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MARCOS CONCEPTUALES

Alelo: Es una de dos o mas versiones de una secuencia de ADN (una base unica

0 un segmento de bases) en una ubicacion gendmica determinada (Allele, 2022).

Amplicon: Representan fragmentos de ADN que son la fuente y/o producto de
eventos de amplificacion (cdadmin, 2019).

Biblioteca o libreria de ADN: Es una representacién de todo el conjunto de ADN
, ya sea genémico o complementario a los ARN (Dna Libraries - MCAT Content,
2020).

Celda de Flujo (flow cell): Es un canal para adsorber fragmentos de ADN mdviles,
y también es un recipiente de reactor de secuenciacion central: toda la

secuenciacion ocurre aqui (cdadmin, 2018)

Contig: Es un conjunto de segmentos o secuencias de ADN que se superponen
parcialmente de forma tal que colectivamente dan una representacién continua

de una regién gendmica (Coéntigo, 2022).

Control interno: Control que se utiliza dentro de un proceso, el cual permite validar
los resultados obtenidos de una muestra negativa, o detectar alguna falla (por
inhibiciébn) que podrian causar la obtencion de resultados falsos negativos
(Chauhan, 2021).

Debut: Empleado para referirse al comienzo de una enfermedad. Se suele
emplear para referirse al conjunto de sintomas y signos con los que comenzé una

enfermedad en un caso concreto (Diccionario médico, 2023).

Electroforesis: Es una técnica de laboratorio que se usa para separar moléculas
de ADN, ARN o proteinas en funcion de su tamano y carga eléctrica
(Electroforesis, 2022).

Exoén: Es una region del genoma que finaliza con una molécula de ARNm (Exon,
2022).
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Farmacogenética: es el estudio de la respuesta farmacoldgica del individuo
segun el genotipo (Genosalut_Palma, 2022).

Fluoréforo: Es un componente de una molécula que hace que ésta sea

fluorescente (Fluordforos, 2023)

Gen: Se considera la unidad basica de la herencia. Los genes se transmiten de
los progenitores a la descendencia y contienen la informacién necesaria para

especificar los rasgos fisicos y biolégicos (Gen, 2022).

Genoma: El genoma es el conjunto completo de instrucciones del ADN que se
hallan en una célula. En los seres humanos, el genoma consta de 23 pares de
cromosomas ubicados en el nucleo de la célula, asi como de un pequefo
cromosoma en la mitocondria de la célula (Genoma, 2022).

Genotipo: Es una clasificacion del tipo de variante presente en una ubicacion
determinada (es decir, un locus) en el genoma (Genotipo, 2022).

Haplotipo: Es una agrupacion fisica de variantes gendémicas (o polimorfismos)
que tienden a heredarse juntas. Un haplotipo especifico por lo general refleja una
combinacién unica de variantes que residen una cerca de la otra en un

cromosoma (Haplotipo, 2022).

Intrdn: es una regidn que reside en el interior de un gen, pero no permanece en
la molécula madura final de ARNm después de la transcripcion de ese gen y no
codifica para los aminoacidos que confirman la proteina codificada por ese gen
(Intrén, 2022).

Ley de Hardy-Weinberg: Principio que establece que la variacién genética en una
poblacion se mantendra constante de una generacién a la siguiente en ausencia
de factores perturbadores. Cuando el apareamiento es aleatorio en una gran
poblacion sin circunstancias perturbadoras, la ley predice que tanto el genotipo
como la frecuencia de los alelos se mantendran constantes porque estan en
equilibrio (Hardy-Weinberg Equilibrium,2023).
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Llamada de bases (Base Calling): La llamada de base es el proceso mediante el
cual se infiere un orden de nucleotidos en una plantilla durante una reaccién de
secuenciacion. Las plataformas de secuenciacién de ultima generaciéon que
utilizan terminadores reversibles marcados con fluorescencia tienen un color

Unico para cada base (Base Calling, 2023).

Locus: es un sitio o ubicacion fisicos en un genoma (como un gen u otro
segmento de ADN de interés), algo asi como una direccion. El plural de locus es
loci (Locus, 2022).

Marcador genético: Es un segmento de ADN con una ubicacién fisica conocida
en un cromosoma. Los marcadores genéticos pueden ayudar a vincular una

enfermedad hereditaria con el gen responsable (Marcador genético, 2023).

Mutacién: Una mutacion es un cambio en la secuencia de ADN de un organismo.
Las mutaciones pueden producirse a partir de errores en la replicacién del ADN
durante la divisién celular (Mutacion, 2023).

Pellet: Utilizada para referirse a pequefas porciones de material aglomerado o

comprimido (pellet, 2023).

Polimorfismo: Es la presencia de dos 0 mas formas variantes de una secuencia
especifica de ADN que puede producirse entre diferentes personas o poblaciones
(Polymorphism, 2023).

Transcriptoma: Es el conjunto, distribucién y nimero de transcritos de ARN que
se genera desde el nucleo al citoplasma como paso intermedio para generar
proteinas (Transcriptoma, 2023).
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RESUMEN

Objetivo: Identificar los polimorfismos de los genes TPMTy NUDT15 asociados
a cambios en el metabolismo de tiopurinas en pacientes con leucemias
linfoblasticas agudas del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja
(INSNSB).

Metodologia: Estudio observacional, descriptivo, de corte transversal vy
prospectivo. Se determinaron las frecuencias genotipicas y alélicas en los
polimorfismos de los genes TPMT y NUDT15, utilizando la secuenciacién de
nueva generacién (NGS) en 80 pacientes pediatricos del INSNSB, durante el
periodo 2020.

Resultados: Para el gen TPMT, el genotipo mas frecuente fue el
TPMT*1/TPMT*1 el cual se encontré en el 77,5% de la poblacion, seguido de los
genotipos TPMT*1/TPMT*3A (21.25%) y TPMT*1/TPMT*2 (1.25%); asimismo,
las frecuencias de los alelos mutantes TPMT*3A y TPMT*2 fue 10.625% vy
0.625% respectivamente. Para el gen NUDT15, las frecuencias genotipicas
fueron las siguientes: NUDT15*1/NUDT15*1 con una frecuencia de 85%, seguido
del NUDT15*1/NUDT15*3 con 13.75% y NUDT15*3/NUDT15*3 con 1.25%;
ademas su alelo mutante NUDT15*3, tuvo una frecuencia de 8.125% en nuestra
poblacion. Se identifico para el gen TPMT, las variantes nuevas alélicas
TPMT*1S y TPMT*3E, encontrandose en los 80 y 17 casos respectivamente.
Para el gen NUDT15, se identific6 la variante nueva NUDT15*2, la cual se
identifico en 11 casos del total de la poblacion.

Conclusién: Se determiné las variantes polimoérficas de los genes TPMT y
NUDT15, las cuales permitieron optimizar el conocimiento de la medicina de
precisén, mediante la identificacion de marcadores genéticos en pacientes
pediatricos con LLA.

Palabras clave: Leucemia linfoblastica aguda, polimorfismos, TPMT, NUDT15,
tiopurinas, pediatrico.
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ABSTRACT

Objective: To identify the polymorphisms of the TPMT and NUDT15 genes
associated with changes in the metabolism of thiopurines in patients with acute
lymphoblastic leukemia from the San Borja National Institute of Child Health
(INSNSB).

Methodology: Observational, descriptive, cross-sectional and prospective study.
The genotypic and allelic frequencies in the polymorphisms of the TPMT and
NUDT15 genes were determined, using next generation sequencing (NGS) in 80
pediatric patients from the INSNSB, during the 2020 period.

Results: For the TPMT gene, the most frequent genotype was TPMT*1/TPMT*1,
which was found in 77.5% of the population, followed by the TPMT*1/TPMT*3A
(21.25%) and TPMT*1/TPMT*2 (1.25%); likewise, the frequencies of the
TPMT*3A and TPMT*2 mutant alleles were 10.625% and 0.625% respectively.
For the NUDT15 gene, the genotypic frequencies were as follows:
NUDT15*1/NUDT15*1  with a frequency of 85%, followed by
NUDT15*1/NUDT15*3 with 13.75% and NUDT15*3/NUDT15*3 with 1.25%; In
addition, its mutant allele NUDT15*3 had a frequency of 8.125% in our population.
The new allelic variants TPMT*1S and TPMT*3E were identified for the TPMT
gene, being found in 80 and 17 cases respectively. For the NUDT15 gene, the
new variant NUDT15*2 was identified, which was identified in 11 cases of the total

population.

Conclusion: The polymorphic variants of the TPMT and NUDT15 genes were
determined, which allowed to optimize the knowledge of precision medicine,
through the identification of genetic markers in pediatric patients with ALL.

Keywords: Acute lymphoblastic leukemia, polymorphisms, TPMT, NUDT15,
thiopurines, pediatric.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Situacion problematica

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una enfermedad clonal maligna del
tejido hematopoyético. Es el cancer mas comun en la infancia, y representa
aproximadamente el 25% de todas las neoplasias malignas pediatricas. El uso
Optimo de farmacos antileucémicos conocidos en el contexto de ensayos clinicos
multicéntricos y las mejoras en el campo de la terapia de apoyo han llevado a

tasas de supervivencia mas altas (Pui et al., 2012).

Esta bien establecido que la tasa de incidencia de LLA esta estrechamente
relacionada con la edad y el sexo (Malard & Mohty, 2020). Informes mostraron
que la tasa de incidencia de LLA alcanzé6 un pico en nifios de 1 a 4 anos, luego
descendi6 drasticamente y tuvo el punto mas bajo en adultos de 25 a 45 afos
(Siegel etal.,, 2018, 2019). Alrededor del 60% de los casos de LLA se
diagnostican antes de los 20 afos; en comparacidn con las mujeres, los hombres
tienen mas probabilidades de desarrollar LLA (la proporcién hombre/mujer = 1,23
en los Estados Unidos) (Malard & Mohty, 2020).

Aunque la LLA tiene una cura, es probable que en diferentes partes del mundo
no tengan acceso a tratamientos modernos. Aproximadamente de ocho a nueve
de cada diez nifios que tienen LLA se consideran supervivientes a largo plazo y
se curan en los paises desarrollados, pero estos resultados difieren notablemente
en los paises en desarrollo (Abdelmabood et al., 2020; Rivera & Ribeiro,
2014) . Estos resultados positivos se deben a tener acceso a los mejores



tratamientos en las instituciones mas avanzadas (Rivera & Ribeiro,
2014). Aunque la tasa de supervivencia a cinco afnos es del 93,5%, cuando se
utilizan los protocolos mas nuevos y la quimioterapia superior, todavia se
producen algunos casos de recaida (Pui & Evans, 2013). No obstante, no todos
los paises pueden acceder al tratamiento superior, ya que pueden intervenir
muchos factores, como la escasez de recursos (Mosadeghrad, 2014).

En el Perl se encuentran algunos hospitales que proveen la suficiente capacidad
para el tratamiento de la LLA; por ejemplo, en el Ministerio de Salud (MINSA), se
encuentran basicamente dos: el Instituto de Enfermedades Neoplasicas (INEN)
y INSNSB. En el INEN, del total de hospitalizaciones en el afio 2016, el 50%
fueron para la LLA. Con respecto al INSNSB, en un periodo de 3 afos, han
recibido 105 casos de LLA, con un rango de edad de 1.5-17.3 anos (mediana:

6.14 anos), es decir un promedio de casi 35 casos por afio (MINSA, 2017).

En nuestro pais es muy importante proporcionar a las distintias regiones
geograficas, un tratamiento preciso y adecuado, con el fin de que la supervivencia
de los pacientes pediatricos se aproxime de manera exitosa como en los paises
desarrollados. Asimismo, hacer un monitoreo oportuno para que los apoderados
estén vigilantes con la toma de los medicamentos de sus nifios; con el objetivo
de disminuir el abandono del tratamiento por alguna causa; ya que con el tiempo
podria significar mas gastos de la salud y desafortunados resultados (INEN,
2020).

La estructura del tratamiento es una quimioterapia que consiste en las fases de
induccion, consolidaciéon y mantenimiento a largo plazo (Gottlieb et al., 1984;
Scavino et al., 1976).

Los farmacos necesarios para el manejo de los pacientes con LLA pediatricos y
adultos en la etapa de mantenimiento son aquellos de la familia de tiopurinas
(e.g. azatriopina, 6-mercaptopurina (6-MP), tioguanina (Wu & Li, 2018); cuyo uso
también se emplea en enfermedad inflamatoria intestinal y en el area médica de
trasplantes (Cacabelos et al., 2019).



Actualmente, el servicio de Hematologia del INSN-SB, facilita el farmaco
tiopurina, para el tratamiento en mantenimiento en los pacientes pediatricos con
LLA, el cual, en algunos nifos generan cierto tipo de hepatoxicidad,
mielotoxicidad u otros efectos adversos en el organismo. Ante este escenario el
médico hematdlogo disminuye empiricamente o suspende el tratamiento de las
tiopurinas. En algunos casos esto provoca recaida de la enfermedad,

conllevando en algunos casos al fallecimiento del paciente.

Se conocen algunos polimorfismos o variantes frecuentes en los genes TPMTy
NUDT15 como predictores de resultados y toxicidad inducida por la 6-MP,
durante la fase de mantenimiento del tratamiento en la leucemia linfoblastica

aguda pediatrica (Milosevic et al., 2018).

A pesar de existir variantes recurrentes en estos genes, cada vez se reportan
mas variantes nuevas en estos genes, que tendrian un impacto clinico en los
cambios de metabolismo de las tiopurinas (Moriyama et al., 2015). Por lo tanto,
el conocimiento de los polimorfismos en los genes TPMT y NUDT15, en la
poblacion peruana; a través de un panel de marcadores farmacogenéticos,
permitiria su contribucién para determinar las variantes que estan asociadas en
la prediccion de la toxicidad inducida por tiopurina en los pacientes pediatricos
con LLA que acudan al INSN-SB.

Estos hallazgos tienen que confirmarse en otras investigaciones originales con el
objetivo de identificar la frecuencia y las variantes mas observadas en cada
poblacion de niflos con LLA en los genes TPMT y NUDT15. Asi, el presente
estudio se realizard por primera vez en los nifos peruanos con LLA, permitiria en
un futuro, personalizar las dosis de tratamiento, siguiendo los lineamientos del
Consorcio de Implementacion Clinica de Farmacogenética (CPIC). De esta
manera, se podria contribuir a disminuir los efectos adversos asociados al uso de
tiopurinas con una prueba farmacogenética en nuestros pacientes y asi llegar a

un manejo personalizado.



De esta forma, conocer los genes y sus polimorfismos en la poblacion peruana
pediatrica con LLA, facilitara a sentar las bases para el conocimiento de nuevas
variantes que tengan un impacto significativo relacionadas al metabolismo de
tiopurinas o variantes que ya han sido reportadas en la literatura y que estan

asociadas en nuestra poblacion peruana.

1.2. Formulacién del problema

¢ Cudles son los polimorfismos en los genes TPMT y NUDT15 asociados a
cambios en el metabolismo de tiopurinas en pacientes con leucemias
linfoblasticas agudas del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja, periodo
20207

1.3. Justificacion Teoérica

El tratamiento de la LLA infantil se estableci6 mediante ensayos pioneros
realizados en las décadas de 1960 y 1970 (Rivera & Ribeiro, 2014). La respuesta
individual a la terapia depende de multiples factores, incluidas las caracteristicas
bioldgicas y genéticas de los blastos de leucemia en el momento del diagndstico,
asi como caracteristicas del paciente. Multiples estudios han encontrado una
amplia variabilidad entre pacientes en la exposicién general a los farmacos y la
tolerabilidad de los regimenes farmacolégicos para la LLA. Por lo tanto, la recaida
puede atribuirse a la resistencia de las células leucémicas a los farmacos o a una
exposicién inadecuada al farmaco como resultado de la variabilidad
farmacocinética entre pacientes. Una gran cantidad de investigacién se centra
ahora en el 20% de los pacientes que no se curan con la terapia inicial y busca
definir las diferencias genéticas en las células somaticas o tumorales que estan
asociados con el fracaso del tratamiento. Se prevé que los nifilos con LLA, que
se curan con la terapia inicial, tendran una esperanza de vida prolongada. A



medida que las mejoras en la farmacoterapia conducen a mejorar la curacion.
Los investigadores buscan formas de minimizar la toxicidad del huésped (efectos
secundarios tanto agudos como crénicos) mientras contindan logrando

excelentes tasas de curacién (Pui, 2009).

Estudios recientes sugieren que las caracteristicas genéticas basales del
hospedador pueden predecir tanto la toxicidad cronica como la toxicidad aguda.
A medida que las tecnologias estén mas disponibles, sera posible detectar estas
variaciones genéticas antes de la terapia y maximizar la calidad de vida futura de

estos ninos.

El campo de la farmacogendmica ha aumentado nuestra comprensién de la
interaccién de las variaciones del huésped en los genes que codifican las
enzimas, los receptores y los transportadores que metabolizan los farmacos, y la
disposicion y respuesta generales del farmaco para muchos de los farmacos
utilizados para la terapia de la LLA. Las variantes genéticas o polimorfismos como
consideraciones farmacogendémicas para los pacientes con LLA incluyen
variaciones de hospedador que limitan la exposicion general de una persona a

las variaciones de farmacos y tumores que reducen la eficacia de los farmacos.

1.4. Justificacion practica

La visidén del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja esta dirigida entre
sus pilares en el manejo de pacientes con enfermedad hematoldgica,
principalmente las leucemias por ser una enfermedad que requiere un manejo

altamente especializado.

El tipo de neoplasia que mas afecta a los nifios son las leucemias agudas y dentro
de este grupo las de estirpe linfoide llegando a ser el 25% de todas estas



neoplasias malignas en la poblacion pediatrica (Pui et al., 2008). El tratamiento
de las LLA requiere un manejo de larga duracién (1 afio y 6 meses en INSN-SB)
para lograr la remisién y curacién, sin embargo, para llegar a la meta existe un
camino largo con uso prolongado de medicamentos, lo cual incrementa el riesgo
de efectos adversos o toxicidad, por ejemplo, la leucopenia es el efecto adverso
mas frecuentemente producido por la azatioprina (AZA) y la 6-MP; alteracion
analitica que acontece entre el 5 y el 25% de los pacientes que reciben este
tratamiento (Anstey etal., 1992; Lorenzen etal.,, 1969). La mielotoxicidad
también aparece como una forma mas aguda y grave, generalmente de
leucopenia o pancitopenia; diversos estudios han evidenciado una correlacién
entre el fenotipo o el genotipo de la TPMT y el riesgo de mielotoxicidad (Lennard
et al., 1989; Naughton et al., 1999).

Esta investigacion permitié detectar los polimorfismos de los genes TPMT y
NUDTT15, por la metodologia de NGS, esto no sélo serviria para detectar posibles
variantes que incluyan modificaciones o cambios en la secuencia aminoacidica
en los pacientes pediatricos con LLA, sino también en un futuro tomar decisiones
para la regulacion del tratamiento de los pacientes pediatricos que reciben
tiopurinas en el INSN-SB.

La metodologia NGS, permite obtener una mayor informacién de las variantes
posibles de todas las regiones codificantes de los genes TPMT y NUDT15;
asimismo, disminuird el tiempo de la deteccion de los polimorfismos, como
también reducira los costos en comparacion si se realiza por RFLP
(Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién), técnica utilizada en el
2017 para el gen TPMT en la poblacion pediatrica en el INSN-SB, y/o
secuenciacion tipo Sanger de algunas variantes de estos genes.

Es asi, que este trabajo seria el primer estudio en Peru, sobre la deteccion de las
variantes genéticas asociadas al metabolismo de las tiopurinas en los genes
TPMTy NUDT15, pacientes con LLA que acudan al INSN SB en el periodo 2020.



1.5. Objetivos

1.5.1 Objetivo General

Identificar los polimorfismos de los genes TPMTy NUDT15 asociados a
cambios en el metabolismo de tiopurinas en pacientes con leucemias
linfoblasticas agudas del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja.

1.5.2. Objetivos Especificos

Describir las frecuencias alélicas de los polimorfismos de los genes TPMT

y NUDT15 en pacientes pediatricos con LLA del Instituto Nacional de
Salud del Nifio San Borja.

Determinar las frecuencias genotipicas de los polimorfismos de los genes

TPMTy NUDT15 en pacientes pediatricos con LLA del Instituto Nacional
de Salud del Nifio San Borja.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Marco filoséfico o epistemoldgico de la investigacion

Los avances recientes en el desarrollo de tecnologias de secuenciacion brindan
a los investigadores posibilidades sin precedentes para los analisis genéticos.
Los estudios de variacion genética humana mediante secuenciacién de acido
desoxirribonucleico (ADN) han experimentado un desarrollo extraordinario desde
su introduccién hace mas de 40 afos hasta las tecnologias actuales, que
permiten secuenciar y analizar un genoma humano en cuestion de dias (Petersen
et al., 2017).

El polimorfismo consiste en mutaciones que escapan a los sistemas de
reparacion del ADN durante las divisiones celulares. Su tasa de aparicion es, por
tanto, una variable biolégica. Cada nacimiento produce unas 100 nuevas
mutaciones por genoma, solo una pequena parte del genoma esta codificando,
el 99% de ellos no tienen efecto sobre la supervivencia o la fertilidad, por lo que
se llaman neutros. El polimorfismo ha causado controversia sobre su papel en la
evolucidn neutra, asimismo, también ha sido utilizado para reconstruir la historia

pasada de las especies (Michel, 2016).

Las secuencias preliminares de varios genomas junto con nuevas tecnologias
permiten el estudio de las influencias y respuestas de genomas completos en
lugar de genes aislados. Esto ha abierto un nuevo ambito de biologia altamente
dimensional donde las preguntas involucran multiplicidad a escalas sin
precedentes: miles de polimorfismos genéticos, niveles de expresion génica,



mediciones de proteinas, secuencias genéticas o cualquier combinacion de estos

y sus interacciones (Mehta et al., 2006).

La busqueda de variantes asociadas al metabolismo de tiopurinas en la leucemia
linfoblastica aguda permite abordar cuestiones tan complejas que requeriria
enfoques novedosos como complejas que se puede atribuir a variantes que
tienen un pequerio aditivo o efecto multiplicativo sobre el genotipo y el fenotipo
del individuo. Lo cual conlleva a una problematica en las decisiones

farmacogenéticas y una medicina de precisién en la LLA (Petersen et al., 2017).

2.2. Antecedente de la investigacion

2.2.1 Estudios del gen TPMTy NUDT15

En los estudios donde se investigan las frecuencias alélicas de los genes TPMT
y NUDT15 al mismo tiempo, tenemos, por ejemplo a Moradveisi et al., 2019, que
realizé la investigacion: “ITPA, TPMT, and NUDT15 Genetic Polymorphisms
Predict 6-Mercaptopurine Toxicity in Middle Eastern Children With Acute
Lymphoblastic Leukemia” (Iran), que determinaron los genotipds de las variantes
por la metodologia de polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (PCR-
RFLP) (Ota et al., 2007); para los genes TPMT y NUDT15. Los polimorfismos
TPMT2 238G>C (rs1800462), TPMT*3B 460G>A (rs1800460) y *3C 719A>G
(rs1142345) se estudid para el gen TPMT. Para el gen NUDT15, se estudio el
polimorfismo 415C>T (rs116855232). La informacion del genotipo de los
polimorfismos para el gen TPMT fue de la siguiente manera *1/*1 (97.8%) y
*1/*3A (2.2%), para la poblacion del Libano; y para la poblacion de Kurdistan fue
*1/*1 (98.6%) y *1/*3A (1.4%). Para el gen NUDT15, fue CC (99.3%) y CT (0.7%)
en la poblacion del Libano; y para la poblacién de Kurdistdn no se report6 los

genotipos.
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Zhou etal., 2018, en el estudio: “Optimal predictor for 6-mercaptopurine
intolerance in Chinese children with acute lymphoblastic leukemia: NUDT15,
TPMT, or ITPA genetic variants?” (China), donde participaron 105 nifios con LLA
de riesgo estandar y riesgo intermedio, se determind el genotipo de los
polimorfismos para los genes TPMT y NUDT15. Se encontré para el gen TPMT
(rs1800462, rs1800460 y rs1142345), los siguientes resultados: *1/*1 (94.3%) y
*1/*3A (5.7%). Para el estudio del gen NUDT15 (rs116855232), se encontrd los
siguientes valores de los genotipos: CC (70.5%), CT (27.6%) y TT (1.9%); donde
concluyeron que la variante del gen NUDT15 es un predictor éptimo de
intolerancia a 6-MP en pacientes pediatricos chinos con LLA y puede tienen

grandes implicaciones clinicas para la terapia individualizada.

2.2.2. Estudios del gen TPMT

Para el estudio de sélo el gen TPMT, se han reportado varios en todo el mundo;
donde los alelos variantes predominantes identificados fueron TPMT*3C,
TPMT*3Ay TPMT *2, que representaron mas del 95% de la deficiencia de TPMT
heredada. Segun los estudios de genotipo-fenotipo; los ensayos para el
diagnéstico molecular de la deficiencia de TPMT se han centrado en los alelos
mutantes TPMT*2, TPMT*3A y TPMT*3C. En la mayoria de estos estudios, se
utilizé la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o PCR-RFLP para detectar
mutaciones en los alelos TPMT (Asadov et al., 2017).

Spire-Vayron de la Moureyre etal.,, 1998, en su estudio: “Genotypic and
phenotypic analysis of the polymorphic thiopurine S-methyltransferase gene
(TPMT) in a European population” (Francia), mediante la metodologia PCR-
SSCP (polimorfismo de conformacion monocatenario de la reaccién en cadena
de la polimerasa), determind las siguientes frecuencias para los alelos TPMT*2,
TPMT*3A, TPMT*3By TPMT*3Cy TPMT"4 para la poblacién europea, las cuales
fueron 0.5, 5.7, 0.0, 0.8 y 0.0 respectivamente.
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Kumagai et al., 2001, en su estudio: “Allelotype frequency of the thiopurine
methyltransferase (TPMT) gene in Japanese” (Japdn), determind las siguientes
frecuencias para los alelos TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3By TPMT*3Cy TPMT*4
para la poblacion japonesa, las cuales fueron 0.0, 00, 0.0, 1.6 y 0.0

respectivamente.

Corominas et al., 2003, en su investigacion: “Is thiopurine methyltransferase
genetic polymorphism a major factor for withdrawal of azathioprine in rheumatoid
arthritis patients?’ (Espana), usando PCR-RFLP, determiné las siguientes
frecuencias para los alelos TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3By TPMT*3Cy TPMT*4
para la poblacién espanola, las cuales fueron 0.0, 2.5, 0.7, 1.0 y 0.0

respectivamente.

Cheon etal, 2009, en su investigacion: “Allele frequency of thiopurine
methyltransferase  and inosine  triphosphate  pyrophosphatase gene
polymorphisms in Korean patients with inflammatory bowel diseases” (Korea),
determind en sus resultados las siguientes frecuencias para los alelos TPMT*2,
TPMT*3A, TPMT*3By TPMT*3Cy TPMT*4 para la poblacion coreana, las cuales
fueron 0.0, 00, 0.0, 0.1 y 0.0 respectivamente.

Relling et al., 2013, en su estudio: “Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium Guidelines for Thiopurine Methyltransferase Genotype and
Thiopurine Dosing: 2013 Update” (EEUU), realizdé una revision enfocada de la
literatura entre junio de 2010 y noviembre de 2012 sobre el genotipo TPMT y el
uso de tiopurina, describiendo las frecuencias de alelos mutantes de TPMT, en
los principales grupos énicos y poblaciones; es asi, que frecuencias para los
alelos TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3By TPMT*3Cy TPMT*4, en los caucasicos
fue 0.2, 3.5, 0.04,0.4 y 0.0 respectivamente.En la poblacion meditarreanea fue
0.4,2.5, 0.4,0.5 y 0.0 respectivamente. En Medio Este fue 0.7, 1.1, 0.5, 0.5y 0.0
respectivamente. En la poblacién asiatica fue 0.0, 0.01, 0.0, 1.5 y 0.0
respectivamente. En los africanos fue 0.08, 0.2, 0.0, 4.9 y 0.0 respectivamente,
Y para la poblacién sudamericana fue 0.8, 2.8, 0.05, 0.9 y 0.05 respectivamente.
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2.2.3. Estudios del gen NUDT15

Tanaka et al., 2015, en su investigacion: “Susceptibility to 6-MP toxicity conferred
by a NUDT15 variant in Japanese children with acute lymphoblastic leukaemia’
(Japdn) se realizé un estudio con 92 pacientes pediatricos con diagnostico de
LLA. Para la determinacién de los polimorfismos, se realiz6 el método de
discriminacion alélica Tagman en Tiempo Real (Kamau etal., 2012). Los
resultados mostraron que el gen NUDT15 (rs116855232) presenta los siguientes
genotipos CC (73.9%), CT (19.6%) y TT (6.5%). Se encontr6é que rs116855232,
es un determinante importante de la mielotoxicidad de 6-MP en nifios japoneses
con LLA y puede representar el locus relacionado con la toxicidad mas sélido en
los asiaticos hasta la fecha, por lo que pueden justificar las consideraciones para

la aplicacién clinica.

Kakuta et al., 2016, en su estudio: “NUDT15 R139C causes thiopurine-induced
early severe hair loss and leukopenia in Japanese patients with IBD” (Japon), se
obtuvieron muestras de sangre de135 pacientes que tenian antecedentes con
tratamiento con tiopurina. Se examind el genotipado del polimorfismo 415C>T
(rs116855232) del gen NUDTT15, utilizando un Kit de ensayo de genotipado
personalizado TagMan SNP y un sistema de PCR en tiempo real Step-One Plus.
Los resultados obtenidos fueron CC (79.3%), CT (17.0%) y TT (3.7%).

Moriyama etal., 2016, en su investigacion: “NUDT15 polymorphisms alter
thiopurine metabolism and hematopoietic toxicity” (EEUU), se recolectaron 270
ninos inscritos en ensayos clinicos de leucemia linfoblastica aguda en
Guatemala, Singapur y Japén, identificamos cuatro variantes de codificacién
NUDT15 (p.Arg139Cys, p.Arg139His, p.Vali8lle y p.Val18_Val19insGlyVal) que
resultaron en una pérdida de 74,4-100 % de actividad de nucledétido difosfatasa.

Yu et al., 2020, en su estudio: “Determination of NUDT15 variants by targeted
sequencing can identify compound heterozygosity in pediatric acute
lymphoblastic leukemia patients” (China), mediante las variantes de NUDT15 se

identificaron como un factor determinante de la intolerancia a la mercaptopurina.
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Se seleccion6 una cohorte de 37 pacientes con variantes ¢.36_37insGGA GTC y
c.415C>T NUDT15 para el haplotipo mediante secuenciacién dirigida. EI ADN
complementario de NUDT15 se amplificé y secuencié mediante secuenciacion
de extremos emparejados de 300 pb en lllumina MiSeq. De los 37 pacientes que
portaban variantes NUDT15, 35 tenian variantes heterocigotas NUDT15*1/*2 y
dos tenian variantes compuestas heterocigotas NUDT15*3/*6 y NUDT15*2/*7.

2.3. Bases teoricas

2.3.1. Farmacogenética en la Salud

Los avances de la biologia molecular y la genética tienen un gran impacto en la
accion de los farmacos, y que estas herramientas son esenciales e
indispensables para el progreso futuro en biomedicina y salud. La interfaz entre
estos métodos y conceptos y el descubrimiento, desarrollo y uso de nuevos
medicamentos se estan reconociendo como nuevas "disciplinas" o facetas de la
ciencia biomédica, denominadas farmacogenética y farmacogendmica (Ferreira
et al., 2020).

La publicacién del borrador de trabajo de la secuencia del genoma humano en
2000 (Venter et al., 2001), promete una nueva era de la medicina genémica en
la que la eficacia, la dosis o los efectos secundarios de los farmacos pueden estar
predeterminados con informacion molecular (Collins & McKusick, 2001; Ojha &
Thertulien, 2005). Esto se basa en el conocimiento de los polimorfismos
genéticos que alteran la sintesis de proteinas responsables de la absorcién,
distribucién, metabolismo y eliminacién del farmaco, lo que lleva a una
acumulacion del farmaco no utilizado en el cuerpo que resulta en toxicidad del
farmaco o una eliminacién demasiado rapida que provoca fallas terapéuticas. Las

respuestas inmunitarias predispuestas genéticamente también pueden producir
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reacciones de hipersensibilidad indeseables, que disminuyen la calidad de vida y
aumentan la morbilidad y la mortalidad (Kapoor et al., 2016).

Los beneficios de las pruebas farmacogendmicas sobre la practica convencional
de la medicina clinica radican en la intencién de estratificar a los pacientes de
acuerdo con los requisitos farmacoldgicos esperados o los resultados, en
términos generales en las tres categorias de: (i) predecir la dosis 6ptima del
farmaco; (ii) identificar pacientes en riesgo de toxicidad inducida por farmacos o
efectos secundarios adversos; o (iii) si un farmaco indicado sera eficaz. Las
terapias dirigidas que realmente mejoran la eficacia del tratamiento y minimizan
la mortalidad y morbilidad no intencionales también pueden (iv) generar ahorros
considerables en los costos para los sistemas de salud, incluso mas alla de los
gastos adicionales incurridos en la realizacion de las pruebas genéticas (Kapoor
et al., 2016).

La practica convencional de la medicina clinica se basa en el juicio del médico y
en la monitorizacién rutinaria del paciente para establecer una dosis de trabajo
del régimen farmacol6gico. Para la mayoria de las drogas, estan disponibles
formas de dosificacidn preparadas comercialmente y estas contienen tipicamente
la cantidad de componentes de farmacos activos que son necesarios y
adecuados para la mayoria de los pacientes, o que pueden ajustarse facilmente
de acuerdo con factores biométricos especificos del paciente tales como el peso
y la edad. Sin embargo, un puiiado de farmacos exigen una titulacién cuidadosa
de la dosis para lograr el efecto clinico deseado dentro de un indice terapéutico
estrecho. Antes del descubrimiento del vinculo farmacogendmico entre el perfil
genético y la dosis Optima del farmaco, este proceso de ajuste continuo era en
parte un enfoque de prueba y error acompanado de un seguimiento estricto y
repetido de la respuesta del paciente (Kapoor et al., 2016).
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2.3.2. Leucemia linfoblastica Aguda

La LLA es una malformacién que consiste en la proliferacion alterada de las
células progenitoras de la linea linfoide de la médual ésea, y que se presenta en
el 80% de los pacientes pediatricos (Smith et al., 2010). El diagnostico inicial se
dispone por la aparicidén de linfoblastos en la médula ésea o sangre periférica; y
luego con el apoyo de otros estudios complementarios como la
inmunofenotipificacion, la citogenética, la biologia molecular (Alvarnas et al.,
2015).

La incidencia de LLA sigue una distribucion bimodal, el primer pico ocurre en la
infancia y un segundo pico ocurre alrededor de los 50 afos (Paul et al., 2016).
Los trabajos de investigacion sefalan que se ha idenfiicados algunas
enfermedades que pedisponen a casos de LLA, como por ejemplo el sindrome
de Down, la anemia de Fanconi, el sindrome de Bloom, la ataxia telangiectasia y
el sindrome de ruptura de Nijmegen (Bielorai et al., 2013; German, 1997; Paul
et al., 2016; Shah et al., 2013)

Hay otros factoros que predisponen a la LLA, como las radiaciones ionizantes,
pesticidias o el virus de la inmunodeficiencia humana (Gériniere et al., 1994;
Sehgal et al., 2010). Hay que resaltar que, en la mayoria de los pacientes, la LLA
es producida en forma de novo (Mullighan et al., 2009).

Entre las manifestaciones clinicas de la LLA, tenemos algunos signos de
incapacidad en el funcionamiento normal de la médula, lo que origina las
anemias, leucopenias, trombocitopenias, etc. (Alvarnas et al., 2015). Entre los
sintomas comunes resaltan las infecciones, sangrado, hematomas, fiebre,
perdida de peso. El dano de sitios extramedulares puede causar linfadenopatia,
esplenomegalia o hepatomegalia en el 20% de los pacientes (E. J. Jabbour et al.,
2005). La aparicidén de células leucémicas en el sistema nervioso central (SNC),
sucede entre el 5-8% de los pacientes (E. Jabbour et al., 2015).
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La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en 1997, clasificé la LLA en tres
tipos: la linfoblastica B, linfoblastica T y leucemia de células de Burkitt (Harris
et al., 1999). Con el transcurso de los afos y con las revisiones cientificas de esta
enfermedad, en el afio 2016 la OMS la redefinié en leucemia/linfoma linfoblastico
de células B, no especificado; leucemia/linfoma linfoblastico de células B, con
anomalias genéticas recurrentes y leucemia/linfomas linfoblésticos de células T
(Cuadro 1) (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). En adultos, la LLA de células B
representa ~ 75 % de los casos, mientras que la LLA de células T comprende los

casos restantes (Arber et al., 2016).

Cuadro 1. Clasificacion de la OMS de la leucemia linfoblastica aguda.

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B, no especificado de otro modo

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B, con anomalias genéticas

recurrentes

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B con hipodiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B con hiperdiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B con 1(9;22)(q34;q11.2)[ BCR-ABL1]

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B con t(v;11923)[ MLL reorganizado]

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B con t(12;21)(p13;022)[ ETV6-RUNXT)]

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B con t(1;19)(923;p13.3)[ TCF3-PBXT]

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B con 1(5;14)(g31;932)[ IL3-IGH]

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B con amplificacion intracromosémica del
cromosoma 21 (iIAMP21)

Leucemia/linfoma linfoblastico de células B con translocaciones que involucran

tirosina cinasas o receptores de citocinas ('LLA similar a BCR-ABL1")

Leucemia/linfomas linfoblasticos de células T

Leucemia linfoblastica precursora de células T temprana

Fuente. Adaptado de Terwilliger & Abdul-Hay, 2017
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2.3.3. Tratamiento de la LLA

El tratamiento completo de la LLA pediatrica se divide en tres periodos distintos,
cada uno con diferentes objetivos de tratamiento. El tratamiento comienza
después del diagndstico con la fase de induccion, en la que los médicos intentan
inducir la remision inmediatamente, seguida de la fase de consolidacion, en la
que los médicos intentan eliminar cualquier enfermedad residual que quede
después de la fase de induccion, y finalmente la fase de mantenimiento, en la
que los médicos intentan reducir la posibilidad de recaida (Cooper & Brown,
2015) . Para cumplir el objetivo especifico de cada fase del tratamiento, los
farmacos elegidos y las cantidades administradas durante cada periodo difieren

mucho entre fases.

En la fase de induccidn, los agentes quimioterapéuticos que incluyen vincristina,
antraciclinas, corticosteroides y asparaginasa se usan para eliminar
inmediatamente las células leucémicas (Cooper & Brown, 2015). Estos
medicamentos son conocidos por su alta toxicidad y efectos secundarios
sustanciales. En la fase de consolidacion, estos farmacos se utilizan en diversas
combinaciones disefiadas para maximizar la sinergia (Cooper & Brown,
2015) . Si bien los medicamentos utilizados en estas dos primeras etapas son
relativamente toxicos, estas fases del tratamiento generalmente tienden a durar
un periodo de varias semanas a varios meses solamente. Por el contrario, la fase
de mantenimiento es mucho mas larga, con una duracion aproximada de 2 a 3
anos en pacientes pediatricos (Cooper & Brown, 2015). La 6-MP y el metotrexato
(MTX) son los farmacos que se utilizan predominantemente durante la terapia de
mantenimiento, que se han utilizado sistematicamente y también se han
investigado de forma exhaustiva. [dealmente, los agentes quimioterapéuticos
utilizados durante un periodo de tiempo tan largo deberian tener efectos
secundarios minimos, o solo dar como resultado efectos secundarios de baja

gravedad. No obstante, este no es el caso de 6-MP y MTX, ya que ambos tienen
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toxicidades potencialmente graves y potencialmente mortales que pueden ocurrir
en un subgrupo de pacientes (Paugh et al., 2010) .

Es esencial considerar los efectos farmacogendémicos del tratamiento de
pacientes con medicamentos que tienen una toxicidad potencialmente variada,
ya que puede guiar a los médicos a identificar y minimizar el riesgo de toxicidad
potencialmente mortal en pacientes pediatricos con LLA. Dada la estrecha
ventana terapéutica de los medicamentos quimioterapéuticos, la alta toxicidad de
los medicamentos debe equilibrarse con su eficacia real en el tratamiento del
cancer cuando los médicos determinan qué medicamentos recetar y qué dosis
usar (Paugh et al., 2010). Esta estrecha ventana terapéutica debe tenerse en
cuenta al considerar todos los tratamientos contra el céncer. Esto es
particularmente cierto cuando se trata del tratamiento de la ALL, ya que los
pacientes estaran expuestos a estos medicamentos durante 2 a 3 afios durante
la fase de mantenimiento. Cualquier forma de evaluar para qué pacientes la
toxicidad puede ser una mayor preocupacion podria ayudar a planificar las dosis
de manera adecuada para minimizar esos efectos téxicos. Es asi, que la toxicidad
de los agentes quimioterapéuticos puede variar en respuesta a alteraciones en
el genoma del paciente. El 6-MP y el MTX han sido bien estudiados y las
variaciones en sus toxicidades se han asociado con una serie de variaciones

genomicas (Rudin et al., 2017).

2.3.4. Metabolismo de las Tiopurinas

Las Tiopurinas como mercaptopurina (MP) y tioguanina (TG), son farmacos
linfoliticos que se utilizan en todas las fases de la terapia para la leucemia
linfoblastica aguda (LLA), siendo la MP parte de la terapia de mantenimiento
principal (Adamson et al., 1994). La terapia de mantenimiento (MT) con MTX y 6-
MP es esencial para la cura de la leucemia linfoblastica aguda (Toksvang et al.,
2022).
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Como antifolato, el MTX ejerce su citotoxicidad al agotar los folatos reducidos e
inhibir directamente los pasos distales en la sintesis de nucleétidos, bloqueando
asi la sintesis de timidina y purina de novo (DNPS), que es fundamental para la
supervivencia de las células madre leucémicas (Chabner etal.,, 1985;
Schmiegelow etal., 2014).El MTX es un profarmaco poliglutamado
intracelularmente por la folilpoliglutamil sintetasa (FPGS), con hasta siete
residuos de acido glutdmico ligados a gamma. Las cadenas de glutamato mas
largas facilitan la retencién intracelular del farmaco, asi como una mayor afinidad
por las enzimas diana en el metabolismo del folato, como la dihidrofolato
reductasa (DHFR) (Chabner et al., 1985).

El 6-MP se metaboliza a través de tres vias competitivas: conversion a acido
tiourico por LA xantina oxidasa (XO), metilacion a metil-mercaptopurina (MeMP)
por TPMT y conversion a 6-tioguanina (TGN). Este proceso de varios pasos
implica la conversién a monofosfato de tioinosina (TIMP) por hipoxantina guanina
fosforibosil transferasa (HGPRT) seguida de la conversibn a guanina
monofosfato (TGMP) por inosina monofosfato deshidrogenasa. (IMPDH)
y guanosina monofosfato sintetasa (GMPS). Posteriormente, las
desoxinucledsido quinasas y la reductasa generan tioguanina nucleétido difosfato
(TGDP) y luego 6-tioguanina trifosfato (TGTP), que se incorpora al ADN (como
ADN-TG) en competencia con la guanina natural. Este proceso es contrarrestado
por NUDT15, que desfosforila los TGN. Por el contrario, la HGPRT convierte
directamente la 6-tioguanina (6-TG) en TGMP. Muchos de los metabolitos de
tiopurina intermediarios son sustratos de TPMT, creando metabolitos inactivos
(MeMP, MeTG y MeTGMP), aunque MeTIMP es un potente inhibidor de la
sintesis de purina de novo (Figura 1). Mutaciones en NT5C2, MSH6 y PRPS1
provocan mecanismos de resistencia a la tiopurina que dan lugar a una recaida

leucémica temprana (Toksvang et al., 2022).
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Figura 1. Metabolismo de tiopurina y metotrexato y mecanismos de

resistencia a tiopurina.

Fuente. Adaptado de Toksvang et al., 2022

Las tiopurinas se toleran razonablemente bien, siendo la mielosupresién la
toxicidad limitante de la dosis mas comun. La farmacogenética influye
fuertemente en el riesgo de mielosupresién relacionada con la tiopurina, con
variaciones en los genes de TPMTy NUDT15 que representan aproximadamente

el 45% de la variabilidad entre pacientes (Toksvang et al., 2022).
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La farmacocinética del 6-MP oral se caracteriza por una baja biodisponibilidad,
en promedio menos del 20%, debido al metabolismo de primer paso por la xantina
oxidasa en la mucosa intestinal y el higado (Zimm etal., 1983). Como
profarmaco, el 6-MP sufre un extenso metabolismo intracelular por enzimas en
las vias de biosintesis de purina de novo y de rescate, formando finalmente
nucleétidos de 6 TGN (Karran & Attard, 2008; Schmiegelow et al., 2014). La
toxicidad del MTX a dosis bajas se manifiesta principalmente como
mielosupresion y hepatotoxicidad moderadas, mientras que las dosis altas de
MTX (HD-MTX), es decir, la infusidén intravenosa de 24 h de 5g/m2 con rescate
posterior de leucovorina, se asocia con insuficiencia renal aguda grave. , neuro y

hepatotoxicidad (Schmiegelow, 2009).

Los polimorfismos genéticos afectan la competencia entre las vias metabdlicas
de activacion e inactivacion, lo que contribuye a la variabilidad entre pacientes en
la eficacia y toxicidad de los farmacos de tiopurina, y estos polimorfismos pueden
usarse para personalizar el tratamiento. El ejemplo mas antiguo del uso de la
farmacogendmica en la LLA y el mas utilizado clinicamente es el genotipado
de TPMT. Este gen es altamente polimorfico, habiéndose identificado una
multitud de variantes. Las personas que portan dos alelos de TPMT con pérdida
de funcién (individuos homocigotos o heterocigotos compuestos con deficiencia
de TPMT) tienen un riesgo muy alto de mielosupresion potencialmente mortal, si

la dosis de 6-MP no se reduce adecuadamente (Relling et al., 2019).

El genotipo y la actividad de NUDT15 ahora se caracterizan de manera integral,
con ensayos de genotipado masivos en paralelo que identifican casi el 92% de
todas las posibles variantes sin sentido en NUDT15. Estas clasificaciones de
variantes basadas en funciones predicen con precision los alelos de riesgo para
la toxicidad de las tiopurinas, o que mejora enormemente nuestra capacidad para
implementar la terapia con tiopurinas guiada por el genotipo (Suiter etal.,
2020). Similar a TPMT, la prueba NUDT15 ahora se incorpora en las pautas
clinicas para el ajuste de la dosis de tiopurina (Relling et al., 2019), aunque la
evidencia que respalda una recomendacién de dosis inicial diferente para
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pacientes que son metabolizadores intermedios tanto para TPMT como para
NUDT15 sigue siendo limitada (J. J. Yang et al., 2015).

2.3.5. Polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)

En la década de 1980, se detectaron polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
utilizando enzimas de restriccidn para identificar la presencia o ausencia de sitios
de corte y se puntuaron observando la variacion resultante en la longitud del
fragmento (Botstein et al., 1980). En la década de 1990, el SNP fue reemplazado
en gran parte por la repeticiéon en tandem simple (STR) como el marcador de
eleccién para los estudios de vinculacién. Los STR (repeticiones de di-, tri- o
tetranucledtidos) muestran altos niveles de variacion alélica en el numero de
unidades repetidas, se distribuyen amplia y uniformemente en todo el genoma
humano y pueden tipificarse mediante la PCR. La combinacién de un conjunto de
marcadores altamente polimorficos y la tecnologia de tipificacién rapida llevé al
desarrollo de sistemas semiautomaticos de alto rendimiento para la
genotipificacion de STR durante la década de 1990 (Livak et al., 1995).

A finales de la década de 1990 se produjo una reversion del uso de STR a SNP,
que recuperd el favor de los genetistas moleculares. Tras la finalizacién del
Proyecto Genoma Humano en 2001, ha habido un aumento adicional en el
numero de estudios, asi como el interés en los SNP. La principal fuerza impulsora
detras del retorno a los SNP fue un cambio en el tipo de estudios genéticos
realizados por los distintos grupos de investigacion. Los STR son ideales para
estudios de ligamiento que involucran analisis de pedigri para identificar genes
unicos responsables de trastornos monogénicos. Sin  embargo, mas
recientemente, la necesidad de estudiar enfermedades con vias de herencia mas
complejas, pero con una mayor prevalencia y, por lo tanto, una mayor carga

social, como la osteoporosis, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares e
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inflamatorias, los trastornos psiquiatricos y la mayoria de los canceres, ha llevado
a un nuevo enfoque en los SNP (Alwi, 2005).

La forma méas simple de variacién del ADN entre individuos es la sustitucion de
un solo nucledétido por otro. Este tipo de cambio se llama SNP (Figura 2). Se
estima que los SNP ocurren con una frecuencia de 1 en 1000 pb en todo el

genoma. Estos simples cambios pueden ser de tipo transicion o transversion.

A través del progreso de la investigacién relacionada con la genémica humana,
se ha identificado un gran numero de SNP en la codificacion de genes (Sobrino
et al., 2005). Se ha propuesto que los SNP de regiones codificantes (CSNP)
tienen el potencial de ser aplicados en la identificacién del origen de fluidos o
tejidos corporales, ya que pueden establecer una asociacion unica entre un perfil

de ADN especifico y un tipo de fluido corporal especifico (Wang et al., 2019).

Segun un informe (Halushka et al., 1999), aproximadamente el 50% de los SNP
se encuentran en las regiones no codificantes, el 25% conduce a mutaciones sin
sentido (SNP codificantes o cSNP) y el 25% restante son mutaciones silenciosas
(no cambian los aminoacidos codificados). Estos SNP silenciosos se denominan
SNP sinénimos, y lo mas probable es que no estén sujetos a la seleccion natural.
Por otro lado, los SNP no sinénimos (nSNP, aminoacidos codificados por
cambios) pueden producir patologia y pueden estar sujetos a seleccién
natural. Los SNP (sinébnimos y no sindnimos) influyen en la actividad del promotor
y en la conformacién (o estabilidad) del pre-ARNm. También alteran la capacidad
de una proteina para unirse a su sustrato o inhibidores (Kimchi-Sarfaty et al.,
2007) y cambiar la localizacién subcelular de proteinas. Por lo tanto, pueden ser
responsables de la susceptibilidad a enfermedades, el depédsito de farmacos y la
evolucién del genoma. Aunque varios de ellos afectan las funciones de los genes,
muchos de ellos no son perjudiciales para los organismos y deben haber
escapado a la presién de seleccion (Shastry, 2007).
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Figura 2. Representacion esquematica del SNP.

Fuente: Adaptado de Shastry, 2007

2.3.6. TPMT

2.3.6.1. Estructura del gen

El gen TPMT ubicado en el cromosoma 6 (6p22.3) tiene una longitud de 34 kb y
consta de 10 exones (Figura 3), ocho de los cuales codifican la proteina tiopurina
metiltransferasa (28 kDa) (Fong et al., 2017). La tiopurina S-metiltransferasa es
una enzima citosolica que cataliza la S-metilacion de compuestos de sulfhidrilo
aromaticos o heterociclicos, especialmente sustancias exégenas como 6-MP. El
gen TPMT exhibe un polimorfismo genético codominante autosémico, que puede
conducir a una ausencia o un bajo nivel de actividad TPMT en individuos

heterocigotos u homocigotos (Hon et al., 1999).

El fenotipo de actividad TPMT se hereda en el modo co-dominante
autosodmico; asi, los individuos deficientes son homocigotos o heterocigotos para
uno o dos alelos no funcionales del gen TPMT, mientras que los individuos
intermedios son heterocigotos, es decir portadores de un alelo funcional y un alelo



25

no funcional del gen. Los pacientes con actividad TPMT intermedia tienen una
alta probabilidad de reportar eventos adversos si son tratados con dosis estandar
de tiopurinas. Por el contrario, estos mismos pacientes pueden no tener efectos
secundarios importantes cuando la dosis se ajusta correctamente (Tamm et al.,
2008).
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Figura 3. Estructura del gen TPMT.

Fuente: https.//www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TPMT

2.3.6.2. Variantes alélicas

La presencia de polimorfismos de TPMT debe ser considerada y especialmente
no pasada por alto en el tratamiento con farmacos basados en tiopurinas, ya que
pueden afectar la tolerancia y eficacia de los farmacos. De hecho, la actividad
de TPMT en humanos es extremadamente variable de un individuo a otro y divide
a la poblacion en tres categorias: Un grupo mayoritario de sujetos para quienes
la actividad de TPMT es alta (o normal), un grupo de individuos para quienes la
actividad se dice que es intermedio, y un pequefo grupo de sujetos para quienes
la actividad TPMT es indetectable (Kham et al., 2009; McLeod & Siva, 2002).
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El analisis de la secuencia del gen TPMT, realizado en poblaciones de diversos
origenes étnicos, ha confirmado el origen genético del polimorfismo de actividad
TPMT y aclarado sus mecanismos moleculares (Krynetski etal., 1996), e
identificado més de cuarenta variantes alélicas del gen TPMT (lu et al., 2017).

El genotipo TPMT*1/TPMT*1 de tipo salvaje es consistente con la actividad
enzimatica TPMT normal. Es menos probable que las dosis estandar de
medicamentos con tiopurina sean toxicas en personas con este genotipo. Se
mantiene que los heterocigotos con 1 alelo de tipo salvaje y 1 variante (como
TPMT*1/*2, TPMT*1/TPMT*1/*3A, TPMT*1/*3B, TPMT*1/*3C, los genotipos
TPMT1/*8 y TPMT*1/*16) tienen una actividad TPMT intermedia, tienen un
mayor riesgo de toxicidad hematolégica y pueden requerir una dosis mas
baja. Los alelos estrella descritos estan referenciados en la base de datos del
comité de nomenclatura de TPMT ( https://liu.se/en/research/tpmt-nomenclature-
committee) que enumera las variantes de TPMT. El Consorcio de Variacién
Farmacogénica (PharmVar) continda actualizando nuevos alelos para
proporcionar a las comunidades clinicas y de investigacién un repositorio y una
nomenclatura estandarizada de variacion de farmacogeén.(Harmand & Solassol,
2020).

Se predice que los pacientes que carecen del alelo de tipo salvaje tendran una
actividad enzimatica baja o indetectable y corren un alto riesgo de toxicidad
hematoldgica potencialmente mortal si se les administran dosis completas de
medicacion con tiopurina. Se debe considerar una terapia alternativa o una dosis

reducida para estos pacientes (Harmand & Solassol, 2020).

Cabe sefialar que los alelos TPMT*3B, TPMT*3C, TPMT* 8 y TPMT*16 llevan
cada uno una variante que es especifica para ellos. Sin embargo, algunos alelos
tienen dos variantes, como el alelo TPMT* A, que contiene los polimorfismos que
se encuentran en los alelos TPMT*3B y TPMT*3C (Harmand & Solassol, 2020).


https://liu.se/en/research/tpmt-nomenclature-committee
https://liu.se/en/research/tpmt-nomenclature-committee
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TPMT*2,*3Ay *3C representan mas del 90% de los alelos inactivos (Appell et al.,
2013). Entre los mas comunes se encuentra el alelo TPMT*2, que en
comparacién con la secuencia de tipo salvaje del gen (TPMT*1), lleva una
mutacion missense en el ex6n 5 (¢.238G > C, p.Ala80Pro). Esta variacién de
secuencia altera la estructura terciaria de la proteina, lo que altera la estabilidad
de la enzima y conduce a su rapida degradacion por proteodlisis (Tai et al.,
1997). El alelo TPMT*3A alberga dos variantes sin sentido en Cis que se
encuentran en los alelos TPMT*3B (c.460G > A, p.Ala154Thr) y TPMT*3C
(c.719A > G, p.Tyr240Cys), ubicados en los exones 7 y 10, respectivamente.

Estas tres mutaciones, ¢.238G > C,p.Ala80Pro, ¢.460G > A,p.Ala154Thry c.719A
> G,p.Tyr240Cys, estan en el origen de los alelos no funcionales de TPMT que
se encuentran con mayor frecuencia, independientemente del origen étnico de
los individuos, con una frecuencia creciente ¢.238G > C, ¢.460G > A, c.719A > G
(Loennechen et al., 2001) (Cuadro 2).



EXON 5:
Variante nucleoétido Proteina
TPMT*2 ¢.238G>C p.Ala80Pro
TPMT*3D c.292G>T p.Glu98*
TPMT*9 c.356A>C p.Lys119Thr
TPMT*19 c.365A>C p.Lys122Thr
TPMT*34 c.319T>G | p.Tyr107Asp
TPMT"28 c.349G>C | p.Gly117Arg
TPMT*32 c.340G>A | p.Glu114Lys

EXON 7:
Variante nucleétido Proteina
TPMT*10 c.430G>C p.Gly144Gin
TPMT*3A c.460G>A p.Ala154Arg
TPMT*3B c.460G>A | p.Ala154Arg
TPMT"22 c.474T>C p.lle158lle
TPMT*16 c.488G>A | p.Arg163His
TPMT*22 c.488G>C | p.Arg158Pro
TPMT*33 c.487C>T | p.Arg158Cys

EXON 10:
Variante nucleétido Proteina
TPMT*8 C.644G>A p.Arg215His
TPMT*7 c.681T>G | p.His227GIn
TPMT*20 c.712A>G | p.Lys238Glu
TPMT*3A c.719A>G p.Tyr240Cys
TPMT*3C c.719A>G | p.tyr240Cys
TPMT*41 c.719A>C p.Tyr240Ser
TPMT*25 c.634T>C | p.Cys212Ser
TPMT*37 C.648T>A p.Cys216*
TPMT*40 c.677G>A | p.Arg226Gin

Fuente: Adaptado de Harmand & Solassol, 2020
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Cuadro 2. Polimorfismos del gen TPMT con sus alteraciones nucleotidicas
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2.3.7. NUDT15

2.3.7.1. Estructura del gen

El gen nudix hidrolasa 15 (NUDT15, también conocido como MTHZ2), tiene una
longitud de ~10 kb y estd ubicado en el cromosoma 13 (13g14.2) (S.-K. Yang
et al.,, 2014). El gen NUDT15 consta de 3 exones y pertenece a la familia de
hidrolasas NUDIX, que tiene la caja NUDIX altamente conservada e hidroliza el
difosfato de nucleésido similar a cualquier resto a monofosfato de nucledsido
(Figura 4) (Singh etal., 2017). A diferencia de otras proteinas de la familia
NUDIX, la proteina NUDT15 forma un homodimero (Carter et al., 2015).
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Figura 4. Estructura del gen NUDT15

Fuente: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=nudt15

2.3.7.2. Variantes alélicas del NUDT15

A través de estudios agnosticos de asociacion del genoma completo, se han
identificado variantes en NUDT15 que influyen fuertemente en la tolerancia a la
tiopurina en pacientes con LLA (J. J. Yang et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7385579/figure/f2-ir-2020-00002/
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El SNP (rs 116855232; ¢.415C>T) que causa p.R139C fue la primera variante
NUDT15 ligada a la toxicidad de las tiopurinas. Se demostré que este cambio de
aminoacido da como resultado una pérdida casi completa de la actividad
enzimatica y la estabilidad de la proteina in vitro. Los pacientes portadores de
este alelo mostraron un exceso de ADN-TG y mielosupresion grave (Moriyama
et al., 2016). En nifios con LLA, los pacientes homocigotos para la variante del
alelo p.R139C toleraron solo el 8% de la dosis estandar de mercaptopurina,
mientras que la intensidad de la dosis tolerada fue del 63% y el 83,5% para los
heterocigotos y los de tipo salvaje para este SNP, respectivamente (J. J. Yang
et al., 2015). La variante p.R139C se ha estudiado mas extensamente en
pacientes que reciben terapia con tiopurinas, por lo que proporciona la evidencia
mas sélida para la implementacion clinica (Relling et al., 2019) .

Se han informado varias variantes de NUDT15 asociadas con una disminucién
de la actividad de la difosfatasa, y se han asignado numeros de alelo estrella a
los haplotipos con diferentes combinaciones de variantes (Figura 5).

Los que tienen una sola variante de codificacién, son NUDT15*3
(rs116855232, ¢.415C>T), NUDT15*5 (rs18636481, ¢.52G>A), NUDT15*6 (rs86
9320766, ¢.36_37insGGAGTC) y NUDT15*7 ( rs766023281, c.101G>C) y la que
tiene dos variantes de combinacion es NUDT15*2, la cual transporta c.415C>T y
c.36_37insGGAGTC, que también estan presentes en NUDT15*3 y NUDT15%6,
respectivamente (Yu et al., 2020). Numerosos estudios han establecido que las
variantes del NUDT15 estan asociadas con la intolerancia a la mercaptopurina
en la LLA pediatrica en diferentes poblaciones, lo que destaca la importancia de
la tipificacién genética preventiva en estos pacientes (Buaboonnam et al., 2019;
Choi et al., 2019; Khera et al., 2019; Schaeffeler et al., 2019).


https://www.nature.com/articles/s41598-020-71468-y#Fig1
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Figura 5. Polimorfismos del gen NUDT15

Fuente: Adaptado de Yu et al., 2020

2.3.8. Secuenciamiento de Nueva Generaciéon (NGS)

El NGS es una nueva tecnologia utilizada para la secuenciacion de acidos
nucleicos (ADN y ARN), cuya finalidad generalmente es poder determinar
variantes o mutaciones en el genoma. La ventaja del NGS es uge se puede
secuenciar miles de genes o hasta el genoma completo en un tiempo
determinado. Las variantes o mutaciones de las secuencias detectadas por NGS
se han utilizado ampliamente para el diagnostico de enfermedades, el prondstico,
la decision terapéutica y el seguimiento de los pacientes. La capacidad de su
secuenciacion paralela masiva ofrece nuevas oportunidades para la medicina de

precision personalizada (Margulies et al., 2005; Schuster, 2008).

Es asi, que mediante el uso del NGS y utlizando las herramientas
bioinformaticas, se podria identificar variantes que esten relacionados a
significancia clinica, y poder clasificarla como una enfermedad de origen
genético. De la misma manera, se podra analizar si variabilidad genémica de
cada persona y como evoluciona a la respueta al diagnédstico, tratamiento y
estrategias de prevencién (Hintzsche et al., 2016).
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En estos tiempos, en el avance de las eras 6mica (gendémica, transcriptémica,
protedmica, etc); el NGS es de gran ayuda, y una de las companias que ha tenido
gran relevancia a nivel nacional e internacional es la que es proveida por la
empresa lllumina. Esta compafia contiene una amplia variedad de plataformas
de secuenciacion por sintesis que permiten obtener desde 4 millones de
secuencias en los equipos iSeq 100 System, hasta 20.000 millones de
secuencias de los equipos NovaSeq 6000 System (https://www.illumina.com/).

La secuenciacion de sintesis por lllumina, se divide en cuatro etapas:
2.3.8.1. Preparacion de Librerias

Para la preparacién de librerias o bibliotecas, se preparan los fragmentos que
van a ser secuenciados, esto implica la fragmentacién del ADN por método
enzimatico. Luego estos fragmentos son seguidos de adaptadores (linkers) 5’ y
3’, y a su vez el marcaje combina reacciones de fragmentacion y unién en un solo
paso que aumenta la eficiencia del proceso de preparacion de la libreria. Luego,
los fragmentos unidos con los adaptadores son amplificados y purificados (Clark
et al., 2019).

2.3.8.2. Generacion de cluster

El siguiente paso de NGS es separar o dividir la biblioteca de fragmentos de ADN
gendémico en ubicaciones discretas en una superficie sélida. Las plataformas de
secuenciacion de lllumina utiliza un flow cell (celda de flujo), que hay canales que
en realidad son camaras de microfluidos que permiten que fluyan diferentes
reactivos liquidos a una velocidad definida. Ademas, cada una de las camaras
de microfluidos tiene una superficie inferior que esta recubierta con
oligonucledtidos que son complementarios a los extremos del adaptador. Para
dividir la biblioteca NGS, los fragmentos preparados se inyectan en la celda de
flujo y la temperatura se ajusta para que los adaptadores de ADN gendmico
puedan aparearse con sus oligonucle6tidos complementarios en la celda de flujo.
Después de que cada uno de los fragmentos de ADN gendmico se adhiera a la
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celda de flujo, el siguiente paso es crear un grupo mediante PCR. Este paso es
esencial para la secuenciacién. La generacién de grupos se logra con PCR, y los
cebadores de PCR son los oligonucleétidos conectados a la celda de flujo. La
amplificacion por PCR se produce cuando el fragmento de ADN gendmico se
dobla, de modo que ambos adaptadores se aparean con la superficie a través de
los oligonucleodtidos. La estructura se asemeja a un puente, por lo que este tipo
de PCR se ha denominado amplificacion en puente (Figura 6). Los ciclos
continuos de temperaturas de desnaturalizacion, hibridacién y extension y
elongacidn convierten la copia unica de ADN gendmico dentro del nanopozo o la
posicion en el flow cell plana en un grupo de copias idénticas. Cada grupo
representa un pequeno segmento de todo el genoma y, por lo tanto, cada grupo
solo proporciona una pequefia cantidad de informaciéon de secuencia de ADN.
Pero hay decenas de millones de grupos en una sola celda de flujo, y cada uno
proporciona una parte del cédigo para todo el genoma (Clark et al., 2019).
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Cada nanopozo tiene Un fragmento de ADN Durante el recocido, Después de la elongacién, Los ciclos continuos
los cebadores directo genémico Lnido a cada ambos extremos del ahora se unen dos hebras crean un grupo
e inverso adheridos a nanopocillo fragmento se adhieren a través de los de fragmentos
la superficie a los oligonucledtidos oligonucledtidos
de la superficie de la superficie.

Figura 6. Amplificacion en puente segun el método de lllumina.

Fuente. Adaptado de Clark et al., 2019
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2.3.8.3. Secuenciamiento por sintesis (SBS)

Es una tecnologia de secuenciacion que utiliza la quimica de secuenciamiento
por sintesis, la cual es ampliamente adoptado por todo el mundo. El principio
inicial es que se van secuenciando las cadenas molde de ADN por ciclos
repetidos y luego se va agregando las bases de forma individual. Después
utilizando cuatro terminadores reversibles marcados con un fluoréforo distinto, de
modo que detecta cada base cuando son afnadidas a las cadenas moldes de
ADN. Al agregarse los nucledétidos simultaneamente y no secuencialmente, se va
produciendo una competencia natural por lo que se minimizan los errores de
incorporacion. Como las bases individuales se afiaden a todos los moldes de una
manera uniforme, el proceso de secuenciacién origina unas secuencias de ADN
de longitud uniforme. El resultado es una secuenciacion base a base muy precisa
que elimina virtualmente los errores especificos de la secuencia, permitiendo
asignaciones de bases fuertes entre el genoma, incluyendo regiones de
secuencias repetidas y homopolimeros. De esta forma, se consiguen secuenciar
los millones de clusters de la superficie de la célula al mismo tiempo (Clark et al.,
2019).

Después de cada ciclo de incorporacién, se eliminan los terminadores y se
determina la identidad de la base insertada por la excitacion inducida por laser
de los fluoréforos y la consiguiente formacién de imagenes que se registran
(Figura 7). La asignacion de bases esta hecha directamente de las medidas de
intensidad de sefal durante cada ciclo, lo cual reduce las tasas de error
comparado con otras tecnologias (Vazquez Escribano & Vazquez Escribano,
2016).
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Figura 7. Secuenciacién por Sintesis.

Fuente: Adaptado de Yu et al., 2020

2.3.8.4. Analisis de Datos NGS

El primer paso para analizar los datos obtenidos de la secuenciacion por
reacciones de sintesis es combinar las diferentes lecturas de cada grupo. Dos de
las cuatro lecturas decodificaron la secuencia de indice en ambos adaptadores.
Si el Flow cell se carga simplemente con una muestra de ADN gendmico, la
informacién del indice del adaptador o de las secuencias de cédigos de barras
es menos importante. El indice o los cédigos de barras son mas importantes
cuando las muestras se multiplexan o cuando se mezclan mas de una secuencia
de ADN gendmico. Luego, las lecturas del adaptador se utilizan para clasificar
cada grupo en las diferentes muestras. Las lecturas del ADN gendmico se
pueden alinear en informaciéon de secuencia continua ya sea por comparaciéon
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con un genoma secuenciado previamente o comparando una lectura con otra en
busca de secuencias superpuestas. El primer método es el método mas comun,
ya que muchos organismos ya han decodificado sus genomas. En el caso del
genoma humano, el genoma de referencia esta disponible para que lo vea
cualquiera en el sitio web del Genome Reference Consortium
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/grc). Cada una de las lecturas se alinea
individualmente con la referencia que se almacena como un archivo de mapeo
de alineacién binaria (BAM). Los paquetes de software especiales usan el archivo
BAM para ver si alguna de las lecturas tiene diferencias con el genoma de
referencia, llamado variante. La parte mas importante es determinar el significado
biolégico de la variante, lo que se puede hacer con una combinacién de
experimentos y la extraccion de otras bases de datos para obtener los resultados
de otros investigadores.

Por el contrario, la secuenciacion de novo o la secuenciacion de ADN de una
especie que no tiene un genoma de referencia utiliza la alineaciéon de secuencias
superpuestas para ordenar las lecturas. Los algoritmos informaticos buscan
secuencias coincidentes entre los millones de lecturas, alineando las lecturas en
una secuencia lo méas larga posible. El objetivo de las alineaciones de
secuenciacion es juntar tantas lecturas en una longitud contigua de informacién
de secuencia, denominada contig. La longitud del contig es otro parametro
importante de NGS, y el objetivo de cualquier analisis de secuencia es tener un
contig para cada cromosoma, aunque en realidad, las regiones repetitivas a
menudo lo hacen imposible. Muchas lecturas pueden tener discrepancias
menores entre si, por lo que después de la alineacion, la computadora
generalmente elige la base que es mas comun en cada posicién para crear la
secuencia de consenso. Hay muchas variantes de los analisis posibles como el
SNP, la identificacién de inserciones o deleciones, los recuentos de lecturas para
los métodos RNA, los andlisis filogenéticos o metagendmicos, y mas. El software
es capaz de recoger los datos, procesarlos y analizarlos para que haya una

minima intervencion del usuario Estos métodos de NGS permiten una amplia



37

variedad de técnicas, resolviendo cualquier pregunta relacionada con el genoma,
transcriptoma, o epigenoma de cualquier organismo. (Clark et al., 2019).

2.3.9. Equilibrio de Hardy-Weinberg

La ley de Hardy-Weinberg establece que si se cumplen las condiciones de
equilibrio de la poblacién (emparejamiento aleatorio y mutaciéon, migracion,
estratificacidn, deriva genética y selecciones insignificantes), las frecuencias de
genotipo deben ajustarse a una distribucion binomial predecible calculable a
partir de las frecuencias de alelos (Sen & Burmeister, 2008).
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1. Tipo y diseio de Investigacion

Observacional, descriptivo, de corte transversal y prospectivo.

3.2. Unidad de analisis

Pacientes con diagnéstico de Leucemia Linfoblastica Aguda referidos al servicio
de Geneética del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja, durante el periodo
2020.

3.3. Poblacion de estudio

Pacientes del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja.

3.4. Tamano de muestra

Considerando la prevalencia mas baja del polimorfismo del gen NUDT15, el cual
es del 21% (asociados con una actividad intermedia o disminuida de la enzima),
un margen de error del 5% y un nivel de confianza del 95%, se ha estimado un
tamafno de muestra equivalente a 255 individuos (tamafo de la muestra). Para

calcular el tamano de muestra corregida (nf), considero un tamarno de la
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poblacion fuente de 1000 individuos (N). Por lo que el nf equivale a 203
individuos. Sin embargo, anualmente se atienden aproximadamente entre 80 a
100 pacientes con diagndstico de LLA en el INSNSB, que cumplen con los
criterios de inclusion. Debido a este hecho se tratard de reclutar a todos los
pacientes que acudan al INSNSB durante el periodo de duracion del estudio. El

tamafno muestra estara representado por 80 pacientes pediatricos.

Criterios de Inclusion:

- Pacientes de ambos sexos menores de 18 anos.

- Pacientes con diagndstico LLA, y cuya informacion clinica de laboratorio o

genética-molecular sea completa.

- Pacientes que cuenten con autorizacion suscrita en el consentimiento
informado del padre o apoderado para su ingreso al estudio; o puedan

haber firmado el asentimiento informado por parte del nifio.

Criterios de exclusion:

- Pacientes de sexo femenino o masculino mayores de 18 afnos.
- Pacientes que use alguna tiopurinas, pero no tenga LLA.

- Pacientes con enfermedad hematoldgica diferente a LLA.
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3.5. Técnicas de recoleccion de Datos

3.5.1. Obtencion de las muestras

A todos los participantes pediatricos de este estudio, se les tomd
aproximadamente 3mL de sangre periférica, la cual fue colocada en vacutainers

gue contenian EDTA como anticoagulante.

Esta tesis forma parte de un proyecto de investigacién ganador de un Fondo
Concursable del ano 2019 (P1-364-2019), del INSNSB y cuenta con el aval del
Comité de Etica (Anexo 1), con un presupuesto de S/. 200, 310.00 (Anexo 2).

La toma de muestra se realizé previa firma del consentimiento (Anexo 3) y/o
asentimiento informado (Anexo 4) del paciente y apoderado. Cada muestra fue
identificada por un cddigo unico, garantizandose la confidencialidad de los datos

de acuerdo con los requerimientos.

3.5.2. Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realiz6 con el kit Monarch® Genomic DNA Purification
de New England Biolabs y se siguié las especificaciones del catdlogo NEB #
T3010.

Este procedimiento consté de dos etapas:
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Lisis de la muestra

Para la lisis celular y degradacion de la fraccion proteica para una muestra; se
tom6 100 L de sangre total en un tubo de microcentrifuga y se afiadié 100 L
de tampdn de lisis, 10 uL de Proteinasa Ky 3 uL de ARNasa A. Inmediatamente
se mezcld con la ayuda del vértex e incubd por 5 minutos a 70 °C en un mezclador
térmico con agitacién a maxima velocidad (~ 1400 rpm).

Union y elucion de ADN genomico

Se agreg6 400 uL de tampdn de unién a la mezcla del lisado. Luego se transfirié
la mezcla lisada/tampdn de unién (~600 uL) a una columna de purificaciéon del
ADN genomico (ADNg) preinsertada en un tubo de recoleccion. Luego se
centrifugd durante 3 minutos a 100 x g, para la union del ADNg e inmediatamente
se centrifugdé por 1 minuto a velocidad maxima (> 12,000 x g) para limpiar la
membrana. Se descarto el tubo de recoleccion y el fluido que se encontraba ahi.
Se transfirié la columna a un nuevo tubo de recoleccion y se agrego 500 uL de
tampdn de lavado de ADNg. Se centrifugd inmediatamente durante 1 minuto a
velocidad maxima (12.000 x g) y se deseché el fluido. Se volvidé a insertar la
columna en el tubo de recoleccién. Se afadié 500 yL de tampon de lavado y se
centrifugé 1 minuto a velocidad méaxima (12.000 x g), se desech¢ el fluido y el
tubo de recoleccidn. Se coloco la columna de purificacién de ADNg en un tubo
de microcentrifuga de 1.5 mL, debidamente rotulado con el co6digo
correspondiente. Luego se afnadié entre 35 a 50 uL de tampdn de elucién de
ADNg precalentado (60°C), durante 1 minuto. Se centrifugé por 1 minuto a
velocidad maxima (> 12,000 x g) para eluir el ADNg.
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3.5.3. Cuantificacion del ADN

Para la cuantificacién del ADN, se utilizé el kit de ensayo Qubit dsDNA HS (alta
sensibilidad) de Life Technologies (Q32851) en un fluorobmetro Qubit (v2.
Invitrogen by Life Technologies).

Para la cuantificacion de ADN se realiza basado en fluorescencia, como el Qubit
dsDNA HS. Los de fluorescencia emplean un fluor6foro especifico para el ADN
de doble cadena (dsDNA) y cuantifican de manera especifica y precisa el dsDNA,
incluso cuando hay muchos contaminantes comunes presentes. Por el contrario,
los métodos del espectrometro UV basados en lecturas de 260 OD pueden
sobrestimar las concentraciones de ADN. La sobreestimacion se debe a la
presencia de ARN y otros contaminantes comunes a las preparaciones de ADN.

Las cuantificaciones se realizaron en tubos de cuantificacion, la cuales contienen
una solucién de trabajo, compuesta por un Buffer y el fluorocromo (en
concentracion 200X con DMSO) del Qubit dsDNA HS, en una proporcién de 199
uL: 1uL respectivamente por cada tubo de trabajo. Para las calibraciones del
fluordmetro, se realizd con dos estandars denominados estandar #1 (0 ng/uL en
buffer TE) y estandar #2 (10 ng/uL en Buffer TE), los cuales se encuentran en el
kit de cuantificacidén. Para cada estandar se coloca 190uL de solucion de trabajo
y 10uL del estandar #1 y 10uL del estandar #2. Luego se realizé las lecturas para
cada tubo debidamente rotulado. Se comenz6 con los estandars #1 y #2 para la
calibracién del sistema Qubit y se sigui6 con la lectura de los tubos por muestra.
Para cada ronda de lectura de muestras, la cual oscilaba entre 5 a 10 muestras,
se estandarizaba el sistema del Qubit. Para la cuantificacion de cada tubo de
muestra se preparé utilizando 199uL de Solucién de trabajo afiadiendo 1uL de
muestra de ADN y se procedié con la lectura en el fluorometro. En total se
cuantificd las 80 muestras, obteniendo la cuantificaciéon en ng/uL.
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3.5.4. Integridad del ADN

Para observar la calidad o integridad del ADN de las 80 muestras en estudio, se
realizo electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE (Tris base, acido
aceético glacial y EDTA) a una concentracién de 1X. La solucién de agarosa se
prepar6 en buffer de TAE 1X, donde se calentdé en un microondas
cuidadosamente. La agarosa en estado liquido se vertié en una cubeta nivelada
y luego se colocé los peines que generan los pocillos respectivos donde iran las
muestras. Una vez gelificado durante 20 minutos aproximadamente, se retird los
peines, y el gel se coloc6 en la camara electroforética que contiene Buffer TAE
1X. A continuacién, se sembraron en cada pocillo 3uL de ADN con 2uL de buffer
de tincién (Applied Biological Materials Inc., Richmond, BC, Canada). La corrida
fue realizada en 40 minutos a 100 voltios (V). Se visualizdé en un documentador
de geles con luz ultravioleta. Se seleccionaron 24 muestras para la fotografia
(Figura 8). Se utilizé6 un marcador de peso molecular (M) de 50 pb. Los carriles

del 1 al 24 representa la integridad del ADN de cada una de las muestras.

9 10 11 12 M

M 13 14 15 1617 18 19 20 21 22 23 24 M

Figura 8. Integridad de ADN de 24 casos del INSNSB.

Fuente. Fotografia propia
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3.5.5. Obtencion de datos Demograficos y de Laboratorio

Se identific6 al paciente por un cbédigo numérico para mantener la
confidencialidad de la informacion. Se obtuvieron los datos demograficos (edad,
sexo, procedencia y linaje de la LLA) y laboratoriales (recuentos leucocitarios,
citogenética y panel LLA molecular) para la operacionalizacién de las variables
del sistema informatico Sis Galen Plus del INSNSB. (Cuadro 3).

Para los datos de laboratorio, se tuvo en cuenta los resultados cuantitativos y
cualitativos que le realizaron al paciente con los sintomas asociados al debut de
la probable leucemia infantil. Es asi, que los valores representaron al inicio de la
enfermedad.

Los datos fueron recolectados a través de la ficha de recoleccidén de datos que

se muestra en Anexo 5.

3.5.6. Genotipificacion de los genes TPMTy NUDT15

Para el NGS en la determinacion de los genotipos de los SNP para los genes
TPMTy NUDT15 se realiz6 en el Servicio de Genética del Instituto Nacional de
Salud del Nifo de San Borja, utilizando la tecnologia de un iSeq™100 de
lllumina®; siguiendo las recomendaciones descritas en la guia de referencia
“AmpliSeq for lllumina On-Demand, Custom, and Community Panels” (Document
# 1000000036408 v09- May 2020). Este sistema de secuenciacion ofrece un
método centrado en el NGS. Este sistema basado en aplicaciones incorpora la

tecnologia de secuenciacién de lllumina.
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Cuadro 3. Operacionalizacion de variables de la poblacion en estudio.

Variable Definiciéon operacional Tipo Categorizacion
. lidos desde | Cuantitativa
ias cumplidos desde la continua -
Edad fecha de nacimiento. menor a 18 anos
Sexo Condicion organica de las Cualitativa II\:/Izns?;TIIi?]g
personas. nominal
Lugar de origen 'y Cualitativa Lima
Procedencia procedencia del nominal Otros departamentos
paciente.
Diagnéstico que Cualitativa .
Linaje de la LLA motivo el manejo nominal ::::2 tipo B
e . tipo T
quimioterapeutico.
Conteo de globulos blancos o
Recuentos Cuantitativa
S (WBC) de la sangre en el . Mayor de 0
Leucocitarios o WBC cuerpo al debut. continua
Identificacion de las Cualitativa Allerasiones
, e . i . uméricas
Citogenética: anomalias cromosémicas y nominal Alteraciones
Nomenclatura al debut.
Estructurales
. BCR-ABL
Panel LLA Panel de genes frecuentes Cualltgtlva ESA-PBX1
. que se solicitan para la LLA nominal
(Molecular): MLL-AF4
al debut. TEL-AML 1
*1
. 2
, . Resultado de Cualitativa *
Pol|morf|7§lr3nl\35%del gen genotipificacion de nominal *gg
TPMT. .
3C
otros
Resultado de Cualitativa cc
Polimorfismos del gen Nificacié inal CT
NUDT15 genotipificacion de nomina T
NUDT15. otros

Fuente. Elaboracion propia.
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3.5.7. Diseno del panel personalizado o customizado para los genes TPMT
y NUDT15

Antes de realizar el proceso de secuenciamiento. Se disefié un panel de ADN
Ampliseq para lllumina personalizado para los genes TPMTy NUDT15. Para esto
se entrd a la pagina de lllumina (https://www.illumina.com/), y se cred una cuenta
con el respectivo correo y contrasena. En la plataforma de lllumina, se entr6 a
aplicacionesy luego a disenador de ensayos de secuencia, el cual nos va permitir
a comenzar un disefio de AmpliSeq para illumina a través de la personalizacion
de paneles de amplicones customizados. Para nuestro trabajo de investigacion
el disefo es de ADN perzonalizado AmpliSeq.

En el disefio se utilizo6 CDS ONLY, ya para estos dos genes solo nos intereso
analizar las secuencias codificantes, no las regiones UTR, las cuales entrarian si
colocabamos la opcién EXON ONLY.

La plataforma nos va a elaborar el nimero de amplicones de cada gen; para el

TPMT fueron 11 amplicones; para el gen NUDT15 fueron 6, como se muestra en
la Figura 9y 10.

b Type Name Chr Start Stop Amplicons Total Covered Missed Coverage
v Gene TPMT chré 1" 1138 1138 0 100% &
TPMT chré 18130873 18131036 1 163 163 0 100% &
TPMT chr6 18132338 18132433 1 95 95 0 100% &
TPMT chrf 18134009 18134145 2 136 136 0 100% &
TPMT chré 18139168 18139293 1 125 125 0 100% &
TPMT chré 18139870 18139973 1 103 103 0 100% &
TPMT chré 18143801 18143984 2 183 183 0 100% &
TPMT chr6 18148028 18148171 1 143 143 0 100% &
TPMT chré 18149193 18149383 2 190 190 0 100% &

Figura 9. Amplicones totales del gen TPMT.
Fuente. Fotografia propia


https://www.illumina.com/
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¢

-

Type Name Chr Start Stop Amplicons Total Covered Missed Coverage
Gene NUDT15 chr13 6 728 728 0 100% &
NUDT15 chr13 48611857 48612065 2 208 208 0 100% &
NUDT15 chr13 48615030 48615277 2 247 247 0 100% &
NUDT15 chr13 48615030 48615360 3 330 330 0 100% &
NUDT15 chr13 48619770 48619960 1 190 190 0 100% &

Figura 10. Amplicones totales del gen NUDT15.

Fuente. Fotografia propia

Luego del disefio customizado, y la obtencién de todos los insumos requeridos
para el proceso de secuenciamiento. A continuacion, se detalla la parte

operacional del proceso, siguiendo las recomendaciones del fabricante:
Consideraciones previas:

Para el proceso del total de niumero de muestras de esta tesis (N=80); se realizé
dos corridas de secuenciamiento. En la primera corrida se coloc6 en total 48
muestras, las cuales 47 fueron de los casos enrolados y 1 muestra fue utilizada
como control interno. En la segunda corrida de NGS, de la misma forma se
colocaron 47 muestras; las cuales contenian 33 casos enrolados para llegar al N,
14 muestras de verificacion de la primera corrida y 1 muestra como control.

Sabemos que en un primer momento cuando cada muestra llega al Servicio de
Genética, se extrae el ADN, se cuantifica el ADN y luego ser guarda a -20°C para
su posterior uso. Pero para el inicio del proceso operativo previo al
secuenciamiento, se volvié a cuantificar las 48 muestras de ADN; con la finalidad
de tener los valores mas exactos para la siguiente etapa (Normalizacion). Con
fines practicos para la obtencién de los volumenes para la normalizacién de cada
muestra se dejo6 o diluyé cada muestra de ADN entre 20 a 50 ng/uL
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3.5.8. Procedimiento experimental

3.5.8.1. Cuantificacion, Dilucion y Normalizacion del ADN

Reactivos y materiales: Low TE, ADN, strip, tips de 10ulL, tips de 200uL,
micropipeta 2-10uL, micropipeta de 20-200ulL, multicanal de 20 ulL y tubos de
1.5mL.

Operacionalidad: El volumen de ADN diluido necesario depende del nimero de
grupos de cebadores. Se cuantificd el ADN de cada muestra que se encuentra
en los tubos de 1.5mL mediante el método fluorométrico en el Qubit (Segun el
punto 3.5.3). Cada muestra fue diluida en una concentracién entre 20 a 50 ng/uL
usando el Low TE. Para la normalizacion de cada muestra, los inputs (entrada)
de cada ADN deben estar a 4ng/uL, el cual depende del numero de pools
utilizados; para nuestro trabajo se utiliz6 dos pools, por lo que segun las
recomendaciones del fabricante cada muestra debe entrar con 4ng/uL. La
normalizacion (4ng/uL) se realizé en strip. Al haber 48 muestras, entonces se
utilizoé 6 strips de 8. Para cada tubo, se coloc6 20 uL y se uso retir6 y afadié el
volumen teédrico del ADN con la concentracion inicial. Por ejemplo, para la
muestra con cédigo TN-001 (39.4 ng/uL), en el tubo que le corresponde, el cual
contiene 20 uL de Low TE, se le quité 2uL de Low TE y se afadioé 2 uL de ADN.
(Anexo 6).

3.5.8.2. Amplificacién de las regiones objetivo (target) de ADN

Este paso se utiliza PCR para amplificar las regiones objetivo de la muestra de
ADN. EIl procedimiento de amplificacion del objetivo depende del numero de
pools de cebadores en el panel de ADN. Para nuestro trabajo, se utilizé dos pools,
por lo que el proceso siguiente se realizé siguiendo esa cantidad de pools.
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Reactivos y materiales: ADN normalizado (4ng/uL), panel ADN customizado 2X
AmpliSeq (dos pools), 5X AmpliSeq HiFi Mix, Agua libre de nucleasas, film
adhesivo transparente, Placa PCR de 96 pocillos, strip, tips de 10uL, tips de 20uL,
micropipeta 2-10ulL, micropipeta de 2-20 uL, multicanal de 20 uL y tubos de 1.5mL

Operacionalidad: Para cada muestra de las 48 se utilizé los siguientes reactivos

y volumenes para preparar el Mix de 12.5 uL (Cuadro 4).

Cuadro 4. Reactivos para el proceso de la Mix HiFi.

Reactivo Volumen (ulL)
5X AmpliSeq HiFi Mix 5
ADN (4ng/uL) 7.5
Volumen Total 12.5

Fuente. Elaboracion propia.

En otra placa de PCR adicional, para cada muestra; se transfirié en un pocillo 5
uL del pool 1y 5 uL del pool 2; y luego se anadi6 en cada pocillo 5 uL del Mix de
12.5 uL; dando en cada pocillo un volumen final de 10 uL, luego se homogenizoé.
Luego se selld la placa y se coloc6 en el termociclador, con el programa

Amp_ADN guardado; segun la siguiente programacion:

99°C x 2 min
20 ciclos de:
- 99°C x 15 segundos
- 60°C x 4 minutos
Se podria mantener a 10°C hasta 24

horas.
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3.5.8.3. Digestion parcial de amplicones

Este paso utiliza el reactivo FuPa para digerir dimeros de cebadores y digerir

parcialmente los amplicones.

Reactivos y materiales: Fupa, strip, tips de 10 ulL, multicanal de 20 ulL,
multicanal de 10 uL, micropipeta 2-10uL vy film adhesivo transparente.

Operacionalidad: De la placa PCR, las cuales contiene las reacciones de
amplificacion; se trasladé con el multicanal, los 10 uL del poo/ 1 con los 10 uL del
pool 2 (para cada muestra). Luego se homogenizé con el multicanal de 20 ulL.
Luego se adiciond para cada muestra 2 uL de Fupa y luego se homogenizé con
el multicanal de 20 uL. Se realiz6 un spin.

Luego se sell6 la placa y se coloc6 en el termociclador, con el programa FuPa
guardado; segun la siguiente programacion:

50°C x 10 minutos
55°C x 10 minutos
62°C x 20 minutos

Se podria mantener a 10°C hasta 1 hora.

3.5.8.4. Ligacion de indices

Este paso se liga los adaptadores de indice 1 (i7) e indice 2 (i5) a cada muestra.
Los indices estan premezclados en una placa de un solo uso para garantizar
combinaciones unicas. Cada biblioteca tuvo una combinacion de indice Unica

para la secuenciacién de indice dual.

Reactivos y materiales: AmpliSeq CD Indexes, ADN ligasa, Switch Solution, tips
de 10 ul, tips de 20 uL, multicanal de 10 uL, multicanal de 20 uL, film adhesivo
transparente y Placa PCR de 96 pocillos.
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Operacionalidad: Para cada muestra se adicion6 en el orden siguiente los
siguientes reactivos: 4 uL Switch Solution, 2 uL AmpliSeq CD Index y 2 uL de
ADN Ligasa. Se

homogenizo y luego se hizo un spin. Se sell6 la placa de PCR y se colocé en el

termociclador con el programa Ligasa, segun la siguiente programacion:

22°C x 30 minutos
68°C x 5 minutos
72°C x 5 minutos

Se podria mantener a 10°C hasta 24
horas.

3.5.8.5. Limpieza de Librerias

Este paso utiliza perlas Agencourt AMPure XP para limpiar la biblioteca.

Reactivos y materiales: Perlas AMPure XP, Etanol al 70% (recién preparado),
tips de 10 uL, tips de 20 uL, tips de 200 uL, micropipeta 2-10uL, micropipeta de
20-200 uL y multicanal de 200 uL.

Operacionalidad: Se transfiri6 30 uL de perlas a cada pocillo de reaccién de la
placa de PCR, luego se homogenizd. Se incub6 por 5 minutos a temperatura
ambiente y luego se colocd en un soporte magnético durante 2 minutos. Luego
evitando tocar las perlas, se removi6 el sobrenadante de cada pocillo. Se adicion6
150 uL de etanol al 70% y se incubd por 30 segundo a temperatura ambiente,
luego se descarto el sobrenadante (este paso con el etanol se realiz6 2 veces).
Luego se verificd que todo el etanol se haya retirado de los pocillos y se dej6
secar las perlas a temperatura ambiente por 15 minutos. No se retir6 del soporte
magnético.
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3.5.8.6. Amplificacion de las librerias

Este segundo paso se amplifico las bibliotecas para garantizar una cantidad
suficiente para la secuenciacién en los sistemas lllumina. La reaccion de

amplificacion contiene las perlas, que se transfirieron del paso anterior.

Reactivos y materiales: 1X Lib Amp Mix, 10X Library Amp Primers, film
adhesivo transparente, strip, tips de 10 uL, tips de 200 uL, micropipeta de 20-200
uL y multicanal de 200 uL.

Operacionalidad: Para cada muestra se anadi6é 45 uL de 1X Lib Amp Mix y 5 uL
de 10X Library Amp Primers, se homogenizé. Se selld la placa de PCR y se
realizé spin. Se coloco en el termociclador con el programa Amp 7, segun la

siguiente programacion:

98°C x 2 min
7 ciclos de:
- 98°C x 15 segundos
- 64°C x 1 minuto
Se podria mantener a 10°C hasta 24
horas.

3.5.8.7. Segunda limpieza de librerias

Este segundo paso de limpieza se utilizé perlas Agencourt AMPure XP para
realizar dos rondas de purificacién. En la primera ronda, las perlas capturaron el
ADN de alto peso molecular y lo desechan. La libreria y los cebadores se retienen
en el sobrenadante y se transfieren a una placa nueva para la segunda ronda de
purificacion. En la segunda ronda, las perlas capturaron las librerias del
sobrenadante, mientras que los cebadores permanecen en el sobrenadante. El
pellet de las perlas fue salvado y las librerias se eluyeron de las perlas.

Reactivos y materiales: Perlas AMPure XP, Etanol al 70% (recién preparado),
Low TE, tips de 10 uL, tips de 20 uL, tips de 200 uL, micropipeta 2-10uL,
micropipeta de 20-200 uL y multicanal de 200 uL.
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Operacionalidad: Se agreg6 25 uL de perlas a cada pocillo, se homogenizé e
incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se colocé la placa de PCR
al soporte magnético y se dej6 reposar por 5 minutos. Luego se transfirié todo el
sobrenadante, el cual contiene las librerias de amplicones deseada, a una nueva
placa de PCR. Luego en cada pocillo con el sobrenadante se agreg6 60 ulL de
perlas, se homogeniz6 e incubd por 5 minutos a temperatura ambiente y luego
se colocd en un soporte magnético durante 5 minutos. Luego evitando tocar las
perlas, se removié el sobrenadante de cada pocillo. Se adicioné 150 uL de etanol
al 70% y se incub6 por 30 segundo a temperatura ambiente, luego se descarté
el sobrenadante (este paso con el etanol se realizd 2 veces). Luego se verificd
que todo el etanol se haya retirado de los pocillos y se dejé secar las perlas a
temperatura ambiente entre un rango de 10 a 15 minutos. No se retir6 del soporte
magnético. Luego de asegurarnos que todo etanol se haya evaporado, se retird
la placa del soporte magnético y se adiciond 20 uL de Low TE y se homogenizé.
Luego se colocd en el soporte magnético y se incubd por 5 minutos. Luego
evitando tocar las perlas se transfiri6 los aproximadamente 20 ulL del
sobrenadante de cada muestra, donde se encuentra la libreria de amplicones, a
otra placa de PCR, con la ubicacién respectiva de cada pocillo con su muestra.

3.5.8.8. Verificacion y Normalizacion de las librerias

Para que las densidades de los cluster sean 6ptimas en la celda de flujo, se
cuantificé y calificd las librerias. Para la cuantificacion de las librerias de las 48
muestras, se utilizé la misma metodologia del punto 3.5.3. Los valores de la
cuantificacion se observan en el Anexo 7. Estos valores se utilizaron para calcular
la moralidad de la libreria de cada muestra usando la siguiente formula:

ng/ulx108 = Molaridad (nM)

660%35 tamaio promedio de la libreria
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Hay que tener en cuenta que el tamafio promedio de nuestra libreria fue
aproximadamente 245 pb, teniendo una distribucion de longitud del amplicon
entre 125 a 275 pb. De esta manera se determiné la moralidad de cada muestra,
luego las librerias de cada muestra fueron diluidas a la concentracion de su
sistema de secuenciacion (2nM). Luego para la normalizacién de las librerias y
para fines practicos, cada libreria fue diluida a un volumen final de 20 uL y una
concentracion de 2nM. Por ejemplo (Anexo 7), para la muestra con codigo TN-
001 (3.5 ng/uL), se determind su concentracion inicial de acuerdo a la férmula, la
cual fue 10.9 nM. Luego para llevarlo a 2nM en 20 ulL, se necesité 3.6 uL de la

libreria con 16.4 uL de Low TE. De la misma forma para todas las muestras.

Se seleccionaron 24 muestras para observar la integridad de las librerias (Figura
11). Se utilizé un marcador de peso molecular (M) de 50 pb. Los carriles del 1 al

24 representa las librerias de cada una de las muestras.

7 8 9 10 11 12 M

..".bﬁb‘t‘.‘.'..’-

M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

Figura 11. Integridad de Libreria de 24 casos del INSNSB.

Fuente. Fotografia propia
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3.5.8.9. Preparacion del pool de librerias para el Iseq100

Todas las muestras normalizadas a 2 nM, luego fueron juntadas (pool de librerias
a 2nM) en un tubo de 1.5 mL. Para esto se transfiri6é sélo 10 uL de cada muestra,

por lo que para las 48 muestras; se obtuvo un volumen total de 480 uL (2nM).

Para el cargado final en el sistema de secuenciamiento, la concentracién de la
carga final segun las recomendaciones del fabricante debid estar en 50 pM para
el sistema del Iseq100. Por lo que para un volumen final de 100 uL, se transfirié
2.5 uL del pool de librerias (2 nM) a 97.5 uL de Low TE; donde se obtuvo 50 pM
en 100 uL (pool de librerias a 50 pM).

Utilizamos un PhiX Control v3 (lllumina, Inc, SanDiego, EE.UU.), que es una
libreria fabricada del genoma del virus PhiX, la cual se utiliz6 como control de la
secuenciacion. Esta libreria proporciona un control de calidad para la generacion
de “clusters”, la secuenciacion o el alineamiento, Puede ser alineado rapidamente

para estimar la tasa de error entre otros.

Este PhiX (10nM), también fue diluido a 50 pM en 100 uL; luego del pool de
librerias de las muestras a 50 pM, se retird 1 uL y afnadimos 1 uL del PhiX (50
pM). De esta manera se trabajé el PhiX al 1%. De esta solucién final se transfirié
20 uL al cartucho.

3.5.8.10. Sistema de Secuenciamiento Iseq100

El Iseq100, contiene solo un cartucho de un solo uso precargado con todos los
reactivos necesarios para llevar a cabo un experimento. La celda de flujo
equipada con un sensor y la

biblioteca se cargaron directamente en el cartucho, el cual posteriormente se
cargd en el instrumento. La identificacion integrada permiti6 un seguimiento

preciso. A través de un paquete de software integrado se controlé el
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funcionamiento del instrumento, el procesamiento de las imagenes y generacion
de las llamadas de bases. Este paquete incluyé herramientas de analisis y
transferencia de datos integradas en el instrumento para poder llevar a cabo

andlisis externos.

El Local Run Manager introdujo la informacion de la muestra y, posteriormente,
analiz6 los datos del experimento con el médulo de analisis especificado en el
experimento. El software incluyd un paquete de médulos de andlisis. El flujo de
trabajo de secuenciacidén se encontro integrado en BaseSpace Sequence Hub,
el entorno informatico basado en la nube de lllumina para la supervisién de
experimentos, el analisis de datos, el almacenamiento y la colaboracién. Los
archivos de resultados se transmitieron en tiempo real a BaseSpace Sequence
Hub para analizarlos.

3.6. Analisis e interpretacion de la informacion

Para este trabajo de investigacién, se realiz6 una descripcién de las variables
demogréficas y laboratoriales, empleandose porcentajes y frecuencias absolutas
para las variables cualitativas (sexo, tipo de muestra, citogenética y panel LLA
molecular) y medidas de tendencia central como la media y desviacién estandar
0 mediana para las variables cuantitativas (edad y recuento leucocitario), segun
se ajusten o no a una distribucidon normal. Estos analisis estadisticos fueron

realizados mediante SPSS v.26.

Para el analisis bioinformatico, se utilizé el BaseSpace Variant Interpreter de
illumina, el cual nos permitié identificar las variantes o polimorfismo significativos

de los datos gendmicos humanos de todas las muestras.

Con todos los datos obtenidos para los polimorfismos del gen TPMTy NUDT15,
se calcularon las frecuencias genotipicas, donde a partir de ellas se obtuvieron
las frecuencias alélicas. Las frecuencias alélicas, genotipicas y el equilibrio de
Hardy-Weinberg se evaluaron mediante Arlequin v3.5.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Presentacion de Resultados

4.1.1. Caracterizacion demografica y laboratorial de las muestras de
estudio

En nuestro estudio de las 80 muestras con diagnostico de LLA de tipo B o T,
siguiendo los criterios de inclusion y exclusién, se pudo obtener las
caracteristicas demograficas (edad, sexo, procedencia y linaje de la LLA) y

laboratoriales (recuento leucocitario, citogenética y panel LLA molecular).

Para los datos demograficos (Cuadro 5), se puede observar que las edades
representan cronolégicamente hasta la fecha actual, a todos los pacientes
pediatricos que fueron atendidos en el INSNSB. El sexo para todos los casos se
categorizé en femenino y masculino. La procedencia de las pacientes pertenecio
a diversas regiones del Peru la cual estuvieron incluidos los departamentos de
Amazonas, Ancash, Cajamarca, Callao, Cusco, Huanuco, Ica, Junin, La Libertad,
Lambayeque, Lima, Loreto, Moquegua, Piura, San Martin, Tumbes y Ucayali. El
linaje o tipo de leucemia linfoblastica aguda, se encontré paraBy T.

Para los datos laboratoriales (Cuadro 6), el recuento leucocitario se midié en

10%/mm3; donde se pueden observar valores altos relacionados a una
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hiperleucocitosis, como también valores bajos relacionados a pacientes que
probablemente fueron leucopenicos, pancitopenicos o bicitopenicos. La
citogenética representd cariotipos normales como también alteraciones
numeéricas y/o estructurales; asimismo, en algunos casos no hubo crecimiento
celular, el cual indicé la no presencia de la nomenclatura de esos casos. Para el
panel LLA molecular de nuestra rutina del Servicio de Genética, el cual es una
prueba que involucra para la deteccion de sélo los genes de fusibn BCR/ABL
(p210 y p190), E2A/PBX1, MLL/AF4 y TEL/AML; los resultados negativos,
indicaron la no deteccion de estos genes para el panel LLA. A su vez, hubo en
algunos casos positivos por ejemplo para el BCR/ABL (variante p190) que fue la
muestra con cédigo TN-010. Hay que resaltar que para la deteccion de los genes
de fusién del panel LLA mencionados, la positividad de un gen de fusién excluye
la presencia de los demas.



Cuadro 5. Datos demograficos de la poblacion en estudio.
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Caddigo Edad Sexo Departamento Linaje Caddigo Edad Sexo Departamento Linaje

TN-001 6 F Lima LLA - tipo B TN-021 3 M Callao LLA - tipo B
TN-002 4 M Lima LLA - tipo B TN-022 8 M Loreto LLA - tipo B
TN-003 9 F Lima LLA - tipo B TN-023 13 M Ica LLA - tipo B
TN-004 8 M Ancash LLA - tipo B TN-024 4 M Moquegua LLA - tipo B
TN-005 10 M Lima LLA - tipo B TN-025 7 F La Libertad LLA - tipo B
TN-006 3 M Lima LLA - tipo B TN-026 7 M Lima LLA - tipo B
TN-007 11 F Lima LLA - tipo B TN-027 12 M Lima LLA - tipo B
TN-008 16 F Ucayali LLA - tipo B TN-028 8 M Loreto LLA - tipo B
TN-009 6 M Lima LLA - tipo B TN-029 5 M Lima LLA - tipo B
TN-010 14 M Ica LLA - tipo B TN-030 5 M Callao LLA - tipo B
TN-011 3 F Lima LLA - tipo B TN-031 5 F Piura LLA - tipo B
TN-012 5 M Lima LLA - tipo B TN-032 7 F Piura LLA - tipo B
TN-013 7 F Lima LLA - tipo B TN-033 6 M Lima LLA - tipo B
TN-014 11 M Lima LLA - tipo B TN-034 7 F Piura LLA - tipo B
TN-015 6 M Cusco LLA - tipo B TN-035 7 M Lima LLA - tipo B
TN-016 8 M Lima LLA - tipo B TN-036 17 M La Libertad LLA - tipo T
TN-017 6 M Lima LLA - tipo B TN-037 11 F Lima LLA - tipo B
TN-018 6 F Cajamarca LLA - tipo B TN-038 9 M Lambayeque LLA-tipo T
TN-019 16 F La Libertad LLA - tipo B TN-039 F Lima LLA - tipo B
TN-020 7 M Ica LLA - tipo B TN-040 16 F Huanuco LLA - tipo B

Fuente. Elaboracion propia.




60

Codigo Edad Sexo Departamento Linaje Cadigo Edad Sexo Departamento Linaje

TN-041 6 F Lima LLA - tipo B TN-061 5 F Junin LLA - tipo B
TN-042 7 M Lima LLA - tipo B TN-062 10 F San Martin LLA - tipo B
TN-043 9 M Lima LLA - tipo B TN-063 1 F La Libertad LLA - tipo B
TN-044 8 M Lima LLA - tipo B TN-064 9 F Junin LLA - tipo B
TN-045 6 M Ancash LLA - tipo B TN-065 4 F San Martin LLA - tipo B
TN-046 2 M Lima LLA - tipo B TN-066 8 M Ica LLA - tipo B
TN-047 4 F Lima LLA - tipo B TN-067 17 F Callao LLA - tipo B
TN-048 5 F Amazonas LLA - tipo B TN-068 7 F Lima LLA - tipo B
TN-049 4 M Lima LLA - tipo B TN-069 16 M Lima LLA - tipo B
TN-050 4 M Lima LLA - tipo B TN-070 8 F Lima LLA - tipo B
TN-051 4 M Ancash LLA - tipo B TN-071 10 M Ancash LLA - tipo B
TN-052 2 F Tumbes LLA - tipo B TN-072 14 F Lima LLA - tipo T
TN-053 5 M Callao LLA - tipo B TN-073 16 F Ancash LLA - tipo B
TN-054 5 F Ancash LLA - tipo B TN-074 6 M Lima LLA - tipo B
TN-055 6 F Lima LLA - tipo B TN-075 5 M Huanuco LLA - tipo B
TN-056 2 M Cusco LLA - tipo B TN-076 8 F Junin LLA - tipo T
TN-057 12 M Lima LLA - tipo B TN-077 11 F Junin LLA - tipo B
TN-058 9 M Lima LLA - tipo B TN-078 5 M Ancash LLA - tipo B
TN-059 8 F Lima LLA - tipo B TN-079 7 F Lima LLA - tipo B
TN-060 5 M Piura LLA - tipo B TN-080 2 M Ucayali LLA - tipo B

Fuente. Elaboracion propia.




Cuadro 6. Datos laboratoriales de la poblaciéon en estudio.
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Cadigo WBC (103/mm?3) Citogenética Panel LLA
TN-001 10.23 46,XX[20] Negativo
TN-002 3.51 46,XY,t(5;14)(936.2;911.2),i(9)(q11)[14]/46,XY[6] Negativo
TN-003 6.45 54~60,XX,+4,+6,+8,+10,+11,+12,+13,+14,+16,+17,+18,+18,+21,+21,+22 [cp16]/46, XX[2] Negativo
TN-004 87.19 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-005 1.2 46,XY[20] TEL-AMLA
TN-006 47.34 46,XY[20] E2A-PBX1
TN-007 7.2 46,XX[20] Negativo
TN-008 1 46,XX[20] Negativo
TN-009 226.32 46,XY,1(15;18)(q21;923)[15]/46,XY[5] Negativo
TN-010 133.95 45,XY,1(9;22)(q34;911.2) ,-16,add(20)(q11.2)[17]/44,XY ,der(9)t(9;12)(p22;q13) t(9;22)(q34;q11.2),- BCR-ABL p190
12,-20,ace[2]/46,XY[1]

TN-011 43.12 46,XX[20] Negativo
TN-012 4.09 52 ~ 60,XY,+X,+4,+6,+8,+10,+14,+17,+18,+21[16] Negativo
TN-013 142.27 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-014 2.52 47,XY,add(7)(932),-17,+21c,+mar[3] Negativo
TN-015 16.05 46,XY[20] Negativo
TN-016 6.05 46,XY,1(1;16)(932;024),t(4;21)(p10;910),t(8;12)(p10;p10)[8]/46,XY[16] Negativo
TN-017 109.09 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-018 213 47,XX,del(16)(q12),+21c[5])/47,XX,+21c[15] Negativo
TN-019 63.43 46,XX[20] Negativo
TN-020 49.22 47,XY,+21[20] Negativo

Fuente. Elaboracion propia.
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Codigo WBC (103/mm?) Citogenética Panel LLA
TN-021 76.49 46,XY[20] E2A-PBX1
TN-022 5.26 46,XY[20] Negativo
TN-023 9.39 46,XY[20] Negativo
TN-024 19.44 55, XXYY,+6,+10,+14,+17,+18,+21,+21[18]/46,XX[2] Negativo
TN-025 16.71 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-026 0.66 46,XY[20] Negativo
TN-027 2.23 46,XY[5]BIM Negativo
TN-028 11.32 63,XY,+X,+3,+4,+5,+6,+8,+9,+10,+13,+14,+15,+16,+17,+18,+21,+21,+21[5]/46,XY[25] Negativo
TN-029 16.74 46,XY[20] TEL-AMLA
TN-030 3.89 46,XY[7]BIM Negativo
TN-031 8.9 46,XX[20] Negativo
TN-032 3.77 46,XX[20] TEL-AMLA
TN-033 7.15 52,XY,+X,+5,+8,+10,+21,+21[1]/52,idem,i(17)(q10)[1]/46,XY[5] Negativo
TN-034 24.41 56,XXX,dup(1)(921g32),+75,+78,+?14,+15,+17,++19,+2,+21[20] Negativo
TN-035 2.63 46,XY[20] Negativo
TN-036 433.73 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-037 128.08 46,XX[20] Negativo
TN-038 47.18 45,X,-Y[10]/idem,t(2;14)(g35;q911.2)[71/46,XY[3] Negativo
TN-039 2.3 46,XX[20] Negativo
TN-040 94.3 46,XX,del(9)(p21)[4]/46,XX[16] Negativo

Fuente. Elaboracion propia.
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Codigo WBC (103/mm?) Citogenética Panel LLA
TN-041 2.65 NO CRECIMIENTO CELULAR TEL-AMLA
TN-042 2.73 46,XY[20] Negativo
TN-043 7.4 46,XY[20] TEL-AMLA
TN-044 11.43 46,XY, inv(5)(q139g35),der(19)t(1;19)(923;p13.3)[1]/46,XY[1] E2A-PBX1
TN-045 7.4 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-046 8.76 46,XY[20] Negativo
TN-047 05 69 56~58,XX,dup(1)(921942),+4,+6,+7,+8,+49,+10,+14,+17,+18,+21,+21,+22 Negativo
[71/46,XX[13]
TN-048 13.38 46,XX,der(12)t(1;12)(q23;924)[6]/46,XX[2] Negativo
TN-049 25.88 58,XY,+X, 4,+6,+8,+10,+14,+15,+17,+18,+21,+21,+22[4]/46,XY[5] Negativo
TN-050 2.99 46,XY,del(12)(p13)[15]/46,XY[5] TEL-AMLA
TN-051 21.86 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-052 170.35 46,XX,t(4;11)(921;923)[7]/46,XX[2] MLL-AF4
TN-053 70.54 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-054 8.7 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-055 5 NO CRECIMIENTO CELULAR TEL-AMLA
TN-056 12.73 46,XY,t(16;20)(g24;q11.2)[20] Negativo
TN-057 89.99 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-058 2.83 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-059 17.18 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-060 4.27 46,XY[20] Negativo

Fuente. Elaboracion propia.
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Cadigo WBC (103/mm?3) Citogenética Panel LLA
TN-061 16.12 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-062 6.78 46,XX[20] Negativo
TN-063 677.12 46,XX,t(4;11)(921;923),t(10;10)(922;926)[20] MLL-AF4
TN-064 396.59 46,XX,del(9)(p22)[20] Negativo
TN-065 26.91 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-066 8.4 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-067 14.41 NO CRECIMIENTO CELULAR TEL-AMLA
TN-068 3 NO CRECIMIENTO CELULAR TEL-AMLA
TN-069 9.23 47,XY,+21¢[9]BIM Negativo
TN-070 3.87 54 XX,+X,+4,+6,del(6)(g21),add(9)(934),+10,+14,+17,+18,+21 [18]/46,XX[2] Negativo
TN-071 2.77 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-072 190.47 46,XX[20] Negativo
TN-073 32.83 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-074 3.34 46,XY,t(7;15)(g22;q15)[11]/46,XY[9] Negativo
TN-075 8.38 66~69<3n>,XX,-Y,+5,-9,+10,-11,+14,+17,+18,-19,-20,+21,-22 [cp11]/46,XX[4] Negativo
TN-076 150.38 45,X,-X,1(8;14)(924;911.2)[16]/46,XX[4] Negativo
TN-077 3.74 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-078 14.56 46,XY[8]BIM E2A-PBX1
TN-079 1.84 NO CRECIMIENTO CELULAR Negativo
TN-080 108.91 46,XY,del(9)(p13)[20] Negativo

Fuente. Elaboracion propia
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El consolidado del numero, medias y porcentajes de los datos demogréficos, se
observa en el Cuadro 7. Para las 80 muestras de pacientes pediatrico con
diagndstico de LLA; la variable edad, tuvo una media de 7afos y 6 meses (7.6).
Para la variable Sexo, el mayor nUmero de pacientes fue masculino con 45
muestras (56.25%), y para el femenino fue 35 (43.75%). Con respecto a la
procedencia, los casos que pertenecen al departamento de Lima fueron 38
(47.5%) individuos; y 42 (52.5%) para los casos que no provenian de Lima; es
decir fue mayor el numero de casos referidos de provincia al INSNSB. Para el
linaje de la LLA, el tipo B con 76 (95%) individuos fue mayor que el tipo T con 4
(5%) individuos.

Cuadro 7. Consolidado de las variables demograficas.

) Valores
Variable Categorizacion
h o media %
Cronoloégica (anos
Edad gica ( y 7.6 -
meses)
Femenino 35 43.75
Sexo
Masculino 45 56.25
Lima 38 47 .50
Procedencia
otros 42 52.50
B 76 95.00
Linaje
T 4 5.00

Fuente. Elaboracion propia



66

El consolidado de la medias y porcentajes de los datos laboratoriales, se observa
en el Cuadro 8. Para las 80 muestras de pacientes pediatrico con diagnostico de
LLA, la media del recuento leucocitario fue 50.85.x 103/mm3. La citogenética
mostrd que el cariotipo estuvo mayoritariamente representado por alteraciones
numeéricas y/o estructurales (41.25%), las normales el 30% y hubo también un
porcentaje significativo de no crecimiento (28.75%). Para el panel molecular de
LLA, el mayor porcentaje (80%), fue negativo. La positividad fue mayor para el
gen de fusién TEL-AML1 (11.25%), luego el E2A-PBX1 (5%), MLL-AF4 (2.5%) y
BCR-ABL p190 (1.25%).

Cuadro 8. Consolidado de las variables laboratoriales.

Valores
Variable Categorizacion
Media %
Recuento
10%/mm3 50.85 -
Leucocitario
Normales 24 30.00
Alteraciones
Citogenética numeéricas y/o 33 | 41.25
estructurales
No crecimiento 23 28.75
Negativo 64 80.00
BCR-ABL p190 1 1.25
Panel LLA
E2A-PBX1 4 5.00
molecular
MLL-AF4 2 2.50
TEL-AML1 9 11.25

Fuente. Elaboracion propia
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4.1.2. Genotipificacion de los polimorfismos en los genes TPMTy NUDT15

Con los datos obtenidos del secuenciamiento, se pudo determinar la
genotipificacion de los polimorfismos de los genes TPMT y NUDT15 mas
frecuentes (los cuales han sido mayoritariamente involucrados con la actividad

del metabolismo de las tiopurinas); y los polimorfismos nuevos.

4.1.2.1. Genotipos del gen TPMT

Los polimorfismos del gen TPMT mas frecuentes analizados, se encuentran en
el Cuadro 9. Estos polimorfismos nos sirvieron de referencia para determinar la
genotipificacion de los polimorfismos para las 80 muestras, las cuales se

observan en el Cuadro 11.

Cuadro 9. Polimorfismos frecuentes en el gen TPMT.

SNP de
Cambio
referencia SNP . Alelo Exén
aminoacidico
(rs)
rs1800462 238G>C Ala80Pro TPMT*2 5
rs1800460 460G>A Ala154Thr TPMT*3B 7
rs1142345 719A>G Tyr240Cis TPMT*3C 10
rs1800460 y 460G>Ay Ala154Thry

TPMT*3A 7y 10

rs1142345 719A>G Tyr240Cis

Fuente. Elaboracion propia
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4.1.2.2. Genotipos del gen NUDT15

El polimorfismo del gen NUDT15 mas frecuente analizado, se encuentran en el
Cuadro 10. Este polimorfismo nos sirvi6 de referencia para determinar la
genotipificacion de los polimorfismos para las 80 muestras, las cuales se
observan en el Cuadro 12.

Cuadro 10. Polimorfismo frecuente en el gen NUDT15.

SNP de .
. Cambio ]
referencia SNP . o Alelo Exon
aminoacidico
(rs)
rs116855232 415C>T Arg139Cys TPMT*2 3

Fuente. Elaboracion propia



Cuadro 11. Genotipos de los polimorfismos frecuentes del gen TPMT de las 80 muestras estudiadas.
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CODIGO TPMT*2 238G>C TPMT*3B 460G>A TPMT*3C 719A>G Genotipo
TESIS (rs1800462) Genotipo (rs1800460) Genotipo (rs1142345) Genotipo final
CC GC GG CC CT TT TT TC CC
TN-001 CC - - *1/*1 CC - - *1/*1 1T - - *1/*1 *1/*1
TN-002 cC - - *1/1 cC - - “1/1 TT - - *1/1 *1/41
TN-003 cC - - “1/1 cC - - *1/1 TT - - “1/*1 “1/41
TN-004 CC - - *1/1 CC - - *1/1 1T - - 1/ *1/*1
TN-005 CC - - *1/*1 CC - - *1/1 1T - - 1/ *1/*1
TN-006 cC - - *1/1 cC - - “1/1 TT - - “1/1 1/41
TN-007 ccC - - *1/1 ccC - - *1/1 TT - - *1/1 *1/1
TN-008 CC - - *1/*1 CC - - *1/1 1T - - *1/1 *1/*1
TN-009 CC - - *1/*1 CC - - 1/ 1T - - 1/ *1/*1
TN-010 cC - - “1/1 cC - - “1/1 TT - - “1/1 “1/1
TN-011 cC - - “1/1 cC - - “1/1 TT - - “1/1 “1/1
TN-012 CcC - - *1/1 CC - - *1/1 1T - - *1/1 *1/*1
TN-013 CC - - *1/1 CC - - *1/1 1T - - *1/1 *1/*1
TN-014 cC - - 1/1 cC - - *1/1 TT - - “1/1 “1/1
TN-015 cc - - *1/1 cc - - *1/1 TT - - *1/1 *1/1
TN-016 cc - - *1/1 cc - - *1/1 TT - - *1/1 *1/1
TN-017 CcC - - *1/1 - CT - *1/*3B - TC - “1/*3C *1/*3A
TN-018 cC - - *1/*1 cC - - *1/*1 TT - - *1/*1 *1/*1
TN-019 cc - - *1/1 cc - - *1/1 TT - - *1/1 *1/1
TN-020 cC - - *1/*1 cC - - 1741 TT . - 1741 *1/*1

Fuente. Elaboracion propia




CODIGO TPMT+2 238G>C . TPMT*3B 460G>A TPMT*3C 719A>G GENOTIPO
TESIS (rs1800462) Genotipo (rs1800460) Genotipo (rs1142345) Genotipo —rL
CcC GC | GG CC CT | TT TT | TC | CC
TN-021 CcC - - *1/*1 CcC - - *1/1 TT - - *1/*1 *1/1
TN-022 CcC - - “1/1 CC - - *1/*1 TT _ N 171 171
TN-023 CC - - “1/1 CC - - *1/*1 T B _ 171 171
TN-024 CcC - - “1/1 CC - - *1/*1 TT _ _ 17 ey
TN-025 CcC - - *1/1 CcC - - *1/*q TT _ i “1/1 1/
TN-026 CC - - *1/1 CC - - *1/*9 T - - 1/ 171
TN-027 CC - - 1/ CC - - *1/*9 T - - 1/ 171
TN-028 CC - - 1/ CC - - *1/*9 T - - 1/ 171
TN-029 CC - - 1/ CC - - *1/*9 T - - 1/ 171
TN-030 CC - - 1/ CC - - *1/*9 T - - 1/ 171
TN-031 CC - - 1/ CC - - *1/*9 T - - 1/ 171
TN-032 CC - - *1/1 CC - - *1/*9 T - - 1/ 171
TN-033 CC - - *1/1 - CT - “1/*3B - TC - *1/*3C “1/*3A
TN-034 CC - - *1/1 CC - - *1/*9 T - - 1/ /1
TN-035 CcC - - “1/1 CcC - - *1/*1 TT - N 17 1
TN-036 CcC - - “1/1 - CT - *1/*3B - TC - *1/*3C “1/*3A
TN-037 CcC - - “1/1 CcC - - *1/*1 TT B N 171 1/
TN-038 CcC - - “1/1 CcC - - *1 /%1 TT - N 17 1/
TN-039 CcC - - “1/1 CcC - - *1/*1 TT _ N 17 1
TN-040 CcC - - “1/1 CcC - - *1/*1 TT _ N 17 1

Fuente. Elaboracion propia




CODIGO TPMT*2 238G>C TPMT*3B 460G A TPMT*3C 719A>G GENOTIFO
TESIS (rs1800462) Genotipo (rs1800460) Genotipo (rs1142345) Genotipo —r
CC GC | GG CC CT 1T TT TC CcC
TN-041 CcC - - *1/*1 - CT - *1/*3B - TC - “1/*3C “1/*3A
TN-042 CcC - - “1/1 CC - - *1/*1 T _ - 171 171
TN-043 CcC - - *1/*1 - CT - *1/*3B TC - *1/*3C *1/*3A
TN-044 CcC - - “1/1 CC - - *1/*1 T _ - 171 /1
TN-045 CcC - - “1/1 CC - - *1/*1 T _ - 171 ey
TN-046 CC - - *1/1 - CT - “1/*3B - TC - “1/*3C “1/*3A
TN-047 CC - - *1/*1 - CT - “1/*3B TC - “1/*3C “1/*3A
TN-048 CC - - *1/*1 CC - - *1/*1 T B - 171 /1
TN-049 CC - - *1/*1 CC - - *1/*1 T B - 171 1/
TN-050 CC - - *1/1 - CT - “1/*3B - TC - “1/*3C “1/*3A
TN-051 CC - - *1/1 - CT - “1/*3B - TC - “1/*3C “1/*3A
TN-052 CC - - *1/1 CC - - *1/*1 TT - - 1/ /1
TN-053 CC - - *1/1 CC - - *1/*1 TT - - 171 171
TN-054 CC - - *1/1 CC - - *1/*1 TT - - 171 171
TN-055 CC - - *1/1 CC - - *1/*1 TT N - 171 171
TN-056 CC - - 1/ - CT - “1/*3B - TC - “1/*3C “1/*3A
TN-057 CcC - - “1/1 - CT - *1/*3B - TC - “1/*3C “1/*3A
TN-058 CcC - - “1/1 CC - - *1/*1 T B - 171 1/
TN-059 CcC - - “1/1 - CT - “1/*3B - TC - “1/*3C “1/*3A
TN-060 CcC - - “1/1 CcC - - *1/*1 T _ - 171 1/

Fuente. Elaboracion propia
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TPMT*2 238G>C

TPMT*3B 460G>A

TPMT*3C 719A>G

cODIGO ) ) ) GENOTIPO
TESIS (rs1800462) Genotipo (rs1800460) Genotipo (rs1142345) Genotipo FINAL
CC GC | GG CC | CT 1T TT TC CcC
TN-061 cc | - - 171 - e ] - *1/"3B - TC : “1/3C “1/'3A
TN-062 cC - - *1/1 cc| - - 1/ T - - 1 1/
TN-063 cC - - “1/41 CC - - *1/4 TT - - 179 171
TN-064 CcC - - *1/*1 CcC - - *1/*1 T - - 1/ 17
TN-065 CC - - *1/*1 - CT - “1/*3B - TC - “1/*3C “1/*3A
TN-066 CC - - *1/*1 - CT - “1/*3B - TC - “1/*3C “1/*3A
TN-067 CC - - *1/"1 CC - - *1/*1 T - - 171 /1
TN-068 CC - - 1/ cC| - - 1/ T - : 1 VT
TN-069 CC - - 1/ cC| - - 1/ T - : 1 VT
TN-070 CC - - *1/"1 CC - - *1/*4 T - - 171 /1
TN-071 cC - - *1/1 cC | - - /1 T - : 17T 1
TN-072 CC - - *1/1 cC| - - 171 T - - 17T 1
TN-073 CC - - *1/*1 CC - - *1/*1 T - - 171 1/
TN-074 CcC - - *1/*1 - CT - *1/*3B - TC - *1/*3C *1/*3A
TN-075 cC - - *1/*1 cc | - ; 1/ T - : 11 VT
TN-076 CC - - *1/*1 CC - - *1/*1 T - - 171 1/
TN-077 cC - - *1/+1 cc| - - *1/1 T - - 17T 1
TN-078 CC - - *1/*1 - CT - *1/*3B - TC - *1/*3C *1/*3A
TN-079 CC - - 1741 cC| - - 1/ T - - 11 1/
TN-080 CC - - 1741 cC| - - 1/ T - - T oV

Fuente. Elaboracion propia




Cuadro 12. Genotipos del polimorfismo frecuente del gen NUDT15 de las
80 muestras estudiadas

CODIGO 415C>T CODIGO 415C>T
Tesis (rs116855232) resis (rs116855232)
cc [ cr | 7T cc | cT T

TN-001 | CC : : TN-021 : ot -
TN-002 | CC : : TN-022 | CC § 5
TN-003 | CC : : TN-023 : 5 T
TN-004 | CC : : TN-024 | CC : -
TN-005 | CC : : TN-025 | CC : :
TN-006 : cT | - TN-026 | CC : :
TN-007 | CC : : TN-027 | CC : :
TN-008 | CC : : TN-028 | CC : :
TN-009 | CC : : TN-029 | CC : :
TN-010 | CC : : TN-030 | CC : :
TN-011 | CC : : TN-031 cC : :
TN-012 : cT TN-032 | CC : :
TN-013 | CC : : TN-033 | CC : :
TN-014 | CC : : TN-034 | CC : :
TN-015 | CC : : TN-035 | CC : :
TN-016 | CC : : TN-036 | CC : :
TN-017 | CC : : TN-037 | CC : :
TN-018 | CC : : TN-038 | CC : :
TN-019 | CC : : TN-039 : cT ;
TN-020 | CC : : TN-040 : cT :

Fuente. Elaboracion propia



CODIGO 415C>T CODIGO 415C>T
ESIS (rs116855232) SIS (rs116855232)
cC cT TT cC CT T

TN-041 CC i i TN-061 i cT -
TN-042 | CC i i TN-062 | CC - -
TN-043 | CC i i TN-063

TN-044 | CC i i TN-064 i cT -
TN-045 | CC i i TN-065 | CC - -
TN-046 | CC i i TN-066 | CC - -
TN-047 | CC i i TN-067 | CC - -
TN-048 | CC i i TN-068 | CC - -
TN-049 | CC i i TN-069 | CC - -
TN-050 | CC i i TN-070 | CC - -
TN-051 CC i i TN-071 CcC - -
TN-052 | CC i i TN-072 | CC - -
TN-053 i CT i TN-073 | CC - -
TN-054 | CC - i TN-074 i cT -
TN-055 i cT i TN-075 | CC - -
TN-056 i cT i TN-076 | CC - -
TN-057 | CC i i TN-077 | CC - -
TN-058 | CC i i TN-078 | CC - -
TN-059 | CC i i TN-079 | CC - -
TN-060 | CC i i TN-080 | CC - -

Fuente. Elaboracion propia
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4.1.2.3. Frecuencias alélicas y genotipicas

Antes de determinar las frecuencias alélicas y genotipicas, se establecié el
namero total de cada genotipo para los polimorfismos de los genes TPMTy
NUDT15 (Cuadro 13) de acuerdo a los datos observados que fueron
determinados mediante el NGS. En las 80 muestras del gen TPMT, para el
polimorfismo rs1800462 se identificé el genotipo C/C en 79 pacientes y el
genotipo C/G en 1 paciente; no se encontrd casos para el genotipo G/G. Para
el polimorfismo rs1800460; se identifico el genotipo C/C en 63 pacientes y el
genotipo T/C en 17 pacientes, no se encontré casos para el genotipo T/T. Para
el polimorfismo rs1142345; se identifico el genotipo T/T en 63 pacientes y el
genotipo C/T en 17 pacientes, no se encontro casos para el genotipo C/C. Hay
que resaltar que para el caso de los polimorfismos rs1800460 y rs1142345;
estos dos se transmiten de forma haplotipica. Este resultado de este haplotipo
sera discutido mas adelante.

En las 80 muestras del gen NUDT15, para el polimorfismo mas frecuente; el
cual es el rs116855232, se identificd el genotipo C/C en 68 pacientes y el
genotipo C/T en 11 pacientes. Se encontrd 1 caso para el genotipo T/T.

Para el numero alélico de cada polimorfismo (Cuadro 14), éstos se deducen
de los genotipos de cada uno de ellos. Por ejemplo, para el polimorfismo
rs1800462 del gen TPMT; el genotipo C/C se presenta en 79 pacientes, por
lo que, al ser un genotipo homocigoto, el cual presenta dos alelos iguales,
entonces el numero alélico es el doble, es decir 159. Y para el genotipo C/G,
el cual se encuentra en 1 paciente, al ser un genotipo heterocigoto, entonces
el numero alélico es 1. Entonces para el polimorfismo rs1800460 se encontré
143 para el alelo C y 17 para el alelo T. Para el polimorfismo rs1142345 se
identificé 143 para el alelo T y 17 para el alelo C. Para el polimorfismo
rs116855232 del gen NUDT15, se encontr6 147 para el alelo C y 13 para el
alelo T.
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Cuadro 13. Consolidado de los genotipos de los genes TPMTy NUDT15.

Genes TPMT NUDT15
Polimorfismos | rs1800462 rs1800460 | rs1142345 | rs116855232
C/C 79 T/T 0 CC| 0 | C/C | 68
Genotipos C/G 1 T/C 17 | C/T | 17 | C/T 11
G/G 0 C/C 63 | /T | 63 | T/T 1

Fuente. Elaboracion propia

Cuadro 14. Consolidado de los alelos de los genes TPMTy NUDT15.

Genes TPMT NUDT15
Polimorfismos| rs1800462 rs1800460 rs1142345 |rs116855232
C 159 T 17 C 17 C 147
Alelos
G 1 C 143 T 143 T 13

Fuente. Elaboracion propia
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Para la determinacion de las frecuencias alélicas, éstas se determinaron a
través de los genotipos observados del NGS. Por ejemplo, para el
polimorfismo rs1800462 del gen TPMT, para el calculo de la frecuencia de
cada alelo, lo que se hizo fue dividir el nimero de copias de cada alelo (Cy
G) entre el numero total de copias de todos los alelos existentes del total de

casos para el locus considerado.

Asi llamamos p a la frecuencia del alelo C y llamamos q a la frecuencia del

alelo G, por lo que:
p: 2D + H/2D+2H+2R

g =2R + H/2D+2H+2R

Donde:
D = numero de individuos con genotipo CC
R = numero de individuos con genotipo CG

H = nimero de individuos con genotipo GG

En el cuadro 15, se indica las frecuencias alélicas de los polimorfismos de los
genes TPMTy NUDT15.
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Cuadro 15. Frecuencias alélicas de los polimorfismos de los genes TPMT
y NUDT15.

Gen Polimorfismo| Alelos |Frecuencia
C 0.99
rs1800462
G 0.01
T 0.11
TPMT rs1800460
C 0.89
C 0.11
rs1142345
T 0.89
C 0.92
NUDT15 | rs116855232
T 0.08

Fuente. Elaboracion propia

Se realizé la prueba de Chi-cuadrado (X?), para determinar el equilibrio de
Hardy-Weinberg, para los polimorfismos de los genes TPMT y NUDT15
(Cuadro 16). Por lo que, se verificd si el numero de individuos observados por
genotipo se desvian del numero esperado en situacion de equilibrio. Para el
gen TPMT, se obtuvieron valores de X? iguales a 0.003, 1.11 y 1.11 para los
polimorfismos rs1800462, rs1800460 y rs1142345 respectivamente. Para el
gen NUDT15, el X? fue de 0.5 para el polimorfismo rs116855232. Para
analizar el equilibrio de Hardy-Weinberg, el nimero de grados de libertad es
igual al nimero de clases fenotipicas menos el numero de alelos. Es asi que,
la X? tedrica, la comparamos con la X? experimental, y que corresponde a 1
grado de libertad (3 clases fenotipicas — 2 alelos). Por lo tanto, el valor de X2
tedrica para un nivel de significancia de 0.05 es 3.84. En tal sentido, como la
X? experimental, de cada polimorfismo es menor que la X? tebrica, no
rechazamos la hip6tesis de equilibrio y asumimos que los valores observados
se ajustan a los esperados en equilibrio. En otras palabras, se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg.



Cuadro 16. Frecuencias genotipicas e
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individuos observados vy

esperados para los polimorfismos de los genes TPMTy NUDT15.

) ] ___|Frecuencia| Individuos |Individuos| ,_ p-
Genes | Polimorfismo | Genotipo o (0-E)
genotipica | observados | esperados E valor
C/C 0.99 79 79.003 0
C/G 0.01 1 0.994 0
rs1800462 0.955*
G/G 0 0 0.003 0.003
Total 1 80 80 x2 =0.003
T/T 0 0 0.903 0.90
T/C 0.21 17 15.194 0.21
TPMT | rs1800460 0.288*
C/C 0.79 63 63.903 0.01
Total 1 80 80 X?=1.11
C/C 0 0 0.903 0.9
C/T 0.21 17 15.194 0.21
rs1142345 0.288*
T/T 0.79 63 63.903 0.01
Total 1 80 80 X2 =1.11
C/C 0.85 68 67.528 0.003
C/T 0.14 11 11.944 0.075
NUDT15| rs116855232 0.480*
T/T 0.01 1 0.528 0.422
Total 1 80 80 x2=0.5
*p>0.05

Fuente. Elaboracion propia
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4.1.2.4. Tipificaciéon del gen TPMT

Considerando los estandares de la “Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium” para las 80 muestras de LLA; se consiguid
tipificar los polimorfismos rs1800462, rs1800460 y rs1142345 del gen TPMT.
Esta tipificacion se realizd, identificando las posibles combinaciones de
haplotipos. Por lo que queda asi TPMT*1=CCT, TPMT2=GCT,
TPMT*3A=CTC, TPMT*3B=CTT y TPMT*3C=CCC. Para nuestro estudio,
fueron 3 haplotipos encontrados (Cuadro 17), el cual el haplotipo de mayor
frecuencia fue el TPMT*1/TPMT*1 con 77.5%, seguido del TPMT*1/TPMT*3A
(21.25%) y TPMT*1/TPMT*2 (1.25%). Asimismo, el alelo de mayor frecuencia
(Cuadro 18), fue el TPMT*1 (88.75%), seguido del TPMT*3A (10.625%) y el
TPMT*2 (0.625%).

Cuadro 17. Frecuencias de los Haplotipos del gen TPMT.

. N° de .
Haplotipos . Frecuencia (%)
individuos
TPMT*1/TPMT*1 62 77.5
TPMT*1/TPMT*2 1 1.25
TPMT*1/TPMT*3A 17 21.25

Fuente. Elaboracion propia
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Cuadro 18. Frecuencias de los tipos polimérficos del gen TPMT.

N° de
Alelos Frecuencia (%)
individuos
TPMT*1 142 88.75
TPMT*2 1 0.625
TPMT*3A 17 10.625

Fuente. Elaboracion propia

4.1.2.5. Tipificacion del gen NUDT15

De la misma manera, se utilizé la guia de la “Clinical Pharmacogenetics
Implementation Consortium”, para tipificar el polimorfismo mas frecuente del
gen NUDT15. Los estudios iniciales de todo el genoma asociaron solo un
unico polimorfismo de un solo nucleétido no sinénimo (c.415C>T) en el exén
3 de NUDT15 con la toxicidad de la tiopurina. Esta variante c.415C>T esta
tipificado con NUDT15*3 (Cuadro 19). Es asi, que los genotipos estan
representados con las siguientes frecuencias: NUDT15*1/ NUDT15*1 (85%),
NUDT15*1/ NUDT15*3 (13.75%) y NUDT15*3/ NUDT15*3 (1.25%).
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Cuadro 19. Frecuencias de los Haplotipos del gen NUDT15.

N° de
Haplotipos . Frecuencia (%)
individuos
NUDT15*1/ NUDT15*1 68 85
NUDT15*1/ NUDT15*3 11 13.75
NUDT15*3/ NUDT15*3 1 1.25

Fuente. Elaboracion propia

El alelo de mayor frecuencia fue el NUDT15*1 (93.875%), y el de menor
frecuencia fue NUDT15*3 (8.125%) (Cuadro 20).

Cuadro 20. Frecuencias de los tipos polimorficos del gen NUDT15.

N° de
Alelos Frecuencia (%)
individuos
NUDT15*1 147 93.875
NUDT15*3 13 8.125

Fuente. Elaboracion propia
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4.1.2.6. Polimorfismos nuevos en los genes TPMTy NUDT15

A través del NGS, se pudo detectar nuevos polimorfismos para los genes
TPMT y NUDT15. Es asi, que para el gen TPMT, se descubrié el cambio
nucleotidico 474T>C el cual representa al polimorfismo rs2842934. Asimismo,
se encontrd cuatro cambios nucleotidicos que se asociaban en bloque con el
haplotipo TPMT*3A (el cual esta representado por 460G>A y 719A>G. Se
encontré otros cambios nucleotidicos en las muestras, pero no fueron
considerados debido a que no tenian un patrdn frecuente significativo para
nuestra poblacion. Es asi como, para las 80 muestras, todos estos
polimorfismos encontrados con sus frecuencias respectivas se observan en el
Cuadro 21.

Cuadro 21. Polimorfismos nuevos en el gen TPMT identificados en
nuestra poblacion.

Cambios de Frecuencia
nucleotidos Frecuencia
dbSNP i Total
en el gen Wild Type | Heterocigoto | Homocigoto
TPMT

474T>C | rs2842934 | 3 (3.75%) 20 (25%) | 57 (71.25%) | 80

140+

(14Top | 793901660 | 62(77.5%) | 18 (225%) 0 (0%) 80
141-101A>T | rs12529220| 7 (8.75%) | 73 (91.25%) 0 (0%) 80
366 + 58T>C | rs2518463 | 19 (23.75%) | 38 (47.5%) | 23 (28.75%) | 80

460G>A | rs1800460 | 63 (78.75%) | 17 (21.25%) 0 (0%) 80
474T >C | rs2842934 | 3 (3.75%) 20 (25%) | 57 (71.25%) | 80

719A>G | rs1142345 | 63 (78.75%) | 17 (21.25%) 0 (0%) 80

Fuente. Elaboracion propia



84

De las 80 muestras estudiadas, para el cambio nucleotidico 474T >C esta
asociado al alelo TPMT*1S; este cambio se encontré en todas las muestras
estudiadas. Asimismo, los cambios nucleotidicos 140+ 114T > A, 141-
101A>T, 141-101A>T, 366 + 58T >C, 460G>A, 474T >C y 719A >G; en
bloque forman el haplotipo TPMT*3E; la cual se encontr6 en 17 del total de
muestras estudiadas (Cuadro 22).

Cuadro 22. Frecuencias de los polimorfismos nuevos del gen TPMT.

Cambios de Frecuencia
Alelo nucleotidos Frecuencia
dbSNP ] Total
TPMT en el gen Wild Type |Heterocigoto | Homocigoto
TPMT
TPMT*1S 4747 >C rs2842934 | 3 (3.75%) 20 (25%) 57 (71.25%) | 80
140+ 1147 >

N rs3931660 | 0 (0%) 17 (100%) 0 (0%) 17

141-101AST | rs12529220 17 (100%) 0 (0%) 17

TPMT*3E | 366 + 58T >C | rs2518463 10 (58.82%) | 7 (41.18%) 17

474T >C rs2842934 4 (23.53%) | 13 (76.47%) | 17

0 (0%)
0 (0%)
460G>A rs1800460 | 0 (0%) 17 (100%) 0 (0%) 17
0 (0%)
0 (0%)

719A>G | rs1142345 17 (100%) 0 (0%) 17

Fuente. Elaboracion propia
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Para el gen NUDT15, se describi6 el cambio nucleotidico ¢.50_55dup, el cual

representa el polimorfismo rs746071566. Para esta variante se observé que

69 casos tienen genotipo wild type, 10 son genotipo heterocigoto y un caso es

genotipo homocigoto. Esta variante se asocié en bloque con la variante

c.415C>T (la cual es el polimorfismo rs116855232 y se describié como las

mas frecuentes); por lo que también se describié en el Cuadro 23 para fines

de correlacion.

Cuadro 23. Polimorfismos nuevos en el gen NUDT15 identificados en

nuestra poblacion.

Cambios Frecuencia
de .
. Frecuencia
nucledtidos| dbSNP i ) . Total
Wild Type |Heterocigoto | Homocigoto
en el gen
NUDT15
¢.50_55dup |rs746071566 | 69 (86.25%) | 10 (12.5%) 1 (1.25%) 80
c.415C>T |rs116855232| 68 (85%) | 11 (13.75%) | 1 (1.25%) 80

Fuente. Elaboracion propia
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De las 80 muestras estudiadas, la asociacién en bloque de los cambios

nucleotidicos ¢.50_55dup y ¢.415C>T en el gen NUDT15 determinan el alelo

NUDT15*2. La cual se encontré en 11 casos del total de las muestras. Es asi

que para estas 11 muestras; no hubo casos con genotipo wild type; pero hubo

10 con genotipo heterocigoto y 1 caso con genotipo homocigoto (Cuadro 25).

Es importante mencionar, que solo se encontrd la variante ¢.415C>T por si

sola en un caso de las 80 muestras estudiadas. Esta variante por si sola se

asocia con el alelo NUDT15%3, la cual para nuestro estudio se encontré6 como

genotipo heterocigoto (Cuadro 24).

Cuadro 24: Frecuencias de los polimorfismos nuevos del gen NUDT15.

Cambios Frecuencia
de
Alelo . Frecuencia
nucleotidos| dbSNP ] Total
NUDT15 Wild Type |Heterocigoto | Homocigoto
en el gen
NUDT15
¢.50_55dup |rs746071566| 0 (0%) 10 (90.91%) | 1 (9.09%) 11
NUDT15%2
c.415C>T |rs116855232| 0 (0%) 10 (90.91%) | 1 (9.09%) 11
NUDT15*3| c.415C>T |[rs116855232| 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 1

Fuente. Elaboracion propia
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4.2. Analisis, interpretacion y discusion de resultados

4.2.1. Caracterizacion demografica y laboratorial de las muestras de
estudio

En las caracteristicas demograficas de nuestro estudio, encontramos que los
participantes involucrados pertenecen a diferentes departamentos del Perq, la
cual demuestra la heterogeneidad de la poblacién; encontrandose que el
mayor porcentaje provienen fuera de Lima, gracias a las referencias de los
hospitales de provincia para la atencién en el servicio de hematologia del
INSNSB. Asimismo, se observ6 que la mayoria de los pacientes tenian una
edad promedio de 7,6 la cual se correlaciona con estudios en pacientes
pediatricos con LLA, donde la edad de esta enfermedad esta en un rango de
5 a 9 anos (Kakaje et al., 2020). En el caso del sexo, el mayor porcentaje de
pacientes se diagnosticaron con la enfermedad en el sexo masculino, lo que
se correlaciond con lo reportado a nivel mundial (Kakaje et al., 2020). Para el
linaje, el mayor numero de casos de la LLA se desarrollan a partir de
precursores de células de tipo B y el resto de los casos consiste en
precursores de células de tipo T, lo cual se asocia con lo reportado en la
literatura (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017).

En las caracteristicas laboratoriales, para el recuento de leucocitos, los altos
valores normales y bajos se evidencia de manera variable en todas las
muestras estudiadas; aunque el rango normal del recuento de glébulos
blancos durante la infancia oscila entre 4,0 a 14,5 x 103/mm3, varios casos de
nuestras muestras diagnosticados con LLA pertenecen a este rango (Jaime
Pérez et al., 2018). Es asi, que nuestros resultados indican que las variantes
en el genoma de nuestros pacientes no influirian estrechamente en el conteo
de los leucocitos de los pacientes pediatricos con LLA; y de la misma manera
en los subtipos B o T. La influencia del conteo leucocitario en donde se
encuentre pacientes con hiperleucocitosis o leucopénicos en la LLA,
probablemente esté asociado por el impacto de variantes en la linea germinal
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para la fabricacion de los glébulos blancos del individuo (Helenius et al., 2022;
Jaime Pérez et al., 2018).

El estudio de la citogenética, determinado mediante el cariotipo, se pudo
encontrar las alteraciones numéricas y/o estructurales; y es muy importante
que la muestra se obtuvo del debut de la enfermedad; ya que es ahi donde se
encuentran los linfoblastos patoldgicos; y por consiguiente las anomalias
cromosomicas, en el caso sea la causa de la enfermedad. Para nuestro
trabajo, se pudo observar que, de las 80 muestras, el mayor porcentaje
presentaba alteracidn cromosomica, el cual en algunos casos se asociaba a
una translocacién reciproca producto de un gen de fusién. Asimismo, en otros
casos el cariotipo fue normal, pero eso no indica que la causa podria ser de
origen cromosomico, ya que la baja resolucion de esta metodologia en
algunos casos no se puede detectar anomalias visibles en la metafase. Es
importante mencionar que el no crecimiento de las metafases en algunas
muestras pudo ser causado por las condiciones preanaliticas de las mismas,
es decir el exceso o bajo conteo de leucocitos, el poco volumen, coagulos en
la muestra, etc. Aun asi, la principal ventaja de la citogenética es que permite
proporcionar una pantalla global de todo el genoma, por lo que en el protocolo
hematoldgico es una de las piezas fundamentales en la ayuda al diagnéstico
y esta bien establecida en la practica clinica. Varios estudios han confirmado
que la deteccidén temprana y precisa de las anomalias citogenéticas en la LLA
permite el prondstico de la enfermedad (Hakeem et al., 2015; Moorman et al.,
2022).

El panel molecular para la LLA, se observd que el gen de fusion TEL-AML1
fue el mas prevalente, el cual sélo pudo ser identificable mediante la RT-PCR
(el diagnéstico molecular de rutina); ya que este gen de fusion no es
detectable por el estudio citogenético, al ser una alteracién criptica para el
cariotipo (Liu et al., 2006). Hay que resaltar que el panel molecular sélo puede
detectar los genes de fusion positivos para los BCR-ABL, E2A-PBX1, MLL-
AF4 y TEL-AML1 (Guerra-Castillo etal., 2016); los cuales son los mas
frecuentes en pacientes pediatricos con LLA. Asimismo, en la mayoria de los
casos fue negativo para el panel LLA, por lo que esto evidenciaria que la
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causa de la falla hematol6gica probablemente este asociada mutaciones o
variantes de la linea germinal o somatica relacionadas a genes de la LLA.

4.2.2. Genotipificacion de los polimorfismos en los genes TPMT y
NUDT15

En nuestro estudio, la genotipificacidon de los polimorfismos en los genes
TPMTy NUDT15, estuvo mas involucrado en las variantes mas frecuentes y
que estdn asociados al metabolismo de las tiopurinas. Es asi, que
representamos en una primera instancia los resultados que estan asociados
a los SNPs referenciales y seguidamente de las variantes nuevas encontradas
en esta investigacion, los cuales han sido estudiados y asociados en la
actividad enzimatica de los genes TPMTy NUDT15.

4.2.2.1. Alelo de normal funcion TPMT*

Para el gen TPMT, el alelo mas frecuente en todas las muestras estudiadas fue
el TPMT*1, el cual es alelo silvestre o wild type y de normal funcién (Appell
etal., 2013) en todas las muestras, reportandose en este trabajo de
investigacion un porcentaje de 88.75%, el cual es coincidente con la mayoria
de revisiones de diferentes regiones del mundo, como en poblaciones
caucasicas, sudamericanas, africanas y asiaticas; donde el porcentaje de este
alelo tiene una frecuencia entre el rango de 85%-95% (Alsous et al., 2018;
Asadov et al., 2017).

4.2.2.2. Polimorfismo rs1800462 (238G>C) del gen TPMT

Para el polimorfismo rs1800462, el cual esta asociado al tipo TPMT*2; es
analizado con la base de datos de impacto de variacion genética publicadas
en el PharmGKB (https://www.pharmgkb.org/), la cual esta variante es

considerada rara segun las frecuencias alélicas globales de los datos de
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gnomAD Genomes (base de datos de agregacion del genoma). El valor de la
frecuencia del alelo C (0.99) y del alelo G (0.01) del polimorfismo rs1800462,
se asocia a los reportados en las poblaciones africanas, latinoamericanas,
finlandesas, asiaticas, etc. Hay que tener en cuenta que el patrén de la
frecuencia del alelo C tiende al 100% cuando el tamano de la poblacién en
estudio es menor en algunos casos. Para nuestro estudio solo encontramos
el polimorfismo rs1800462 en heterocigoto, en un caso de las 80 muestras
analizadas. Aun asi, con ese tamafo de la muestra se pudo encontrar esta

variante en nuestra poblacion.

Es asi, que esta base de datos las cuales pertenecen a los datos de una
coalicion internacional de investigadores que, a través de una amplia variedad
de proyectos de secuenciacion a gran escala, han permitido resumir esta
informacion al publico. Pero hay que tener en cuenta que estos valores de las
frecuencias alélicas pertenecen a muestras con diferentes tipos de
enfermedades, por ejemplo, con enfermedad inflamatoria intestinal, trastornos
autoinmunes, leucemia linfoblastica aguda, etc. Compararlo con la LLA que
es la que se trata nuestro estudio; las frecuencias alélicas de paises de la
regién de Sudamérica como Chile, Colombia y México (Canales Lopez, 2012;
Correa-Jimenez et al., 2021; Moreno-Guerrero et al.,, 2013), presentaron
valores similares que los nuestros para esta variante. Asimismo, la frecuencia
alélica del TPMT*2 (0.625) presenta valor bajo, similar en nuestro estudio. El
alelo menos comun TPMT*2 se observa principalmente en etnias
sudamericanas y del Medio Oriente, especialmente en la poblacién irani
(Bahari etal.,, 2010; Relling et al.,, 2013). Turquia, por otro lado, se ha
informado que tiene una menor frecuencia de alelos mutantes en comparacion

con los paises vecinos (Tumer et al., 2007).

4.2.2.3. Polimorfismos rs1800460 (460G>A) y rs1142345 (719A>G) del gen
TPMT

Para el polimorfismo rs1800460 (460G>A), el cual esta asociado al tipo
TPMT*3B, y el polimorfismo rs1142345 (719A >G), el cual se relaciona al tipo
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TPMT*3C, se encontré conjunto el alelo TPMT*3A estas dos variantes en 17
casos, pero como forma hablotipica para estos dos polimorfismos, formando
en conjunto el alelo TPMT*3A. Para el rs1800460 (460G>A) la frecuencia
alélica fue de T (0.11) y C (0.89); y la frecuencia del tipo TPMT*3B fue cero,
debido a que no se encontraba de manera independiente. Es asi, que esta
frecuencia del TPMT*3B de nuestro estudio se relaciona con datos reportados
en algunas poblaciones europeas, asidticas, africanas, donde no se encontré
el tipo TPMT*3B; pero si se encontré el de tipo TPMT*3C (719A>G), con
frecuencias de 0.8, 1.5, 4.9 respectivamente (Relling et al., 2013; Spire-
Vayron de la Moureyre, Debuysere, et al., 1998). En nuestro estudio para el
rs1142345 (719A>G), las frecuencias alélicas fueron C (0.11) y T (0.89); y la
frecuencia del tipo TPMT*3C fue cero. Hay que resaltar que, para nuestro
trabajo, no se encontré los tipos TPMT*3B y TPMT*3C, ya que las variantes
460G>A y 719A>G estaban en forma hablotipica (TPMT*3A), en todos los
casos encontrados, la cual para nuestro estudio tenia una frecuencia de
10.625%. Aunque se ha informado que las frecuencias de alelos mutantes
varian entre los diferentes grupos étnicos (Collie-Duguid et al., 1999;
Samochatova et al., 2009; Serpe et al., 2009).

El alelo més frecuente en la mayoria de las poblaciones es TPMT*3A, seguido
principalmente por TPMT*3C. Se ha informado que los europeos en especial
tienen una de las frecuencias méas altas de TPMT*3A y todos los alelos
mutantes en comuan; por otro lado, los asiaticos y africanos muestran
frecuencias mas altas de TPMT*3C (Asadov et al., 2017).

4.2.2.4. Polimorfismos nuevos en el gen TPMT

Hay un cambio nucleotidico 474T>C, el cual se encuentra en heterocigoto
(25%) y homocigoto (71.25%). Ademds este cambio lo encontramos en el
exon 7 cerca de la variante rs1800460 (460G>A), donde la distancia entre
estas dos es de solo 14 pb, lo cual también es reportando en Japdn utilizando
para el secuenciamiento un pirosecuenciador (Okada etal., 2005). Con
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respecto a la tipificacion del alelo TPMT, este cambio representa en la
literatura a la variante sinbnima TPMT*1S (Spire-Vayron de la Moureyre,
Debuyseére, et al., 1998); y pertenece al polimorfismo rs2842934, la cual es
considerada en el ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) como una

variante probablemente benigna, es decir su alelo es de funcion normal.

Hay otros cambios nucleotidicos que encontramos en nuestra investigacion y
que no pertenecen a las variantes frecuentes (las cuales son principalmente
de nuestro analisis de investigacién). Estas variantes corresponden a los
cambios nucleotidicos intronicos: 140+114T>A (rs3931660), 141-101A>T
(rs12529220) y 366+58T>C (rs2518463). Estas variantes intrénicas forman un
haplotipo con las variantes exdnicas 460G>A (rs1800460), 474T>C
(rs2842934) y 719A>G (rs1142345), las cuales ya han sido mencionadas
anteriormente. En conjunto, estos seis polimorfismos se asocian al alelo
TPMT*3E, el cual se ha reportado que podria haber una disminucién de la
actividad de la TPMT el cual estd asociado a un vinculo muy fuerte de
TPMT*3E con la intolerancia de las tiopurinas (Colleoni et al., 2013).

4.2.2.5. Polimorfismo 415C>T (rs116855232) del gen NUDT15

El cambio nucleotidico 415C>T (rs116855232), el cual estd asociado al
NUDT 1573, se pudo identificar tanto en su forma heterocigota (C/T), como en
homocigota (TT). Mencionar que para esta variante se considera el alelo
mutado al alelo T y la forma silvestre al alelo C. La frecuencia del alelo Ty C
fue 0.08 y 0.92 respectivamente; la cual fue ligeramente similar a la frecuencia
del alelo mutado en poblaciones de Singapur (Moriyama et al., 2016), donde
la frecuencia del alelo T fue 0.089; y la poblacién coreana, donde la frecuencia
del alelo T fue 0.072 (Park et al., 2019). Asimismo, la frecuencia del alelo T de
nuestro estudio fue mayor en la poblacién de europea e hispoamérica, donde
las frecuencias de su alelo T fue 0.002 y 0.041 respectivamente (J. J. Yang
et al., 2015). En comparacién con las frecuencias de las poblaciones de China
y Japon, la frecuencia de nuestro alelo T, fue menor, donde China y Japén
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contienen frecuencias para el alelo T de 0.116 y 0.109 respectivamente (Liang
et al., 2016; Moriyama et al., 2016).

Es asi, que la frecuencia del alelo NUDT15"3 (8.125%) estuvo asociado con
las diferentes regiones del mundo; debido a que es una variante comudn en las
poblaciones y que se relaciona con pacientes pediatricos con LLA (Khaeso
et al.,, 2021). Con respecto a su implicancia en la parte clinica, al ser una
variante missense es un determinante importante de la disminucién de la
tolerancia a la dosis de un farmaco de la familia de las tiopurinas como la
mercaptopurina en pacientes con LLA (Venkatakrishnan etal.,, 2016).
Estudios reportan que en niflos con LLA reportan que en nifilos con LLA, los
pacientes homocigotos para la variante del alelo NUDT15"3 toleraron solo el
8 % de la dosis estandar de mercaptopurina, mientras que la intensidad de la
dosis tolerada fue del 63 % y el 83,5 % para los heterocigotos y los de tipo
salvaje para este polimorfismo, respectivamente (J. J. Yang et al., 2015).

Recientemente, las Directrices del Consorcio de Implementacion de
Farmacogenética Clinica han recomendado que los médicos o hematélogos
en el caso de la LLA, deben ajustar la dosis inicial de medicamentos de
tiopurina en funcién de los genotipos NUDT15 (Relling et al., 2019). Por lo
expuesto, la genotipificacién de esta variante conlleva a identificar el riesgo a
un posible efecto de toxicidad adverso como la mielosupresién al utilizar un
farmaco de la familia de las tiopurinas como tratamiento en la LLA (Moriyama
et al., 2016);

4.2.2.6. Polimorfismos nuevos en el gen NUDT15

A parte de la variante ¢.415C>T o p.Arg139Cys, la cual esta estrechamente
asociada con las tiopurinas en los pacientes pediatricos con LLA, en 13.75%
del total de las muestras se encontr6 la nueva variante ¢.50 55dup
(rs746071566), la cual fue identificada por el variant interpreter de la base de
datos obtenidas de la plataforma de illumina; asimismo, fue representada
p.Gly17_Val18dup, como cambio de residuo aminoacidico. Actualmente, esta
variante se describe como una insercion ¢.55_56insGAGTCG (p.18_19insGV)
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segun el consorcio de variacion de farmacogén (PharmVar); mientras que la
sociedad de variaciéon del Genoma Humano (HGVS) describe la insercion
como una duplicacién ¢.50_55dup (p.Gly17_Val18dup). Independientemente
qué anotacion se utilice, esta insercion conduce a una ganancia de dos
aminoacidos (Pratt et al., 2022). Moriyama et al., en el afio 2016 descubri6
esta variante y la anoté como ¢.36_37insGGAGTC por primera vez, donde se
encontré la repeticidén de una insercién GGAGTC lo que condujo a una adicion
en el marco de un residuo de glicina y valina (p.Val18_Val19insGlyVal).

Este polimorfismo rs746071566, el cual es una insercion de 6pb, se asocid
con un metabolismo deficiente de tiopurinas, la cual se evidencié en un estudio
de nifios con LLA; y también se descubrié que esta variante se encuentra en
alto desequilibrio de ligamiento con la variante ¢.415C>T (rs116855232),
donde la presencia de ambas variantes en conjunto forman el haplotipo
NUDT1572, la cual tiene una actividad enzimatica severamente disminuida, y
por lo tanto estéd asociado con la intolerancia a las tiopurinas (Moriyama et al.,
2016).

Aunque existen otras variantes del NUDT15 reportadas en la literatura, que
han sido tipificadas como NUDT15*5 (rs186364861), NUDT15%6
(rs869320766) y NUDT15*7 (rs766023281); las dosis tolerada para las
tiopurinas podria ser significativamente diferente (J. J. Yang et al., 2019).

Es muy importante para nuestro estudio el analisis de este polimorfismo
rs746071566, el cual se pudo encontrar en nuestra poblacion; y ademas se
identific6 en mayor medida en forma heterocigota (10 casos) y solo 1 caso en
forma homocigota. Por lo que esta variacién en linea germinal podria tener
implicancia clinica en el metabolismo de las tiopurinas; y seria necesario una

terapia personalizada en los casos que se encuentren con esta variante.
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4.2.3. Equilibrio de Hardy-Weinberg de los polimorfismos rs1800462,
rs1800460, rs1142345 y rs116855232

La determinacién del equilibrio de Hardy-Weinberg mediante el estadistico de
la prueba de Chi-cuadrado (X?), evidencié que todas las frecuencias alélicas
de los polimorfismos del gen TPMT se encontraban en equilibrio (p>0.05).
Esta estadistica nos ayuda en teoria a no rechazar la hipdtesis nula (las
frecuencias alélicas se encuentran en equilibrio); pero en la practica en
nuestra poblacidén de pacientes con leucemia linfoblastica aguda no se cumple
de manera regular, ya que no se cumplen algunos principios de las leyes de
de Hardy-Weinberg. Por ejemplo, con respecto a la deriva genética; los
pacientes pediatricos con LLA que fueron atendidos en el INSNSB,
pertenecen a una poblacion pequefia (N=80); en este sentido si una poblacion
es pequena se puede vulnerar el equilibrio de Hardy-Weinberg, ya que un
alelo puede comenzar a desviarse hacia valores mas altos o bajos, por lo que
el alelo puede representar el 100% del acervo genético.

Asimismo, con respecto al flujo de genes; los pacientes pertenecen a
poblaciones de diferentes regiones del Perd, donde la reproduccion
probablemente ha sido de inmigraciones ocasionales de una poblacion
adyacente; por lo que esto puede introducir nuevos genes o alterar las
frecuencias de genes existentes en la poblacién residente. En el caso de
nuestros ninos con LLA; los padres (tanto hombres como mujeres)
posiblemente seleccionaron a sus parejas, por lo que seria un apareamiento
no aleatorio. Pero para determinar la aleatorizacion se tendria que realizar el
arbol genealogico de manera que no haya filiacién entre ellos hasta cuarta
generacion. Y asi predecir que fue una combinacion elegida o aleatoria, la

cual no es objetivo de nuestra investigacion.

Por todo lo mencionado, son varios factores, como la mutacién, la seleccién
natural, el apareamiento no aleatorio, la deriva genética y el flujo de genes
que pueden causar desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg
(Graffelman et al., 2017).
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4.2.4. Medicina personalizada o de Precision

Para abordar una medicina personalizada o de precisién en los pacientes
pediatricos con LLA, se necesita tener todas las herramientas que impliquen
una exitosa ayuda al diagnédstico y tratamiento para cada paciente. Entre ellas
podria ser las demograficas, laboratoriales, clinicas, etc.

La medicina personalizada o de precision hace énfasis a la investigacion
genomica que ha proporcionado grandes impactos en la biomedicina durante
las ultimas décadas; cuyo objetivo es personalizar en la practica clinica un
enfoque en el individuo a partir de usos de pruebas genéticas, identificacion
de biomarcadores y desarrollo de medicamentos dirigidos (Iriart, 2019)..
Basada en la identificacion de las caracteristicas genéticas del pacientes, la
medicina personalizada orienta el farmaco preciso con la dosis exacta para el

tratamiento del paciente (Iriart, 2019).

Para nuestro estudio, realizamos un andlisis de casos que se ha utilizado los
datos reportados anteriormente, y que abarcan principalmente: caracteristicas
demogréficas, el linaje de la LLA, el panel molecular LLA (BCR-ABL1, E2A-
PBX1, MLL-AF4, y TEL-AMLT), la citogenética y el NGS; que en conjunto
proporcionan al médico genetista, los datos de apoyo al diagnéstico para la
interpretacion clinica; y asimismo, realizar un exitoso tratamiento y pronéstico
para cada paciente pediatrico. Es asi, que abordaremos cuatro casos que se

veran a continuacion:

Caso 1 (Codigo TN-033)

Paciente masculino de 6 afnos, procedente de Cafete (Lima), de linaje de LLA
tipo B. El panel molecular LLA fue negativo para los 4 genes de fusion. La
citogenética convencional, mediante el bandeo GTG evidencié el siguiente
cariotipo: 52,XY,+X,+5,+8,+10,+21,+21[1]/52,idem,i(17)(q10)[1]/46,XY[5]. La
presencia de hiperdiploidia por lo general es de buen pronéstico y se reporta
una buena tasa de respuesta a la quimioterapia, asimismo la presencia de

trisomia 10, tetrasomia del 21, y un cromosoma X adicional, han demostrado
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un pronéstico favorable frente la implicancia de otros cromosomas
(Madhusoodhan et al., 2016), pero la presencia de una trisomia 5, se ha
reportado un prondstico desfavorable (Heerema et al., 2000). EL NGS nos
proporcioné informacion de la farmacogenética, la cual para los genes TPMT
y NUDT15, sus genotipos fueron *1/*3A y *1/*1 respectivamente. Para este
caso al ser un metabolizador intermedio (TPMT) y metabolizador normal
(NUDT15); se recomiendaria considerar la reduccién de la dosis, el cual seria
el 30%-80% de la dosis estandar (75 mg/m?/dia), si la dosis es con
mercaptopurina; o dosis reducidas entre 50% - 80% de la dosis estandar (40-
60 mg/m?/dia), si la dosis es tioguanina, segln las guias para tiopurinas para
el gen TPMT (Relling et al., 2019).

Caso 2 (Codigo TN-040)

Paciente femenino de 17 anos, procedente de Dos de Mayo (Huanuco), de
linaje de LLA tipo B. El panel molecular LLA fue negativo para los 4 genes de
fusion. citogenética convencional, mediante el bandeo GTG evidenci6 el
siguiente cariotipo:46,XX,del(9)(p21)[4]/46,XX[16]. La delecion del brazo corto
(p) del cromosoma 9, consiste en la pérdida de material cromosémico en el
brazo corto del cromosoma 9 en dicho brazo se ubica el gen supresor de
tumores CDKN2A, por lo que la perdida de esta region favoreceria la evolucion
clonal (Heerema etal.,, 1999). En algunas publicaciones indican que los
pacientes con LLA en edad pediatrica con alteraciones que involucren el brazo
corto del cromosoma 9, implicaria un factor de riesgo adverso tanto para la
supervivencia libre de eventos y supervivencia global (Moorman et al., 2010;
Wehrli etal.,, 2009). La farmacogenética indicé los genotipos *1/*1
(metabolizador normal) y *1/*3 (metabolizador intermedio) para los genes
TPMTy NUDT15 respectivamente; por lo que se recomiendaria considerar la
reduccidn de la dosis, el cual seria el 30%-80% de la dosis estandar (75
mg/m?/dia), si la dosis es con mercaptopurina; o dosis reducidas entre 50% -
80% de la dosis estandar (40-60 mg/m?/dia), si la dosis es tioguanina, segin
las guias para tiopurinas para el gen NUDT15 (Relling et al., 2019).
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Caso 3 (Codigo TN-050)

Paciente masculino de 4 anos, procedente de Lima, de linaje LLA de tipo B.
El panel molecular LLA fue positivo para TEL-AML1. La citogenética evidencié
el siguiente cariotipo: 46,XY,del(12)(p13)[15]/46,XY[5]. La presencia génica
del TEL-AML1, es un marcador de buen prondstico que se reporté en tasas
de supervivencia favorable sin complicaciones y supervivencia global; sin
embargo, el impacto prondstico de esta caracteristica genética puede ser
modificada por otros factores como: respuesta temprana al tratamiento,
categoria de riesgo y régimen terapeutico (Streubel et al., 1998). La presencia
del gen de fusion TEL-AML1 y la delecion 12p13, han sido descrita en el
catalogo de mutaciones somaticas del cancer (COSMIC) como anormalidades
cromosdémicas adquiridas en LLA (Tate et al., 2019). EL NGS nos proporcioné
informacion de la farmacogenética, para los genes TPMT y NUDT15; las
cuales sus genotipos fueron *1/*3A (metabolizador intermedio) y *1/*1
(metabolizador normal) respectivamente; por lo que se recomiendaria
considerar la reduccion de la dosis, el cual seria el 30%-80% de la dosis
estandar (75 mg/m?/dia), si la dosis es con mercaptopurina; o dosis reducidas
entre 50% - 80% de la dosis estandar (40-60 mg/m?/dia), si la dosis es
tioguanina, segun las guias para tiopurinas para el gen TPMT (Relling et al.,
2019).

Caso 4 (Codigo TN-056)

Paciente masculino de 2 afos, procedente de Canchis (Cusco), de linaje LLA
de tipo B. El panel molecular LLA fue negativo para los 4 genes de fusion. La
citogenética evidencid el siguiente cariotipo: 46,XY,1(16;20)(q24;q11.2)[20].
Aunque el significado clinico de la traslocacion entre los brazos largos (q) de
los cromosomas 16 y 20, se desconoce; la presencia de la traslocacién entre
los brazos largos (q) de los cromosomas 16 y 20, ha sido descrita, como una
anormalidad cromosémica adquirida en tumores solidos como de pulmdn
(Yoshihara et al., 2015). La farmacogenética indicé los genotipos *1/*1A
(metabolizador intermedio) y *1/*3 (metabolizador intermedio) para los genes
TPMT y NUDT15 respectivamente. En este caso también se recomiendaria
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considerar la reduccion de la dosis, el cual seria el 30%-80% de la dosis
estandar (75 mg/m?/dia), si la dosis es con mercaptopurina; o dosis reducidas
entre 50% - 80% de la dosis estandar (40-60 mg/m?/dia), si la dosis es
tioguanina, segun las guias para tiopurinas para el gen TPMT y NUDT15
(Relling et al., 2019).

Es importante sefalar, que estos casos seleccionados (Anexo 8) que se
expone como ejemplo de todas las muestras desarroladas, con el soporte de
las caracteristiscas demograficas, laboratoriales y el desarrollo experimental
del NGS de este trabajo de investigacion; es muy relevante para que el médico
tratante considere al momento de guiar la eleccidon terapéutica de cada

paciente pediatrico.

El aprendizaje de las variantes genéticas o polimorfismos de los genes TPMT
y NUDT15 que se ha logrado estudiar en este trabajo de investigacion, va
permitir el beneficio de todos los pacientes pediatricos que se requiera atender
en el INSNSB. Ademas, que este instituto cuenta con las herramientas que
optimizan la medicina de precision mediante marcadores genéticos. Es asi,
que nuestra intensidn primordial es que estos analisis sean implementados de
forma rutinaria para la disminucién de la toxicidad hematoldgica en el inicio de

la dosis con el farmaco de las tiopurinas en el tratamiento de la LLA.

4.2.5. Limitaciones y consideraciones éticas

Entre las limitaciones de nuestro estudio, resalta que el enrolamiento de los
pacientes pediatricos depende de los diagnosticados con LLA en el INSNSB;
el cual actualmente es entre 70 a 80 casos por ano, lo que dificulta tener un
mayor tamafno muestral. Otra limitacion, es que, en algunas muestras
externas, es decir que fueron referenciadas de provincia o de otro hospital de
Lima para el Servicio de Genética del INSNSB, no tienen pruebas
complementarias como citometria de flujo y/o citogenética; por lo que se

omiten al no estar contenidas en nuestras variables.

Entre las consideraciones éticas, hay que mencionar que es muy importante
que en el enrolamiento este asociado con la firma del consentimiento
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informado (0-7 afos) y/o asentimiento informado (8-17 afos) para los
pacientes pediaticos. Para el almacenamiento de la informacién digital se
coloc6 con sus coédigos especificos para cada paciente de manera

confidencial.



101

CONCLUSIONES

1. Se encontré las variantes polimérficas 238G>C, 460G>A y 719A>G del
gen TPMT; asi como también la variante 415C>T del gen NUDT15. Las
cuales son las consideradas las mas frecuentes de estos dos genes.

2. Se determind nuevos polimorfismos como 474T>C, 140+114T>A, 141—
101A>T, 366+58T>C, para el gen TPMT; y el polimorfismo ¢.50_55dup
para el gen NUDT15.

3. Se determiné las frecuencias alélicas de las tres variantes polimérficas
del gen TPMT; la cual, para la rs1800462, rs1800460 y rs1142345 la
mayor frecuencia la encontramos en el alelo C (0.99), alelo C (0.89) y
alelo T (0.89) respectivamente. Asimismo, para el gen NUDT15 la
mayor frecuencia alélica la encontramos en el alelo C (0.92) del
polimorfismo rs116855232.

4. La tipificacion del gen TPMT, determin6 los haplotipos
TPMT1/TPMT1, TPMT1/TPMT*3Ay TPMT*1/TPMT*2, cuyo alelo de
mayor frecuencia fue el TPMT*1 y el de menor frecuencia fue el
TPMT*2. Para la tipificacion en el gen NUDT15 se identificé los
haplotipos que corresponden a NUDT15*1/NUDT 151,
NUDT15*1/NUDT15*3 y NUDT15*3/NUDT15*3, el cual se obtuvo el
alelo NUDT15*1 como el més frecuente.

5. La prueba de Chi-cuadrado (X?), determiné que las variantes
polimérficas de los genes TPMT y NUDT15, para nuestra poblacion
pediatrica, se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

6. Se encontr6 las variantes nuevas tipificadas como TPMT*1S y
TPMT*3E para el gen TPMT y la variante tipificada como NUDT15%2
para el gen NUDT15.
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RECOMENDACIONES

1. Establecer el secuenciamiento de nueva generacién, como prueba de
rutina, para identificar todas las variantes frecuentes o nuevas que
estan asociadas a los genes TPMTy NUDT15 que son candidatos en
el metabolismo de las tiopurinas.

2. Evaluar un mayor numero de individuos en nuestra poblacién
pediatrica, para aumentar la posibilidad de encontrar genotipos

mutantes en forma homocigota.

3. Realizar el diagnostico con todas las herramientas moleculares de

apoyo para una medicina personalizada.

4. Hay que considerar que la reduccion de las dosis va a depender de las
dosis iniciales normales, la cual pueden variar segun la raza y/o origen

étnico, como en los sistemas de tratamiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Aprobacién del Comité de Etica del INSNSB

o ;
1 | Ministerio
E&? FERU | e salud

San Borja, 20 de octubre del 2022

OFICIO N° 065- 2022-CIEI-INSN-SAN BORJA

Seiior Doctor
Jorge Contreras Saavedra
Investigador Principal

De mi consideracion:

Es grato dirigirme a usted a nombre del Comité Institucional de Etica en Investigacion del INSN-
SB, para saludarlo cordialmente e informarle en relacién a su solicitud de extensidn del proyecto de
investigacion  PI-364, titulado: “POLIMORFISMOS EN LOS GENES ASOCIADOS A
CAMBIOS EN EL METABOLISMO DE TIOPURINAS EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA” el Comité Institucional de Etica en
Investigacidn del INSN-SB, que presido lo aprucha.

La vigencia de esta aprobacion es desde el 26 de setiembre del 2022 al 25 de setiembre del 2023,

De requerir promoga de esta autorizacion, los trimites deberdn iniciarse 30 dias antes de su
vencimiento.

Aprovecho la oportunidad para reiterarle a usted los sentimientos de mi consideracidn y estima
persenal.

Alentamente,

Elfas Meliton Arce Rodriguez

Presideme

Comité Institucional de Etica en Investigacion
Instituto Nacional de Salud del Nifio — San Borja

Aw. Agustin de la Rosa Toro N® 1399 San Borja - Lima 41, Perd
Central Telefénica: 230 0600 Anexa: 2200 -1074
www.insnsh.gab.pe
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Anexo 2. Presupuesto del Fondo Concursable 2019 (PI1-364-201)

INSN-SB - SERVICIO 5/.0.00| 5/. 296, 400.00 6,400.00 | 0.561672131

INSN-5B - SUIT §/.0.00] Si. 31,000.00 0.055744356
INSN-SB - FONDO DE INVESTIGACION 5/.200,310.00 S0.0.00 0.379583453
EXTERNO §/.0.00 S/.0.00 [} Porcentaje de total del aporte monetario del proyecto S/.200,310.00 | 0.379583483

S/ 200,310.00 1

SL 00,310.00 :moerﬂﬂe(prmdim)delamﬂemﬁariudﬁFmde

I. RECURSO0 S HUMANOS 5/, 90,000.00

Il. EQUIPOS Y BIENES DURADEROS 8/, 0.00 5/, 204,000.00 §i. 0.00 §1. 31,000.00 §1. 25,388.00 81, 0.00 5. 0.00 §1.0.00

. GASTOS OPERATIVOS 5/, 0.00 5/, 2,400.00 S/, 0.00 §l. 0.00 81, 160,522.00 81, 0.00 50 0.00 5. 0.00
3.1 Insumos y materiales SI.0.00 Si.2,400.00 S1.0.00 Sl.0.00 5. 156,522.00 SI.0.00 Si.0.00 Si.0.00
3.2 Servicio de terceros SI.0.00 S/.0.00 51000 Sl 0.00 §1.0.00 Sl 0.00 S/.0.00 S/.0.00
3.3 Gastos varios Sl.0.00 S/.0.00 Si.0.00 Sl.0.00 SI. 4,000.00 Sl.0.00 §1.0.00 Si.0.00

IV.GASTOS ADMINISTRATIVOS 51.0.00
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Anexo 3. Consentimiento informado para el padre y/o apoderado

Titulo: POLIMORFISMOS EN LOS GENES ASOCIADOS A CAMBIOS EN
EL METABOLISMO DE TIOPURINAS EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Informaciéon General

Mi nombre €S ....coiiiiii , trabajo en el Instituto
Nacional de Salud del Nifo-San Borja (otra institucion, si aplica). Estamos
realizando un trabajo de investigacion que tiene como objetivo conocer los
cambios genéticos en los nifios con leucemias asociados a riesgo de toxicidad
al tratamiento.

Procedimientos que se llevaran a cabo en este proyecto de investigacion
Para realizar nuestro estudio queremos pedirle una muestra de sangre de 3
ml (una cucharita de té) de su hijo/hija o representado.

De la sangre obtendremos material genético para analizar en nuestro estudio.
La muestra de sangre sera extraida el dia que el/la paciente tenga otros
examenes de laboratorio del servicio de hematologia, en otras palabras,
aprovecharemos la oportunidad para realizar la toma de muestra en un solo
pinchazo en el brazo.

Participacion

La participacion de su nifio(a) en este estudio es completamente libre y
voluntaria, y que tiene derecho a negarse a participar. Si el nifio participa o
no, la atencién médica de su hijo/a o representado no se modificara ni mucho
menos se vera perjudicada.

Riesgos/ Inconvenientes

El estudio no causara ningun inconveniente al nifo ya que la muestra la
tomaremos el dia en que se realicen otros analisis de rutina. El médico tratante
autorizara la toma de esta muestra
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Beneficios

Su hijo/a o representado no se beneficiard directamente de los resultados
obtenidos en este estudio. Los resultados finales del estudio tendran un
impacto en el conocimiento de las leucemias de los nifios pediatricos
peruanos.

Gastos/ Costos
El estudio no generara ningun gasto a usted, no se realizara ningun pago por
las pruebas del estudio.

Confidencialidad y privacidad de los datos

Nadie sabra de la participacion de su hijo(a) en el estudio. Una vez que se
toma la muestra esta se identificara con un cédigo y no se sabra mas a quien
pertenece la muestra. Tampoco se dara los resultados de los analisis.

Al término del estudio las muestras podran ser utilizadas para futuros trabajos
de investigacion en relacion a la enfermedad en estudio, ya que no se sabran
a quien pertenecen.

Si usted tiene alguna duda al respecto de esta investigacidn o siente que sus
derechos son vulnerados puede contactarte con la Dr. Luis Uribe Ramirez
investigador principal del estudio, al teléfono 945333586 y/o su correo
electronico: |uribe@insnsb.gob.pe. También podrd contactarse con el
Presidente del Comité Institucional de Etica e Investigacién del Instituto
Nacional de Salud del Nifio-San Borja, el Dr. Melitdn Arce al teléfono
999419096 o al correo electronico rhuamani@insnsb.gob.pe. Asimismo, si
surge alguna duda pueden acercarse al Comité Institucional de Etica e
Investigacion del INSN - SB (CIEI) localizado en Av. Agustin de la Rosa Toro
1399 - San Borja, Lima.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Confirmo haber leido y comprendido la informacion proporcionada en este
consentimiento informado. Confirmo que también he tenido la oportunidad de
hacer preguntas y he recibido respuestas con una explicacion entendible. He
sido informado del propdsito, procedimientos, riesgos, y beneficios de este
estudio de investigacion a fin de decidir proporcionar la muestra biolégica de
mi menor hijo/a o representado. Comprendo que la participacion es voluntaria.
Comprendo que mi hijo/a o representado no ha renunciado a ninguno de sus
derechos al permitir ingresar al este estudio. Asi mismo doy mi autorizacién
para que las muestras recolectadas en este estudio sean utilizadas en futuros
estudios relacionados con esta enfermedad.

Comprendo que recibiré una copia firmada y con fecha de este consentimiento
informado.


mailto:luribe@insnsb.gob.pe
mailto:rhuamani@insnsb.gob.pe

Nombre

del

Padre
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0 apoderado:

DNI:

Firma:

Nombre

del

Fecha: / /

testigo:

DNI:

Firma:

Nombre

de

persona

DNI:

que

Firma:

Fecha: / /

aplica el consentimiento:

Fecha: / /
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Anexo 4. Asentimiento informado

Titulo: POLIMORFISMOS EN LOS GENES ASOCIADOS A CAMBIOS EN
EL METABOLISMO DE TIOPURINAS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Hola mi nombre es...........ccoiiiiiiiiiiiiiinn, , personal del servicio de
Genética (Hematologia) del Instituto Nacional de Salud del Nifio-San Borja
(otra institucion, si aplica).

Deseamos saber si hay cambios en algunos genes que hacen que el
tratamiento sea diferente en niflos con enfermedades de la sangre. Nuestros
genes son como las palabras que se componen de letras, pero si una de esas
letras cambia, la palabra cambia. Por ejemplo, cuando decimos “color”, tiene
diferente significado a decir “calor”.

Para saber si hay algunos de estos cambios en tu sangre, nos gustaria pedirte
un poco de tu sangre, aproximadamente una cucharita de té (3 mL). No te
preocupes por que la muestra la tomaremos cuando te realicen otros
examenes de laboratorio; para asi evitar que te hagan un nuevo pinchazo.

En algunos casos excepcionales podemos obtener muestras (sobrantes) de
la sangre obtenida de hueso como parte de examenes de laboratorio dentro
de tu hospitalizacién.

Tu participacién en el estudio es voluntaria y no cambiara la atencién que te
dan en el hospital. Nadie sabra que eres parte de este estudio, tampoco
sabran de los resultados de tus analisis.

Si tienes alguna duda sobre esta investigacion, tus padres podran llamar Dr.
Luis Uribe Ramirez investigador principal del estudio al teléfono 945333586
y/o su correo |uribe@insnsb.gob.pe. También podran comunicarse con el
Presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion del Instituto
Nacional de Salud del Nifo-San Borja, el Dr. Melitédn Arce, al teléfono
999419096 o al correo electrénico rhuamani@insnsb.gob.pe; asi como
acercarse al Comité Institucional de Etica e Investigacién del INSN - SB (CIEI)
localizado en Av. Agustin de la Rosa Toro 1399 - San Borja, Lima.



mailto:luribe@insnsb.gob.pe
mailto:rhuamani@insnsb.gob.pe
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(0 Declaro

que he leido la hoja de asentimiento que se me ha entregado y comprendo su

contenido por lo que ............ Acepto o ...... No acepto participar en este

estudio.

Nombre del nino y/o nina y/0 adolescente:
HUELLA

DNI:

Firma: Fecha: / /

Nombre del testigo:

DNI: HUELLA

Firma: Fecha: / /

Nombre de la persona  que aplica el consentimiento:

DNI: HUELLA
Firma: Fecha: / /
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) Caodigo o _ | Variante | Variante . Alteracion
Numero . Fecha | Sexo| F.N | Muestra Biolégica | Procedencia Datos Clinicos
paciente TPMT | NUDT15 genética
] . Conteo de | Hallazgos
Sangre o Médula Riesgo ) o ) »
] e leucocitos al | de biopsia | Citogenética | Molecular
Osea Clinico . )
ingreso de médula

Fuente. Elaboracion propia
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Anexo 6. Cuantificacion de ADN de las 80 muestras en estudio

NGS - 1 NGS - 2
Dilucién de ADN (20 pl) a A
ng/uL Dilucién de ADN (20 pl) a 4ng/pl
Codigo ng/ulL inicial 4ng/pl Codigo inicial
ADN (uL) Low TE (uL) ADN (uL) Low TE (uL)

TN-001 39.4 2.0 18.0 TN-041 28.8 2.8 17.2
TN-002 374 2.1 17.9 TN-042 49.4 1.6 18.4
TN-003 29.2 2.7 17.3 TN-043 33.8 24 17.6
TN-004 22.8 3.5 16.5 TN-044 40.5 2.0 18.0
TN-005 23.6 34 16.6 TN-045 35.0 2.3 17.7
TN-006 39.6 2.0 18 TN-046 30.2 2.6 17.4
TN-007 28.8 2.8 17.2 TN-047 44.6 1.8 18.2
TN-008 41.8 1.9 18.1 TN-048 41.6 1.9 18.1
TN-009 49.2 1.6 18.4 TN-049 424 1.9 18.1
TN-010 23.1 3.5 16.5 TN-050 34.8 2.3 17.7
TN-011 25.2 3.2 16.8 TN-051 27.0 3.0 17.0
TN-012 45.4 1.8 18.2 TN-052 23.7 34 16.6
TN-013 49.4 1.6 18.4 TN-053 29.8 2.7 17.3
TN-014 33.8 24 17.6 TN-054 31.4 25 17.5
TN-015 45.0 1.8 18.2 TN-055 447 1.8 18.2
TN-016 42.4 1.9 18.1 TN-056 25.6 3.1 16.9
TN-017 254 3.1 16.9 TN-057 23.1 3.5 16.5
TN-018 29.5 2.7 17.3 TN-058 20.1 4.0 16.0
TN-019 39.2 2.0 18.0 TN-059 28.1 2.8 17.2
TN-020 24.5 3.3 16.7 TN-060 42.1 1.9 18.1
TN-021 28.0 2.9 171 TN-061 23.2 3.4 16.6
TN-022 44.6 1.8 18.2 TN-062 33.6 24 17.6
TN-023 49.5 1.6 18.4 TN-063 39.5 2.0 18.0
TN-024 46.6 1.7 18.3 TN-064 35.3 2.3 17.7
TN-025 28.1 2.8 17.2 TN-065 24.8 3.2 16.8
TN-026 40.8 2.0 18.0 TN-066 21.7 3.7 16.3
TN-027 26.9 3.0 17.0 TN-067 23.9 3.3 16.7
TN-028 35.6 22 17.8 TN-068 46.1 1.7 18.3
TN-029 39.8 2.0 18.0 TN-069 45.0 1.8 18.2
TN-030 22.6 3.5 16.5 TN-070 49.3 1.6 18.4
TN-031 38.8 2.1 17.9 TN-071 245 3.6 16.7
TN-032 43.4 1.8 18.2 TN-072 425 1.9 18.1
TN-033 33.8 24 17.6 TN-073 41.4 1.9 18.1
TN-034 28.8 2.8 17.2 TN-074 30.7 2.6 17.4
TN-035 25.1 3.2 16.8 TN-075 24.7 3.2 16.8
TN-036 33.4 24 17.6 TN-076 37.9 2.1 17.9
TN-037 34.2 2.3 17.7 TN-077 20.0 4.0 16.0
TN-038 25.2 3.2 16.8 TN-078 46.3 1.7 18.3
TN-039 44.8 1.8 18.2 TN-079 245 3.3 16.7
TN-040 38.7 2.1 17.9 TN-080 26.1 3.1 16.9
Control 40.6 2.0 18.0 Control 45.0 1.8 18.2

Fuente. Elaboracion propia
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Anexo 7. Cuantificacion de las librerias de las 80 muestras en estudio

NGS - 1 NGS - 2
Libreria 2nM (20 1) Libreria 2nM (20 i)
L ng/uL nM L nM _

Caodigo nlclal inlcial Libreria(u Low TE Cadigo ng/uL inicial Libreria(u Low TE

L) (uL) inicial L) (uL)
TN-001 3.5 10.9 3.6 16.4 TN-041 10.5 32.5 1.2 18.8
TN-002 4.8 14.9 2.6 17.4 TN-042 9.5 29.3 1.4 18.6
TN-003 3.9 12.0 34 16.6 TN-043 7.5 23.3 1.8 18.2
TN-004 6.3 19.5 2.0 18.0 TN-044 6.1 19.0 2.2 17.8
TN-005 4.4 13.6 3.0 17.0 TN-045 5.3 16.3 2.4 17.6
TN-006 5.0 15.3 2.6 17.4 TN-046 3.7 11.3 3.6 16.4
TN-007 9.1 28.1 1.4 18.6 TN-047 3.7 11.5 3.4 16.6
TN-008 6.2 19.4 2.0 18.0 TN-048 3.8 1.7 3.4 16.6
TN-009 4.9 151 2.6 17.4 TN-049 6.4 19.8 2.0 18.0
TN-010 12.4 38.3 1.0 19.0 TN-050 5.8 18.0 2.2 17.8
TN-011 2.9 8.9 4.4 15.6 TN-051 15.0 46.4 0.9 19.1
TN-012 2.7 8.3 4.8 15.2 TN-052 15.4 47.6 0.8 19.2
TN-013 3.9 12.0 34 16.6 TN-053 26.8 82.9 0.5 19.5
TN-014 4.3 13.3 3.0 17.0 TN-054 13.4 41.4 1.0 19.0
TN-015 18.0 55.7 0.7 19.3 TN-055 243 751 0.5 19.5
TN-016 6.7 20.6 2.0 18.0 TN-056 14.3 44.2 0.9 19.1
TN-017 7.8 24.1 1.6 18.4 TN-057 18.0 55.7 0.7 19.3
TN-018 21 6.6 6.2 13.8 TN-058 16.4 50.7 0.8 19.2
TN-019 1.6 4.9 8.2 11.8 TN-059 17.5 541 0.7 19.3
TN-020 2.7 8.3 4.8 15.2 TN-060 221 68.3 0.6 19.4
TN-021 8.5 26.4 1.6 18.4 TN-061 13.0 40.2 1.0 19.0
TN-022 11.7 36.2 1.1 18.9 TN-062 15.8 48.9 0.8 19.2
TN-023 13.0 40.2 1.0 19.0 TN-063 5.1 15.8 25 17.5
TN-024 8.7 26.7 1.4 18.6 TN-064 15.2 47.0 0.9 19.1
TN-025 6.3 19.5 2.0 18.0 TN-065 16.6 51.3 0.8 19.2
TN-026 5.6 17.3 2.4 17.6 TN-066 19.8 61.2 0.7 19.3
TN-027 8.9 27.6 1.4 18.6 TN-067 11.8 36.5 1.1 18.9
TN-028 9.0 27.7 1.4 18.6 TN-068 19.3 59.7 0.7 19.3
TN-029 4.6 141 2.8 17.2 TN-069 15.8 48.9 0.8 19.2
TN-030 1.1 34.4 1.2 18.8 TN-070 12.2 37.7 1.1 18.9
TN-031 3.3 10.3 3.8 16.2 TN-071 14.2 43.9 0.9 19.1
TN-032 6.7 20.7 2.0 18.0 TN-072 18.5 57.2 0.7 19.3
TN-033 7.2 22.2 1.8 18.2 TN-073 10.4 32.2 1.2 18.8
TN-034 7.5 23.2 1.8 18.2 TN-074 13.6 421 1.0 19.0
TN-035 8.3 25.6 1.6 18.4 TN-075 125 38.7 1.0 19.0
TN-036 3.6 11.1 3.6 16.4 TN-076 12.7 39.3 1.0 19.0
TN-037 6.7 20.7 2.0 18.0 TN-077 11.4 35.3 1.1 18.9
TN-038 7.4 22.9 1.8 18.2 TN-078 125 38.7 1.0 19.0
TN-039 15.3 47.3 0.8 19.2 TN-079 13.8 42.7 0.9 19.1
TN-040 1.3 3.9 10.2 9.8 TN-080 13.6 421 1.0 19.0
Control 7.8 241 1.6 18.4 Control 14.6 45.1 0.9 19.1

Fuente. Elaboracion propia
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Anexo 8: Casos seleccionados para los genes TPMT y NUDT15 con sus caracteristicas demograficas, laboratoriales y

genotipificacion del NGS asociados a su fenotipo

Edad

Panel

Codigo | Sexo Linaje Citogenética Genotipo Fenotipo Genotipo Fenotipo
(afios) LLA | Molecular (TPMT) (TPMT) (NUDT15) (NUDT15)
. 52, XY,+X,+5,+8,+10,+21,+21[1)/ | ., « metabolizador . metabolizador
TN-033 M 6 B Negativo | "5 idem.i(17)(q10)[1)/46 XY(5] 1/73A intermedio 1/ normal
TN-040 F 17 B Negativo | 46,XX.del(9)(p21)[4)/46.XX[16] | *1/1 | metaolizador |, ., | metabolizador
normal intermedio
ot I metabolizador ot I metabolizador
TN-050 M 4 B TEL-AML1 | 46,XY,del(12)(p13)[15)/46,XY[5] | *1/*3A . ; 1/41
intermedio normal
. ) ) o x metabolizador ot I metabolizador
TN-056 M 2 B Negativo | 46,XY,t(16;20)(q24;911.2)[20] 1/*1A 1/*3

intermedio

intermedio

Fuente. Elaboracion propia




