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Resumen

Introduccién: La leucemia linfobldstica aguda (LLA) es una de las oncopatologias mas frecuentes a
nivel infantil, ocupando el primer lugar de los cincos tipos de cancer con mayor incidencia en Ecuador.
El objetivo del estudio fue determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
genéticos de MTHFR 677C>T (rs1801133) y MTHFR 1298A>C (rs1801131) en nifios con leucemia
linfoblastica aguda de SOLCA - Loja y SOLCA -Cuenca.

Métodos: Es un estudio transversal, donde se evalud a 160 pacientes pediatricos diagnosticados con
LLA. La deteccion de los polimorfismos MTHFR 677C>T y 1298A>C se realiz6 mediante la técnica PCR
en tiempo real. El andlisis estadistico descriptivo se desarroll6 a través del software IBM SPSS (version
22) y el programa bioinformatico SNPStats.

Resultados: Se determiné que las frecuencias genotipicas para el SNP MTHFR 677C>T fueron 25%
C/Cy 75% C/T con una frecuencia alélica del 38% para el alelo mutado (T). Para el SNP MTHFR 1298
A>C se encontré una frecuencia genotipica de 2% A/A, 16% A/C y 82% C/C, en tanto que su frecuencia
alélica fue del 90% para el alelo mutado (C). No se encontrd asociacion genotipica ni alélica con
ninguna de las variables intervinientes (p>0.05), asi como tampoco se manifesté una correlacién
estadisticamente significativa de los polimorfismos en mencién y el tipo de riesgo de LLA.

Conclusién: En la poblacidn estudiada con LLA, se evidencié para el SNP de MTHFR 677C>T una
frecuencia genotipica del 75% para el heterocigoto C/T. Para el SNP MTHFR 1298A>C se encontré una
frecuencia genotipica del 82% para el homocigoto mutado C/C. La distribucién de la frecuencia alélica
se mostrd de la siguiente manera: para MTHFR 677C>T se obtuvo 38% para el alelo mutado Ty en
cuanto a MTHFR 1298 A>C, 90% correspondio para el alelo mutado C. En el analisis estadistico no se
encontré asociacion genotipica ni alélica con las variables demograficas y clinicas.
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Abstract

Introduction: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is one of the most frequent oncopathologies in
childhood, occupying the first place of the five types of cancer with the highest incidence in Ecuador.
The objective of the study was to determine the genotypic and allelic frequencies of the genetic
polymorphisms of MTHFR 677C> T (rs1801133) and MTHFR 1298A> C (rs1801131) in children with
acute lymphoblastic leukemia from SOLCA - Loja and SOLCA - Cuenca.

Methods: It is a cross-sectional study, where 160 pediatric patients diagnosed with ALL were
evaluated. The detection of MTHFR 677C> T and 1298A> C polymorphisms was performed using the
real-time PCR technique. The descriptive statistical analysis was developed using the IBM SPSS
software (version 22) and the SNPStats bioinformatics program.

Results: It was determined that the genotype frequencies for the SNP MTHFR 677C> T were 25% C/ C
and 75% C / T with an allele frequency of 38% for the mutated allele (T). For the SNP MTHFR 1298 A>
C, a genotype frequency of 2% A/ A, 16% A / C and 82% C / C was found, while its allelic frequency was
90% for the mutated allele (C). No genotypic or allelic association was found with any of the intervening
variables (p> 0.05), as well as no statistically significant correlation of the mentioned polymorphisms
and the type of risk of ALL.

Conclusion: In the population studied with ALL, a genotypic frequency of 75% was evidenced for the
MTHFR 677C> T SNP for the heterozygous C / T. For the SNP MTHFR 1298A> C, a genotypic frequency
of 82% was found for the homozygous mutated C / C. The allelic frequency distribution was shown as
follows: for MTHFR 677C> T, 38% was obtained for the mutated allele T and for MTHFR 1298 A> C,
90% corresponded to the mutated allele C. In the statistical analysis No genotypic or allelic association
was found with demographic and clinical variables.

Keywords: Leukemia, Biphenotypic, Acute; Precursor Cell Lymphoblastic Leukemia-Lymphoma;
Polymorphism, Genetic; MTHFR 677C>T, MTHFR 1298A>.
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Introduccion

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer que se presenta con mayor frecuencia en
la edad pediatrica, generalmente en menores de 15 afios. En el mundo se estima que
aproximadamente del 30% del total de neoplasias malignas en pacientes pediatricos, el 75%
son por leucemia linfoblastica aguda, la misma que es mas comun en varones [1]

Se ha demostrado que existe gran variabilidad entre los pacientes, con respecto tanto al
efecto terapéutico, como a la toxicidad del tratamiento inducida por farmacos antifolatos
utilizados en la LLA. Estos farmacos emplean la via del folato, la cual estd regulada por la
funcioén coordinada de varias enzimas como la metilen-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
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[2], actuando asi sobre el ciclo celular inhibiendo la MTHFR. El fallo terapéutico por tanto,
puede ser ocasionado por la propia resistencia de las células oncégenas o en su defecto, a
una disminucién en la exposicion al farmaco a causa de una posible biotransformacién
apresurada dentro de los sistemas enzimaticos del individuo [3].

Es por ello, que los pacientes con una actividad endégena baja de la enzima tienen mayor
riesgo de padecer principalmente toxicidad mucosa y hematoldgica inducida por los
farmacos en mencion [4]. El gen de la enzima MTHFR manifiesta 2 alelos considerados
como polimérficos, el primero y el mas frecuente, presenta una mutacion situada en la
posiciéon C677T y el segundo la presenta en A1298C, por lo que esto desencadena la
derivacién de proteinas cuya actividad enzimatica se encuentra disminuida. En cuanto al
alelo C677T que genera la sustitucion de alanina a valina, da como resultado una variante
que demostro ser termoldbil in vitro; lo que ocasiona una brusca disminucion de alrededor
del 70% de la actividad de la enzima en comparacion con el alelo de tipo salvaje por lo que
se verd afectada la distribucion intracelular de folatos, dando paso a la retencién del mismo
que iria dirigido a la sintesis de novo [5].

Respecto al alelo A1298C que origina la sustitucién de un residuo de alanina por glutamato,
la actividad de la enzima se reduce mostrando un 60% de actividad frente a los individuos
que poseen el alelo salvaje. Ademas de ello, aquellos individuos que sean heterocigotos
tanto en C677T como en A1298C pueden presentar incluso una disminucion de actividad
enzimatica incluso del 50% aproximadamente. Al disminuir la actividad de la enzima MTHFR,
esto conduce al aumento de la concentracion de homocisteina a nivel plasmatico y a una
ineficiente metilacién del ADN en pacientes oncoldgicos.

Por ello entre otras causas los polimorfismos de la MTHFR se involucran relativamente de
manera directa en la faramacoterapia de la LLA, particularmente con los farmacos
antifolatos; y en constancia de ello ya se publican reportes en donde se muestra que los
individuos que padecen LLA, quienes manifiestan uno o dos alelos mutados; claramente
presentan pobre supervivencia libre de eventos [3, 6]. Hasta el momento no se dispone de
estudios semejantes que se hayan llevado a cabo dentro del pais, cuyos resultados
contribuyan de cierta forma a la medicina de precisién o translacional para este tipo de
oncopatologia de gran impacto en el medio.

Por lo expuesto, se plantea este estudio observacional para determinacion de la frecuencia
genotipicay alélica de los polimorfismos C677T y A1298C en el gen de la enzima MTHFR en
pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de SOLCA — Lojay SOLCA — Cuenca.

Materiales y Métodos
Disefio del estudio

Estudio transversal, observacional.
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Escenario

El estudio se realizé en el Instituto del Cancer SOLCA, de la ciudad de Cuenca —Ecuador, y el
Instituto de Cancer de SOLCA, nucleo de Loja. El periodo comprendido del estudio fue 1ro
de enero del 2019 al 31 de Septiembre del 2019. El periodo de campo fue considerado como
periodo de reclutamiento y exposicion. El seguimiento de los resultados se terminé el 13 de
Octubre del 2019 y el periodo de recopilacién de datos terminé el 1 de Noviembre del 2019.

Participantes

Participaron todos pacientes en edades de 0 a 18 afios, diagnosticados de Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA). Se seleccionaron los registros de pacientes con todos los datos
completos en la historia clinica. Se excluyeron pacientes con LLA concomitante con otra
enfermedad oncoldgica, sindrome de Down o VIH.

Variables

Las variables fueron descritas como demograficas: edad, sexo, procedencia. Las variables
clinicas: indice de masa corporal, hemoglobina, hematocrito, inmunofenotipo. Variables
principales del estudio fueron la frecuencia genotipica del polimorfismo MTHFR 677C>T,
MTHFR 1298A>C, la frecuencia alélica de los polimorfismos 677C>T y 1298A>C del gen
MTHFR.

Fuentes de datos / medicion

Para cada variable se utiliz6 el software institucional para registro de historias clinicas como
fuente de datos, se consulté el expediente clinico electrénico SOFTCASE. Los datos fueron
compilados en una hoja electronica para posteriormente ser transferidos al software
estadistico. El proceso de toma de muestras de sangre fue realizada por el personal de salud
correspondiente, en SOLCA-Cuenca y SOLCA-Loja. La totalidad de las muestras tomadas se
mantuvieron en cadena de frio entre 4 y 8° C hasta que fueron transportadas hasta el
laboratorio de biotecnologia perteneciente a la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la
Universidad del Azuay. El proceso en su totalidad fue desarrollado paso a paso dentro de la
Cabina de Flujo CSB CA4.

Extraccion del ADN.

Para la extraccién del ADN, se utilizé el Kit comercial PureLink™ Genomic DNA de Invitrogen
Serie K1820-02, con aislamiento de columna de silice. Adicionalmente se usé etanol
absoluto al 96%. El protocolo de extraccion a detalle se presentd en un trabajo previo (Tesis
http://dspace.ucuenca.edu.ec/bitstream/123456789/33629/1/Trabajo%20de%20titulaci%
c3%b3n.pdf). Brevemente el proceso consta de 4 partes: : Lisis celular, purificacion, lavado
y elucion.

Cuantificacion del ADN

La cuantificacién del ADN se realizé por el método de espectrofotometria. Se empleé el
espectrofotometro de Microplacas Epoch, con volumen de muestra de 2ul. Se uso6 el
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protocolo de la placa Take3 y a través del Software Gen5, y que con una longitud de onda
entre 260 y 280nm, reporto resultados obteniéndose un promedio de dos lecturas. Se realizé
una electroforesis de ADN en gel de agarosa usando 80 ml de TAE (Tri Acetato EDTA), 8ul
de SYBR Safe con una técnica estandar.

Amplificacién de ADN mediante la técnica de Reaccidn en cadena de la Polimerasa en tiempo
real (QPCR).

Para el desarrollo de la técnica se trabajé con el termociclador IANLONG Real Time PCR
System TL, siendo compatible con las siguientes sondas empleadas:

a) La sonda Tagman® del polimorfismo rs1801133 con serie de ensayo: C___1202883_20,
permitié identificar en las muestras de ADN el siguiente cambio: presencia del alelo A'y
ausencia del alelo G, en la secuencia:
GAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG[G/A]JCTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCAA.

b) La sonda Tagman® del polimorfismo rs1801131 con serie de ensayo: C___850486_20,
que permitid identificar en las muestras de ADN el siguiente cambio: presencia del alelo Ty
ausencia del alelo G, en la secuencia:
AAGAACGAAGACTTCAAAGACACTT[G/TICTTCACTGGTCAGCTCCTCCCCCCA.

Las sondas vienen marcadas con los fluorocromos VIC y el FAM; el primero para detectar la
secuencia de alelo 1 o silvestre y el segundo para detectar el alelo 2 o alelo mutado. Para
las respectivas determinaciones, ademas se utilizara la Tagman® Genotyping Master Mix
de Applied Biosystem®, correspondiente al nimero de ensayo 4351379 (Thermo Fisher,
2016). Se realizd la estandarizacién de la técnica de PCR en tiempo real con las
instrucciones del proveedor (TagMan®).

Control de las fuentes de sesgo

Se excluyeron historias clinicas cuyos datos no estuvieron completos, se evitd la imputacién
de datos perdidos o excluidos. El protocolo de este estudio fue aprobado por Comité de
Etica de Investigacién en Seres Humanos de la Universidad San Francisco de Quito
(Aprobacion MSP, Oficio No MSP-VGVS-2016-0244-0).

Tamainho del estudio

La muestra fue no probabilistica, en la cual se incluyeron todos los casos potencialmente
elegibles de los centros oncolégicos.

Manejo de variables cuantitativas

Las variables cuantitativas en escala se presentan con promedios y desviacién estandar.
Las variables cuantitativas nominales se presentan con frecuencia y porcentaje. En las
variables principales se presenta intervalos de confianza para proporciones.
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Meétodos Estadisticos

Para la determinacién de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos se
empleé el programa Bioinformatico SNPstas del Instituto de Oncologia de la Universidad de
Cataluiia, disponible en linea en: http://bioinfo.iconcologia.net/SNPStats_web (D"Oncologia,
2006). Para el analisis estadistico de los datos y resultados obtenidos se utilizo el paquete
de software SPSS version 21, en donde se establecieron frecuencias, porcentajes, asi como
la asociacién y correlacién entre las variables, para lo cual se trabajé con un nivel de
confianza del 95% mediante Chi-cuadrado (x2) donde un valor de P<0.005 se considerd
estadisticamente significativo, el andlisis de asociacion del tipo de riesgo de LLA y las
frecuencias genotipicas y alélicas se efectué mediante x2 y Odds Ratio.

Resultados

Participantes

Fueron ingresados al estudio 160 pacientes. Fueron eliminados del grupo 3 casos por datos
incompletos en el expediente (Figura 1).

Figura 1. Diagrama de flujo de los participantes del estudio.

Grupo de Estudio Excluidos
163 casos — 3 casos

Casos analizables
160 casos

Caracteristicas de las pacientes

La poblaciéon de estudio conformada por 160 pacientes mostré predominio por el sexo
masculino n=92/160 (57.5%) y mujeres fueron 68/160 (42.5%). Del grupo etario que se
establecid, presenté igual distribucién entre las edades de 6-11 y 12-18 afios con el
41.9%(n=67) para ambos grupos. En cuanto al IMC, los pacientes se encontraron en su
mayoria dentro del rango categérico considerado como peso normal o normopeso
58.1%(n=93), seguido de un porcentaje considerable de pacientes con sobrepeso
23.1%(n=37) y obesidad 16.3%(n=26), dejando como restante al porcentaje de la categoria
de bajo peso (Tabla 1). El predominio del linaje de LLA correspondié a los pacientes que
expresaron el inmunofenotipo para células B con el 79.4% (Tabla 1).
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Los valores de hemoglobina (75%) y hematocrito (77.5%), predominaron como normales en
ambos parametros. De la totalidad de la poblacién en estudio se observé que los pacientes
eran en su mayoria procedentes de la regién sierra 72.5% (n=116%), ocupando la costa y
oriente el segundo y tercer lugar respectivamente.

Resultados principales

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

El procesamiento de los datos ingresados obtenidos tras la ejecucién de la técnica dePCR
en tiempo real identificaron que, de los grupos genotipicos posibles para el SNP 677C>T se
encuentran: el wild type (C/C), heterocigoto (C/T) y homocigoto mutado (T/T); se obtuvo que
el grupo heterocigoto (C/T) presenta la mayor frecuencia con el 75%, en comparacién con
el grupo silvestre o wild type (C/C) que presenté el 25%. No se encontré poblacién que
presente el genotipo mutado. Las frecuencias estan presentadas en la tabla 2.

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

La frecuencia alélica presentada por el SNP 677C>T report6 el 38% para el alelo mutado T.
En tanto que, para el SNP 1298A>C el alelo mutado presenté una frecuencia del 90%.

Tabla 1. Caracteristicas Demograficas y Clinicas de los pacientes.

SEXO n=150 %
Mujer 68 42.5
Hombre 92 57.5
EDAD
1-5 Afos 26 16.3
6-11 Anos 67 41.9
12-18 Aiios 67 41.9
INDICE DE MASA CORPORAL
Bajo Peso 4 2.5
Normal 93 58.1
Sobrepeso 37 23.1
Obesidad 26 16.3
PROCEDENCIA
Costa 27 16.87
Sierra 116 72.5
Oriente 17 10.63
HEMOGLOBINA
Baja 23 14.4
Normal 120 75.0
Alta 17 10.6
INMUNOFENOTIPO
Células B 127 79.4
Células T 11 6.9
Pre-B 19 11.9
Bifenotipica 3 1.9
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Tabla 2. Frecuencia genotipica del SNP

SNP rs1801133 n=160 %
c/c 40 25.0
c/T 120 75.0
T - -

SNP1298A>C
A/A 3 2.0
A/C 25 16.0
c/c 132 82.0

SNP: rs1801133:C/C: wild Type. C/T Heterocitogo, TT Homocigoto Mutado
SNP 1298A>c: A/A: wild Type. A/C Heterocitogo, C7C Homocigoto Mutado

Tabla 3. Frecuencia Alélica del Gen MTHFR

MTHFR 677C>T n=160 %
Alelo C 200 62.0
Alelo T 120 38.0
MTHFR 1289A>C
Alelo A 31 10.0
Alelo C 289 90.0

El Gen MTHFR tiene 2 alelos, por lo que se reportan 320 alelos de 160 pacientes.
Anadlisis Secundarios

Se demostrd que no existe asociacion entre el sexo/Edad/indice de masa y los genotipos
MTHFR 677C>T y MTHFR 1298A>C. Tampoco hubo asociacion entre los inmunofenotipos
o niveles de hemoglobina y los genotipos MTHFR 677C>T y MTHFR 1298A>C (P>0.05).
Tampoco sus alelos demostraron asociacion con estas variables.

En la figura 2, se indica la distribucién en conjunto de los genotipos mas frecuentes para
cada polimorfismo, el genotipo heterocigoto C/T para 677C>T y el homocigoto mutado para
1298A>C de acuerdo a su lugar de procedencia. Es asi, que Azuay ocupa el primer lugar con
el 28.7% para el grupo C/T y el 34.4% para C/C; en segundo lugar se encuentra la provincia
de Loja con el 13.8%(C/T) y el 14.4%(C/C), seguido de El Oro con el 10.6% tanto para C/T
como para C/C. Cafar y Morona Santiago ocupan el cuarto y quinto lugar respectivamente.

No se demostré asociacién entre los Genotipos del SNP segun del riesgo de LLA y el
inmunofenotipo (Tabla 4).
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Figura 2. Distribucion geografica de los genotipos
677C>T 1298A>C
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Pichincha
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Tabla 4. Asociacion Genotipica del SNP segin el tipo de Riesgo de LLA por el
inmunofenotipo

Genotipo Alto Riesgo | Alto Riesgo OR (IC95%) P
n=146 n=146

SNP 677C>T: C/Tvs C/C 11 (78.6%) 109 (74.7%) 0.72 (0.18-3.58) 0.64

SNP 1298A>C: A/C vs A/A+C/C 3(21.4%) 22(151%)  0.54(0.13-2.22)  0.41

SNP 677C>T: TvsC 11(6.9%) 109 (68.1%)  1.24(0.32-4.70)  0.74

Discusion

Los resultados principales del presente estudio, el SNP 677C>T del gen MTHFR obtuvo la
siguiente distribucién genotipica: 25% para el homocigoto normal o wild type C/Cy 75% para
el heterocigoto C/T, no se obtuvieron resultados para el genotipo mutado T/T, en cuanto a
su frecuencia alélica se manifest6 el 38% para el alelo mutado (T). El segundo SNP en
estudio MTHFR 1298A>C del mismo gen presento: 2% para el homocigoto normal A/A, 16%
para el heterocigoto A/C y 82% para el homocigoto mutado C/C, mostrando una frecuencia
alélica del 90% en cuanto al alelo mutado (C). Los resultados fueron parcialmente
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semejantes con una investigacion reciente realizada en nifios mexicanos diagnosticados de
LLA en un Centro Oncoldgico Pediatrico de Baja California (México) [7]; en donde se relat6
que el 40% presento el alelo mutado (T) de MTHFR 677C>T, porcentaje bastante similar con
el expuesto inicialmente. Sin embargo para MTHFR 1298A>C el resultado contrasto, pues
en tal estudio se encontré que sélo el 22% mostré el alelo mutado C. Genotipicamente los
resultados comparados variaron para ambos polimorfismos, ya que en MTHFR 677C>T, los
nifios mexicanos si reportaron resultados para el genotipo mutado T/T con el 15% y en
cuanto a MTHFR 1298A>C la mayor frecuencia se asent6 en el genotipo wild type con el
67%. Gutiérrez demuestra ademas que existe una asociacion significativa entre el genotipo
1298CC y el riesgo a LLA, quien sustenta que la existencia de esta variante en MTHFR en
tales individuos pueda deberse a una insuficiente distribucion intracelular de acido félico, el
cual es necesario para conservar la estructura tridimensional de la proteina; teniendo asi
como resultado la produccion de una metilacion de ADN aberrante y la posterior sintesis de
nucleétidos que aumentaria el riesgo de desarrollar LLA [7]. Esto resulta importante
mencionarlo, pues en nuestra poblacién existio una alta frecuencia del genotipo mutado C/C
(82%), por lo que posiblemente pudiera existir de igual manera tal asociacién. Sin embargo,
mientras no se logre comparar con poblacién sana o normal, esto no seria posible saberlo.

Los resultados genotipicos obtenidos también difieren en parte con los de Zanrosso et al.
[8], quienes estudiaron la asociacion de MTHFR en la patogenia de leucemias agudas de un
grupo de niflos de origen brasilefio con LLA y encontraron que, el 10% de ellos presento6 el
genotipo mutado T/T para 677C>T y en cuanto a 1298A>C la mayor frecuencia se situd en
el genotipo wild type con el 51% [8]. La variabilidad en la comparacién de los resultados
obtenidos particularmente con el genotipo mutado de 1298A>C y los de otras poblaciones
se sustenta en que por una parte, la distribucion de este polimorfismo es menos conocida
que el SNP 677C>T; ademas de que su frecuencia varia ampliamente de una poblacién a
otra [9]. Lo anterior se puede dilucidar al observar la diferencia entre frecuencias genotipicas
y alélicas determinada en algunos paises segun un estudio de prevalencia realizado en el
afio 2016; donde México y Africa Occidental presentaron las frecuencias mas altas y mas
bajas del alelo T y genotipo T/T de 677C>T respectivamente. Al contrario, estos dos paises
fueron las areas con las frecuencias mds bajas del alelo C y genotipo C/C de 1298A>C,
siendo Francia quien presenté la frecuencia mas alta [10].

En Ecuador no existen datos disponibles al respecto, por lo que este estudio se consideraria
como uno de los primeros en describir el comportamiento de la frecuencia de los SNPs
677C>T y 1298A>C de MTHFR en pacientes diagnosticados con LLA. De acuerdo al lugar de
procedencia de la poblacién, se identifico que de los genotipos con mayor frecuencia,
heterocigoto C/T en 677C>T y homocigoto mutado C/C en 1298 A/C; Azuay se registrd en
primer lugar, seguido de Loja, ocupando el Oro el tercer lugar. El género masculino fue el que
predominé en los genotipos mas frecuentes: 41.2% en el genotipo C/T de 677C>T y 45.6%
en el genotipo mutado C/C para 12987A>C; no obstante, presentar el alelo raro en ambos
polimorfismos tuvo mayor tendencia hacia las nifas, alelo T (41.2%) y alelo C (56.2%); lo que
indicaria que el género femenino tiene mas predisposicion a poseer el alelo mutado que el
masculino. Sin embargo, no se encontré asociacion entre el sexo, obesidad y la distribucién
genotipica o alélica de los SPNs estudiados, lo cual coincide con otros reportes [9, 11].

Murillo J, et al. Rev. Oncol. Ecu. 2020:30(1) 751



ONCOLOGIA Articulo Original DOI: 10.33821/473 Genética| Cancer

Referente a la caracterizacion del fenotipo de la LLA y su distribucidon genotipica y alélica de
los SNPs en estudio, no se observaron diferencias significativas, lo que concuerda con
Skibola et al., quien luego de estudiar un grupo de pacientes con leucemia aguda del Centro
de Investigacion de Leucemia Britanica, concluyé que no se observaron diferencias
significativas en las frecuencias mutantes de MTHFR 677C>T y 1298A>C entre los grupos
caracterizados en funcién del inmunfenotipo, considerando como uno solo a los de tipo ALL-
By ALL-T para su analisis [12]. De Jonge et al., también sostienen la anterior aclaracion a
través de un estudio mas reciente en 245 pacientes pediatricos con LLA de Europa
occidental, concluyendo que aln es reciente la exploracién de conocer si los pacientes con
determinado tipo de LLA difiere en la cinética del folato por medio de sus SNPs en MTHFR.
Los autores excluyeron a los pacientes con ALL-T del analisis y obtuvieron que no existia
resultados significativamente diferentes [13].

Si bien no se encontré relacion entre el inmunofenotipo de la LLA y los polimorfismos en
estudio del gen MTHFR, y ademas en vista de que no existian datos que reflejen la siguiente
asociacion; se planted conseguir una asociacion genotipica y alélica frente a una variable
de respuesta que refirié el grupo de riesgo al que pertenecia cada individuo en base al
inmunofenotipo de expresion. De ello, se obtuvo que en general no existe asociacion
estadisticamente significativa que se demuestre entre los SNPs de MTHFR 677C>T y
1298A>C con el tipo de riesgo de LLA, lo que indica que el riesgo es independiente de
presentar determinado genotipo. Tomando en consideracion que se ha demostrado
asociaciones estadisticas entre los SNPs MTHFR 677C>T y 1298A>C y las concentraciones
de folato y homocisteina [14], se intent6 asociar los niveles de hemoglobina asi como los
del hematocrito. Esto, sabiendo de antemano que la hemoglobina requiere factores como la
vitamina B12, hierro y acido félico para su produccion y que en contexto con el metabolismo
del ciclo de folato; estos podrian de alguna forma ser indicadores de desnutricién. No se
encontré tal asociacion genotipica ni alélica, en donde la poblacién presentd valores
normales de hemoglobina y hematocrito en los genotipos y alelos mas frecuentes.

La importancia de desarrollar un andlisis en cuanto a la distribuciéon de las frecuencias de
dos de los mas influyentes polimorfismos correspondientes al gen de la enzima MTHFR
radica en que ésta, es una de las enzimas potencialmente involucrada en el metabolismo y
accion del MTX; farmaco antifolato utilizado en altas dosis en la mayoria de protocolos
poliquimioterapéuticos durante la fase de consolidacién y mantenimiento del tratamiento
de la LLA y existe evidencia de que se manifiesta una asociacién entre los polimorfismos
mas comunes del gen MTHFR, 677C>T y 1298A>C con la toxicidad y eficacia del tratamiento
con MTX ademads de otros agentes antifolatos [13].

Los alelos 677T y 1298C provocados en MTHFR, claramente desencadenan una
disminucién en cuanto a la funcionalidad de su actividad enzimatica [11-13]. Estudios
demuestran que los individuos con el genotipo T/T de 677C>T presenta un 30% de actividad
de la enzima MTHFR in vitro en comparacion con el tipo salvaje y que aquellos con genotipo
C/T mantienen alrededor del 60% de actividad de la enzima de tipo salvaje. Es factible
asumir que en la poblacién estudiada, la mayoria expresaria también el segundo porcentaje
de actividad manifestada en cuanto a la enzima, ya que fue el genotipo heterocigoto C/T
quien predomind en tales individuos. Algo parecido ocurriria con 1298A>C, ya que se
manifiesta que poseer el genotipo C/C, el cual predominé en este estudio, presenta de igual
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manera una disminucién al 60% de actividad de MTHFR [15]. Los metabolitos del
metotrexato inhiben a la MTHFR, y por consiguiente al poseer los pacientes con LLA baja
actividad enddgena, tendran un mayor riesgo de mucositis, toxicidad hematologicca y
hepatica inducida por el farmaco [4].

Sin embargo, hasta la fecha auln existen resultados que generan controversia. De manera
retrospectiva en pacientes con LLA en terapia de mantenimiento con el genotipo T/T se
asocié significativamente con un aumento de la toxicidad hepatica durante la
administracion de metrotexato [16]. En adicién a lo expuesto, Suthandiram et al., también
demostraron que un alto porcentaje de pacientes con neoplasias hematologicas presento
toxicidad hematopoyética y hepatica en relaciéon con el genotipo mutado T/T de MTHFR
677C>T y que en cuanto al SNP 1298A>C no encontraron asociacion con ningun tipo de
toxicidad [17]. En contraste a ello, al desarrollar un estudio en 270 pacientes pediétricos con
LLA de origen franco-canadiense; Krajinovic et al., concluyeron que no existe asociacion
entre los SNPs 677C>T y 1298A>C y la toxicidad inducida por farmacos antifolatos,
mostrando incluso un efecto protector [18].

El estudio de las frecuencias de polimorfismos genéticos en las enzimas que forman parte
del metabolismo de la farmacoterapia de la LLA, como lo fue en el gen de la enzima MTHFR;
representa el primer paso para estudiar el comportamiento de su distribucién en diferentes
poblaciones, y como ésta pueda manifestar un impacto significativo tanto en el control,
riesgo asi como en la toxicidad medicamentosa. Es asi, que luego de comprender las bases
moleculares de tales eventos, se podra determinar la forma en la que éstas variantes
genéticas influyen por ejemplo en las respuestas farmacoldgicas para asi lograr optimizar
su uso. Esto hace referencia a la medicina personalizada, la cual en pocas palabras se basa
en administrar a cada paciente el farmaco en dosis y concentracién adecuada en linea con
su eficacia y seguridad.

Es posible, que en pocos afos incluso se emplee un formato de genotipos especificos
acorde a la frecuencia que prevalezca en la poblacién para este tipo de neoplasia, para asi
conseguir identificar a su vez subconjuntos de pacientes predispuestos genéticamente a
desarrollar posible toxicidad inducida por la farmacoterapia.

Conclusiones

En la poblacién estudiada conformada por 160 pacientes diagnosticados con LLA, se
evidencié para el SNP de MTHFR 677C>T una frecuencia genotipica de 25% para el
homocigoto normal C/C y 75% para el heterocigoto C/T, sin encontrar resultados en el
genotipo homocigoto mutado T/T. Para el SNP MTHFR 1298A>C se encontré una frecuencia
genotipica de 2% para el homocigoto normal, 16% para el heterocigoto A/C y 82% para el
homocigoto mutado C/C. La distribucion de la frecuencia alélica se mostré de la siguiente
manera: para MTHFR 677C>T se obtuvo 38% para el alelo mutado T y en cuanto a MTHFR
1298 A>C, 90% correspondié para el alelo mutado C. En el andlisis estadistico no se encontré
asociacién genotipica ni alélica con las variables (sexo, edad, IMC, inmunofenotipo,
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hemoglobina y hematocrito), asi como tampoco se manifestdé una correlacién
estadisticamente significativa entre el genotipo y alelo frente al tipo de riesgo de LLA.
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