 rs4149057 eta
CDK9 rs1544106).

Ondorioak:

SNV SLCO1B1 rs4149057 eta CDK9 rs1544106 sistemek joera interesgarriak dituzte
LLA duten pediatriako pazienteak berriz gaixotzeko eta hiltzeko. Gaixoberritzea, adina
eta sexua faktore kritikoak dira gaixotasunaren pronostikoan eta tratamenduan. Aur-
kikuntza horiek tratamenduaren pertsonalizazioaren garrantzia azpimarratzen dute,

baina beharrezkoa da ikerketa osagarriak egitea.
© 2024 Academia de Ciencias Médicas de Bilbao. Eskubide guztiak gordeta.
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La leucemia linfoblastica aguda (LLA) infantil es el can-
cer pediatrico mas comun en el mundo; se trata de una
enfermedad maligna de las células blancas de la sangre
con una etiologia multifactorial que implica la interac-
cion de diferentes variables, incluidas las genéticas y las
ambientales (Figura 1)2. Segun la Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS) en su dltimo reporte emitido en
2020, el total de muertes en América por todos los tipos
de leucemia fue de 45,688, siendo mas comun la pre-
sencia de esta enfermedad en nifios, aunque mas letal
en adultos. Se estima que mas del 60% de los pacien-
tes diagnosticados con LLA son nifios menores de 15
afios, con una incidencia mas alta entre los 2 y 5 afios de
edad®. En Ecuador, la LLA es una de las oncopatologias
pediatricas mas frecuentes cuya morbilidad se encuen-
tra en un 51.43% de un total de 1026 casos siendo su
aparicion mas relevante de los 0 a los 9 afios de edad*.

Como ya se menciond, las caracteristicas genéticas son
una de las variables descritas con un gran peso en el
desarrollo de la leucemia, dentro de estas causas ge-
néticas las alteraciones cromosémicas ocupan un lugar
importante, estas translocaciones incluyen t(9,22) que
incluye la p190 y p210 y otras que aparecen en el cro-
mosoma Filadelfia (Ph), tales como la t(4,11), t(1,19), y
t(12,21), mismas que ademads permiten diagnosticar y
clasificar a los pacientes de acuerdo a su riesgo y pro-
ndstico®.

Desde hace algunas décadas la supervivencia en la
LLA infantil ha ido en aumento, alcanzando un porcen-
taje cercano al 90%?¢. Estos avances en la mejora de la
supervivencia de los pacientes se deben principalmente
a la intensificacién de la quimioterapia, el incremento
en la atencion de apoyo a los pacientes y progresos en el
trasplante de células madre hematopoyéticas’. A pesar
de estos logros, la recurrencia de la enfermedad sigue
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Figura 1. Representacion de la etiologia multifactorial de la leucemia linfoblastica aguda (LLA) infantil. La ilustracion
muestra células blancas normales y células leucémicas, destacando la influencia de factores genéticos (mutaciones
en el ADN) y ambientales (contaminacion, radiacion, pesticidas) en el desarrollo de la enfermedad. La interaccion
de estos factores contribuye a la malignidad de las células blancas en la sangre de los pacientes pediatricos.

siendo un desafio significativo’, ya que entre el 8% y el
20% de los pacientes experimentan una recaida duran-
te la primera remision, y solo la mitad de ellos logran la
supervivencia a largo plazo®.

Para los pacientes con LLA, la supervivencia fre-
cuentemente se ve obstaculizada por efectos adversos
graves ocasionados por el tratamiento quimioterapéuti-
co. Durante la fase inicial del tratamiento, entre el 1.5%
y el 5% de los pacientes fallecen debido a complica-
ciones relacionadas con la misma enfermedad y con la
quimioterapia como lo son las infecciones y los efectos
téxicos’, ademas, es bien sabido que los pacientes que
experimentan una recaida son ain mas vulnerables a
padecer efectos adversos por la quimioterapia, debido
al efecto acumulativo de las toxicidades de los érganos
y la alta intensidad del tratamiento con algunos medi-
camentos en especifico'®. En este sentido, uno de los
medicamentos fundamentales en el tratamiento de la
LLA pediatrica es el metotrexato (MTX), un agente qui-
mioterapéutico eficaz que actiia inhibiendo la sintesis
de acido félico, lo que interfiere con la proliferacién ce-
lular. Aunque el MTX ha demostrado ser efectivo en el
control de la enfermedad, su uso conlleva una serie de
efectos adversos en los pacientes!*!% Algunos autores
han reportado que existen variaciones genéticas pun-
tuales denominadas variantes de un solo nucleétido
“SNVs” ( Single Nucleotide Variants), que se han visto
involucradas en la respuesta tanto enzimatica (como
la metilentetrahidrofolato reductasa-MTHFR) como la
funcién de los transportadores membranales de folato y

de resistencia a fArmacos (SLCO1B1, SLC19A1 y ABCB1)
y en consecuencia pueden producir un desorden en la
farmacocinética y farmacodinamia (PK/PD) de los prin-
cipios activos de MTX!*!*, Esto es importante ya que se
ha reportado que la aparicién de efectos adversos por
MTX esta directamente relacionada con su PK/PD (ni-
vel plasmatico de MTX) y se caracteriza por cuadros de
mucositis, neurotoxicidad, nefrotoxicidad, entre otras,
lo que pudiera llevar a modificar la recaida y sobrevida
en los pacientes de manera muy desfavorable!>*®.

En este sentido y sabiendo la importancia de los
factores genéticos, Kang H y colaboradores'’, desarro-
llaron un clasificador de expresién génica de 38 genes,
predictivo de la supervivencia libre de recaida (RFS) y
un clasificador de expresion génica de 21 genes predic-
tivo de enfermedad minima residual en pacientes con
LLA, esto ayudo a poder clasificar por riesgo de recaida
y muerte a los pacientes con LLA segln su perfil gené-
tico. Por otro lado, Vujkovic M y colaboradores’®, en su
trabajo describieron distintas asociaciones entre va-
riantes genéticas en las vias de metabolismo del folato
y el riesgo de recaida en la LLA pediatrica, tales como
SLC19A1, TPMT, MTR y SLC19A1 en pacientes hospitali-
zados en el norte de Estados Unidos.

Es una realidad que el andlisis genético de SNVs en
poblaciones especificas es un enfoque que puede ayu-
dar a pronosticar el riesgo que posee un paciente a un
efecto adverso puntual, a pronosticar la sobrevida, o a
desarrollar una enfermedad como la LLA, asi lo report6
Zaruma-Torres F y colaboradores't, quienes en su tra-



bajo encontraron que ciertas SNVs especificas involu-
cradas en la ruta del folato incrementaban el riesgo de
padecer LLA en nifios de poblacién mexicana. A su vez,
Gomez-Goémez Y, y colaboradores'®, reportaron que al-
gunas SNVs del gen del dihidrofolato reductasa tenian
un riesgo muy significativo con la supervivencia y el
riesgo de recaida de la LLA en nifios.

La ruta del folato es considerada como esencial para
la sintesis y reparacion del ADN, y es posible que las
SNVs especificas en esta via puedan afectar la eficacia
del tratamiento?’. Ademas, como se menciond las trans-
locaciones cromosémicas son eventos genéticos signi-
ficativos que pueden influir en la agresividad de la LLA
y la respuesta a la quimioterapia?!. Estos factores gené-
ticos contribuyen a la recaida y mortalidad en la LLA
en nifios y su estudio puede permitir desarrollar trata-
mientos mas personalizados y efectivos, mejorando asi
los resultados clinicos para los pacientes.

El objetivo de nuestro trabajo fue comprobar el im-
pacto de algunas SNVs involucradas en la ruta del fola-
to, asf como translocaciones cromosémicas especificas
sobre la recaida y muerte en un grupo de pacientes con
LLA bajo Tratamiento en Ecuador.

Materiales y métodos

Se trata de un estudio de tipo observacional, prospecti-
vo, longitudinal, comparativo y de asociacién. El proyec-
to se sometid previamente a la evaluacién del Comité de
Etica de Investigacién en Seres Humanos Universidad
San Francisco de Quito, acreditado por el Ministerio de
Salud Publica del Ecuador, con nimero de aprobacion
2017-106E de acuerdo con la Declaraciéon de Helsinki.
Se incluyeron 141 pacientes de ambos sexos de entre 1
a 18 afios de edad, con un promedio de 72.3 meses de
tratamiento al momento del estudio. Los pacientes fue-
ron divididos en grupos de casos (si presentaban muer-
te o recaida) y controles (si no presentaban muerte o
recaida). Todos los pacientes fueron diagnosticados con
LLA segun los criterios de la Asociaciéon Franco-Ameri-
cano-Britanica de Hematologia??. Cada paciente estaba
recibiendo tratamiento de quimioterapia segin el pro-
tocolo St Jude TOTAL XV?2. Se pidi6 a todos los padres
de los pacientes que firmaran el consentimiento infor-
mado, y a los nifios mayores de 7 afios se les pidi6 que
aceptaran el consentimiento informado.

Obtencién de muestra

Las muestras de sangre fueron extraidas a través de una
canula intravenosa previamente insertada en el brazo
de cada uno de los pacientes que recibieron quimiote-
rapia; se recolectaron 3 mL de muestras de sangre en
tubos de plastico con heparina como anticoagulante
(Sarstedt®). Las muestras se almacenaron a -70°C has-
ta su analisis.

Determinacion de translocaciones
A todos los pacientes se les realizd la identificacion de
las translocaciones del cromosoma Filadelfia "12/21"y

"1/19" mediante una combinacién de técnicas comple-
mentarias, incluyendo cariotipo e inmunofenotipo por
citometria de flujo.

En primera instancia para llevar a cabo la técnica de
cariotipo, se procesaron las muestras de sangre total
utilizando la técnica estandar de cultivo de linfocitos
en medio de cultivo especifico durante 72 horas a 37°C.
Posteriormente, se agreg6 colchicina a las muestras
para detener la divisién celular en metafase. Las células
fueron tratadas con una solucién hipoténicay fijadas en
metanol: 4cido acético (3:1). Las extensiones cromoso-
micas resultantes fueron tefiidas con colorantes Giem-
sa, y examinadas al microscopio 6ptico de alta resolu-
ci6on para la identificaciéon de anomalias cromosémicas,
incluidas las traslocaciones.

Por otro lado, para la técnica de inmunofenotipo por
citometria de flujo, las muestras de sangre fueron trata-
das con anticuerpos monoclonales especificos Beckman
Coulter® para antigenos de superficie celular asociados
con la presencia de las traslocaciones "12/21"y "1/19".
Estos anticuerpos estaban marcados con fluorocromos
que permitian su detecciéon por el citometro de flujo.
Las células fueron analizadas mediante el citémetro de
flujo Navios Beckman Coulter® para evaluar la expre-
sién de los antigenos diana. Los datos obtenidos fueron
procesados por software Navios para la identificaciéon y
cuantificacion de las células positivas para los antigenos
especificos de las translocaciones.

Genotipificacion

La genotipificaciéon del ADN se obtuvo a partir de san-
gre completa utilizando el procedimiento de extracciéon
de PureLink® Genomic DNA mini Kit de INVITROGEN.
Su integridad y pureza se determinaron mediante elec-
troforesis horizontal en gel de agarosa al 1%, tefiido
con Texas Red, y la cuantificacién se realizé mediante
espectrofotometria en Nanodrop® (Thermo Scienti-
fic, Estados Unidos). Los SNV: LEP rs7799040 nimero
de ensayo C_1328079_10, SLC19A1 rs2838957 nu-
mero de ensayo C__15832103_10, ABCBI rs1128504
C__7586662_10, SLCO1B1 rs4149057 nimero de en-
sayo C__1901691_20, CDK9rs1544106 numero de en-
sayo C_1462536_10, ABCBI1 rs1045643 numero de
ensayo es C__7586662_10, MTHFR rs1801133 nimero
de ensayo C__1202883_20 y MTHFR rs1801131 ntime-
ro de ensayo C__850486_20, fueron determinados me-
diante qPCR utilizando sondas TagMan especificas para
cada SNV (Thermo Fisher Scientific®), en un termoci-
clador StepOne®.

Valoracién de recaida

La evaluacién de la recaida en los pacientes abordé
métodos clinicos, de laboratorio y de imagenologia.
Esto incluye la valoracién clinica, valoracién de la dis-
minucién de los niveles de glébulos blancos, glébulos
rojos y plaquetas. Presencia de células blasticas (célu-
las inmaduras de mas del 5% de blastos en la médula
Osea).



Anadlisis estadistico

Se obtuvieron las frecuencias genotipicas y alélicas de
los pacientes tanto de los casos y como de los controles.
Se realiz6 un andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE). El software utilizado fue SNPStats (Instituto
Catalan de Oncologia, Barcelona, Espafia)®*. Posterior-
mente, se comparo la frecuencia de los alelos entre los
casos y los controles de cada SNV utilizando la prueba
de Chi cuadrado (x2), considerando un valor de p < 0.05
como estadisticamente significativo. Finalmente, se rea-
liz6 un andlisis de asociacién de riesgo de Odds Ratio
(OR)? para cada alelo de cada SNV entre los casos y los
controles, asi como los modelos de herencia en los que
se considero un valor de p < 0.05 como estadisticamen-
te significativo, finalmente los andlisis multivariados y
las graficas de coeficientes de correlacion se llevaron a
cabo con el software r y su complemento RStudio.

Resultados

La tabla I muestra los datos demogréaficos de la edad,
sexo y tiempo de tratamiento, para los dos grupos en los
pacientes con LLA casos y controles incluidos en el es-
tudio. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos.

La tabla II muestra las frecuencias genotipicas y
alélicas de los pacientes con LLA para cada SNV. Como
se muestra, las SNVs MTHFR rs1801131, MTHFR
rs1801133, ABCB1 rs1045643, SLC19A1 rs2838957 y
LEP rs7799040 se encontraban en Equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE), mientras que ABCB1 rs1128504, SL-
CO1B1 rs4149057 y CDK9 rs1544106 no se encontra-
ron en HWE.

La tabla III muestra la relacién en la presencia de
traslocaciones para los pacientes (casos y controles)
incluidos en el estudio. Para el grupo de los casos la
traslocaciéon “12/21” se presentd en una relaciéon de
porcentaje 86.05%/13.95% (negativa y positiva su
presencia respectivamente), mientras que para la tras-
locacién 1/19 se present6 en una relacién de porcenta-
je 100%/0% (negativa y positiva su presencia respec-
tivamente). Por otro lado, en el grupo de los controles
la traslocacién “12/21” se presenté en una relacion
de porcentaje 81.82%/18.18% (negativa y positiva
su presencia respectivamente), mientras que para la

traslocacion 1/19 se presentd en una relaciéon de por-
centaje 100%/0% (negativa y positiva su presencia
respectivamente). En ambas traslocaciones existieron
diferencias estadisticamente significativas entre la pre-
sencia y ausencia de la traslocacién en ambos grupos
(12/21(p=0.01) y 1/19(p=0.001) respectivamente) y
en los cuales se destaca que la presencia de la trasloca-
cion 12 /21 (positiva) en los controles fue mayor que en
los casos, resaltdndola como un factor de buen pronds-
tico. En este mismo sentido encontramos que en el gru-
po de los casos el inmunofenotipo con mayor presencia
fue el de células B (66% de los casos), de igual manera
para el grupo de los controles (85.71% de los controles)
(tabla IV).

La figura 2 muestra a través de un andlisis multiva-
riado la asociacién (valores de coeficiente de correla-
cion) entre las covariables y la muerte en los pacientes
con LLA incluidos en el estudio, el coeficiente indica
como cambia la probabilidad de que ocurra la muerte
cuando una variable independiente cambia en una uni-
dad, mientras se mantienen las demas variables cons-
tantes. Se observa que la recaida fue la variable mayor-
mente asociada a la muerte en los pacientes, ademas, la
estratificacién por edad nos muestra un mayor riesgo
en el grupo de los méas grandes ya que el rangode 9a 16
afios y de 17 en adelante tuvieron una relacién positiva
con la muerte, el sexo masculino también se relaciond
con un mayor prondstico de muerte. En cuanto a las
variables genéticas se observa que el rs1544106 T/T,
rs1544106 C/T, rs4149057 C/T, se relacionaron positi-
vamente con el riesgo de muerte. Por otro lado, en la
figura 3 se muestra la relacion entre las covariables y la
recaida en los pacientes a través de un analisis multiva-
riado. Las variables mayormente relacionadas fueron;
el sexo masculino, el grupo de edad de 9 a 16 afos y el
SNV rs1544106 C/T. El analisis por medio de la prueba
de Odds Ratio muestra un riesgo estadisticamente sig-
nificativo de muerte cuando los pacientes sufren de re-
caida (OR: 3.67,1C95%: 1.5643-16.9282, p:0.039)

Se realizé un andlisis por medio de modelos de he-
rencia para conocer si existia asociacién entre los SNV
que estaban marcados como con “relacion positiva” (SL-
CO1B1 rs4149057 y CDK9 rs1544106) con la muerte y
recaida respectivamente segtin el andlisis de correlacion

Tabla |
Comparacién de la edad, sexo y tiempo de tratamiento, para los dos grupos en los pacientes con LLA casos
y controles incluidos en el estudio.

N=141 pacientes

Casos n=12
Edad (anos) 10.36 + 3.2*
Sexo (M/F) 8-Apr
Tiempo DT 71.4

*DE= Desviacion Estandar, **Prueba t de Student.

Controles n=129 p**
10.77 £ 4.6* 0.07
69/70
72.3 0.1



Tabla Il
Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNV estudiados en los grupos de casos y controles en nifios con
LLA.

LEP rs7799040

Frecuencia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) p* WHE**
A/A AIG G/G A G
Controles 07(06%) 122(94%) 00(0%) 136(52%) 122(48%) 0.81 Si
Casos 01(08%) 11(92%) 00(0%) 13(54%) 11(56%)
SLC19A1 rs2838957
Frecuancia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) p* HEW**
G/IG G/A A/A G A
Controles 52(40%) 77(60%) 00(0%) 181(70%) 77(30%) 0.9 Si

Casos 04(33%) 08(67%) 00(0%) 16(67%) 08(33%)

ABCB1 rs1128504

Frecuencia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) pP* HEW**
C/iC CIT TIT C T
Controles 41(32%) 58(45%) 30(23%) 140(54%) 118(46%) <0.01 No

Casos 06(50%) 05(42%)  01(08%)  17(70%) 07(30%)

SLCO1B1 rs4149057

Frecuancia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) p* HWE™**
C/iC CIT TIT C T
Controles 31(24%) 76(59%) 22(17%) 138(54%) 120(46%) 0.03 No
Casos 02(17%) 10(83%) 00(00%) 14(58%) 10(42%)
CDKO9 rs1544106
Frecuencia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) p* HWE**
C/iC CIT T/T C T
Controles 37(29%) 58(45%) 34(26%) 132(52%) 126(48%) 0.01 No
Casos 01(08%) 07(58%) 04(34%) 09(37%) 15(63%)
ABCB1 rs1045643
Frecuancia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) p* HEW**
C/iC CIT TIT C T
Controles 54(38%) 49(42%) 26(20%) 152(59%) 106(41%) 0.45 Si
Casos 05(42%) 04(33%) 03(25%) 14(58%) 10(42%)
MTHFR rs1801133
Frecuencia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) p* HWE**
G/G G/A A/A G A
Controles 44(34%) 85(66%) 00(00%) 173(67%) 85(33%) 0.2 Si
Casos 01(08%) 11(92%) 00(00%) 13(54%) 11(46%)
MTHFR rs1801131
Frecuancia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) . .
G/G GIT T G T P HWE
Controles 03(02%) 24(18%) 102(80%) 30(11%) 228(89%) 0.80 Si

Casos 00(00%) 01(08%) 11(92%)  23(50%) 23(50%)

* Chi square test. (Frecuencia genotipica)
**Hardy Weinberg Equilibrium (HWE)



Tabla lll
Porcentaje de traslocaciones encontradas en los pacientes (casos y controles) con LLA incluidos en el estudio.

Translocaciones 12/21 (Negativo/ Translocaciones 1/19 (Negati-

Grupo Positivo) vo/Positivo)
Casos 86.05%/13.95% 100%/0%
Controles 81.82%/18.18% 100%/0%
p* 0.01 0.001
** Chi square test.
Tabla IV
Porcentaje de cada inmunofenotipo encontrado en los pacientes (casos y controles) con LLA incluidos en el
estudio.
. . CELU- CELULASB CELULAS 'Mfoma i romalin-  linfoma
CELU- CELU- - . lin- . . . Am-
LAS B estadio de B estadio . e foblastico lin- .
Grupo LAS B LAST di d . . foblastico d ul foblasti biguo
(%) (%) estadio ma uracion comin o elulas 9€celulas  fo astico (%)
preB (%) comun (%) (%) B (%) T (%) (%)
Casos 66.00 6.43 25 17.48 2.58 2.58 0.79 0.79 0.79
Controles 85.71 0 0 0 7.14 0 7.14 0 0
Recaida
Sexo_Masculing
Edad_%_16_anios
rs1544106_TIT
rs4149057_CIT
rs1544106_CIT
Edad_17_adelante
@ ABCB1_rs1045643 -0.05 Riesgo
®  MTHFR_rs1801133 -0.10 g
= MTHFR_rs1801131 -0.15 Megativo
= -
o Edad_1_8_anios 015 s
O Inmuneofenotipo -0.18 . 2
Translocaciones_12/21 019
ABCB1_rs1128504 -0.20
Translocaciones_1/19 -0.21
SLC19A1_rs2838957 -0.30
LEPR_rs1137102 -0.40
LEP_rs7799040 -0.60
Meses_Duracion_TTO -0.70

-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
Coeficiente de Correlacion

Figura 2. Asociacion de covariables con muerte en todos los pacientes con LLA incluidos en el estudio. Las barras
guindas corresponden a las variables que aumentan su relacién con la muerte.
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Figura 3. Asociacion de covariables con recaida en todos los pacientes con LLA incluidos en el estudio.

anteriormente mencionado (tabla V). El analisis crudo
por medio de modelos de herencia muestra que no hubo
asociaciones significativas entre los SNVs estudiados y
la muerte o recaida, sin embargo, se observan algunas
tendencias de en el caso del SNV SLCO1B1 rs4149057 el
genotipo HT del modelo codominante mostro un riesgo
OR: 2.03 con una p:0.37 de muerte, mientras que para el
SNV CDK9 rs1544106 el genotipo HT de modelo codo-
minante mostré un OR: 4.46, p:0.16, ademas se observé
un riesgo aumentado para el genotipo HM del mismo
modelo codominante (OR:5.44, p:0.13). No se encon-
traron tendencias importantes para la recaida y el SNV
CDK9 rs1544106 en los modelos de herencia.

Es importante sefalar que de los 12 pacientes que
murieron 8 de ellos (5 nifios y 3 nifias) tuvieron recaida
y 4 de ellos no (3 nifios y 1 nifia), la figura 4 muestra la
distribucién del evento recaida y muerte por sexo en los
pacientes incluidos en el estudio.

Discusiones

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar el impacto
de las SNVs en la ruta del folato y las translocaciones
cromosdémicas especificas sobre la recaida y la muerte
en pacientes pediatricos con LLA bajo tratamiento en
Ecuador. Existen otros estudios que han buscado escla-
recer este tema?®%?’, sin embargo, muy pocos o casi nulos
en nuestro pais.

En nuestra poblaciéon, las SNVs MTHFR rs1801131,
MTHFR 1s1801133, ABCB1 rs1045643, SLC19A1
rs2838957 y LEP rs7799040 estaban en equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE), mientras que ABCBI
rs1128504, SLCO1B1 rs4149057 y CDK9 rs1544106 no
lo estaban. La desviacién del equilibrio de Hardy-Wein-
berg puede indicar la presencia de factores de seleccion,

error en la genotipificacién o estratificacion de la pobla-
cién que deben considerarse.

La literatura ha mostrado que las variantes en
MTHFR, como rs1801131 y rs1801133, pueden influir
en el metabolismo del folato, afectando la respuesta al
tratamiento en LLA*%, Las variantes en ABCB1 también
han sido asociadas con la resistencia a los medicamen-
tos utilizados en la terapia de LLA y esto se ha refleja-
do en la supervivencia de los pacientes, asi lo reporta
Megias-Vericat JE y colaboradores?®’, en su estudio sobre
la Influencia de los polimorfismos ABCB1 sobre la efica-
cia del tratamiento estdndar para la leucemia mieloide
aguda los cuales estuvieron asociados con una supervi-
vencia general mayor para los poseedores de 1236C>T.
Por otro lado, Huang WL y colaboradores31, reportaron
la importancia de CDK9 al inducir la apoptosis de las
células de la LLA al inhibir el metabolismo glucolitico
mediado por c-Myc, un SNV en este gen podria modi-
ficar la respuesta al tratamiento. Ramsey LB y colabo-
radores?®?, sefialaron como resultado de su estudio que
SLCO1B1 rs4149056 estaba relacionado con una pobre
respuesta de MTX en los pacientes, lo cual podria tener
implicaciones en la recaida de la enfermedad.

Siguiendo con los factores genéticos, la transloca-
cion t(12;21), que resulta en la fusiéon ETV6-RUNX1, es
una de las anomalias genéticas mas comunes en LLA pe-
diatrica y se ha asociado con un pronéstico favorable?®.
Sin embargo, estudios recientes han sugerido que la
presencia de recaida puede estar influenciada por otros
factores genéticos y ambientales®*. En nuestro trabajo
encontramos una alta prevalencia de la translocacién
t(12;21) en ambos grupos (casos y controles), sin em-
bargo, en los controles o pacientes que no tuvieron re-
cafida o muerte la aparicién de esta traslocacion fue mas



Tabla V
Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNV estudiados en los grupos de casos y controles en nifios con

LLA.
Modelo Co- Casos Controles .
SNV dominante (n=12) (n=129) OR Ic P
HS (CC) 2 31 1 - -
HT (CT) 10 76 2.03 0.4223-9.8484 0.37
HM (TT) 0 22 0.28 0.0128-6.1182  0.41
Alelo mayor (C) 14 138 1.21  0.5216-2.8414 0.64
Alelo menor (T) 10 120 0.82 0.3519-1.9172 0.64
Modelo Domi-
SLCO1B1 nante
rs4149057 HS (CC) 2 31 0.63 0.1314-3.0421 0.56
HT (CT) + 10 98 - - -
HM (TT)
Modelo Rece-
sivo
HS (CC) + 12 107 - - -
HT (CT)
HM (TT) 0 22 0.40 0.5098-3.5678 0.39
HS (CC) 1 37 1 - -
0.5277-
HT (CT) 6 58 4.46 37 7849 0.16
0.6047-
HM (TT) 5 34 5.44 48.9588 0.13
Alelo mayor (C) 8 132 047 0.1973-1.1542 0.10
Alelo menor (T) 16 126 209 0.8664-5.0672 0.10
Modelo Domi-
CDK9 nante
rs1544106 5 co) 1 37 022 0.0282-18137 0.16
HT (CT) + 11 92 - - -
HM (TT)
Modelo Rece-
sivo
HS (CC) + 7 95 - - -
HT (CT)

HM (TT) 5 34 1.99 0.5936-6.7107 0.26



frecuente que en los casos, razén por la cual nuestra
poblaciéon estd en concordancia con lo establecido an-
teriormente de un pronéstico favorable . Los andlisis de
correlacion nos muestran que los SNV CDK9 rs1544106
T/T, CDK9 rs1544106 C/T, y SLCO1B1 rs4149057 C/T,
se relacionaron positivamente con el riesgo de muerte,
ademas, el SNV CDK9 rs1544106 C/T con el riesgo de
recaida lo cual hace sentido con la influencia reportada
anteriormente de factores genéticos y muerte en el caso
de los SNVs estudiados en los pacientes, ya que en nues-
tro trabajo las variables relacionas significativamente a
través de los andlisis multivariados con la recaida fue-
ron el sexo masculino, y el SNV rs1544106 C/T.

La translocacion t(1;19) se presentd exclusivamen-
te en los casos, lo cual es consistente con su asociacion
conocida con un fenotipo de células B precursoras y un
prondstico intermedio3>3¢, La identificacion de estas
translocaciones es crucial para la estratificacién del
riesgo y la personalizacién del tratamiento en LLA pe-
diatrica.

Es importante sefialar que la recaida fue de entre
todas las variables, la que tuvo mayor relacién con la
muerte en los pacientes. Esto subraya la importancia
de la deteccién temprana y el tratamiento agresivo de
la recaida. Ademas, la edad entre 9 a 16 afios y el sexo
masculino también se asociaron con un mayor riesgo
de muerte, lo cual concuerda con estudios previos que
indican un peor pronéstico en pacientes mas grandes y
varones3’38, En este sentido Litzow M, et al.?’, sefialan
que en general la supervivencia general (SG) a 5 afios
es del 87 % para los nifios de 0 a 15 afios, mientras que

L

Fecaida

Mo

Sexo [l

para pacientes de 15 a 20 afios esta se reduce al 63%.
Esto sugiere la posibilidad de que la edad y el desarrollo
biolégico jueguen un papel importante en la respues-
ta al tratamiento y la recaida. Ademas, las diferencias
observadas entre sexos enfatizan la necesidad de con-
siderar el sexo como un factor critico en el disefio y la
administracion del tratamiento3”-%,

Nuestros analisis mediante modelos de herencia no
mostraron asociaciones significativas entre los SNV es-
tudiados y la muerte o la recaida. Sin embargo, se obser-
varon tendencias sugestivas en el caso del SNV SLCO1B1
rs4149057 y CDK9 rs1544106. Aunque los valores de
p no alcanzaron significancia estadistica, los OR indica-
ron un aumento del riesgo, sugiriendo que estos SNV
podrian contribuir al prondstico adverso y merecen una
mayor investigacién en estudios con tamafios muestra-
les mas grandes.

Conclusiones
En este estudio, analizamos el impacto de algunas SNVs
en la ruta del folato y un par de translocaciones cromo-
sOémicas sobre la recaida y la muerte en pacientes pedia-
tricos con leucemia LLA bajo tratamiento en Ecuador.
No se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en la edad, el sexo y el tiempo de tratamiento
entre los grupos de casos y controles. Este aspecto es
importante ya que asegura que las diferencias observa-
das en los resultados no estan influenciadas por estas
variables demograficas. La translocacién t(12;21), co-
nocida por su asociacién con un pronéstico favorable,
mostré una alta prevalencia en ambos grupos, con dife-
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Figura 4. El grafico de violin muestra la distribucion la incidencia de muerte y recaida en los pacientes separados
por sexo. Los colores rosa y azul representan la distribucion masculina y femenina respectivamente. Se observa
que la mayor densidad de pacientes esta presente y concuerda cuando se asocia la muerte con la presencia de

recaida.



rencias significativas en las frecuencias y coincidiendo
como un factor favorable. Por otro lado, la translocacion
t(1;19) se present6 exclusivamente en los casos, lo cual
es consistente con su asociacién con un fenotipo de cé-
lulas B precursoras y un prondstico intermedio.

Larecaida seidentifico como la variable mayormente
asociada con la muerte en los pacientes, y se calculé un
riesgo significativo al ocurrir (OR: 3.67,1C95%: 1.5643-
16.9282, p:0.039), subrayando la importancia de su de-
teccién temprana y tratamiento agresivo. Ademas, los
SNVs rs1544106 T/T, rs1544106 C/T y rs4149057 C/T
se relacionaron positivamente con el riesgo de muerte.
La edad mayor (en los grupos 9 a 16 afios y 17 aflos en
adelante) y el sexo masculino también se asociaron con
un mayor riesgo de muerte, lo cual concuerda con estu-
dios previos que indican un peor prondstico en pacien-
tes mas grandes y varones. Esto sugiere la necesidad de
considerar la edad y el sexo como factores criticos en el
disefio y administracién del tratamiento.

En relacion con la recaida, las variables mayormente
asociadas fueron el sexo masculino y el SNV rs1544106
C/T. Aunque el analisis mediante modelos de herencia
no mostré asociaciones significativas entre los SNVs
estudiados y la muerte o la recaida, se observaron
tendencias sugestivas. En particular, los SNV SLCO1B1
rs4149057 y CDK9 rs1544106 mostraron un aumento
del riesgo, sugiriendo que podrian contribuir al pronés-
tico adverso y merecen una mayor investigaciéon en es-
tudios con tamafios muestrales mas grandes.

Finalmente, la relacidn significativa de la recaida con
la muerte subraya la importancia de la deteccién tem-
prana y el tratamiento agresivo de la recaida en pacien-
tes con LLA. Las diferencias observadas entre sexos y la
asociacion de la edad con el riesgo de muerte indican
que estos factores deben ser considerados criticos en el
disefio y administracién del tratamiento.
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