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RESUMEN

Antecedentes: las leucemias Se caracterizan por la produccion
excesiva de células hematopoyéticas inmaduras en médula 6sea. En el caso
de la Leucemia Linfocitica Aguda {(LLA), las células inmaduras que se
producen excesivamente son los linfoblastos que desplazan a las células
sanas hasta invadir 6rganos y sistema nerviosc. Puede presentarse en nifios
siendo la segunda causa de muerte y la sexta en adultos, considerandose
como un problema de salud a nivel mundial. El Objetive del presente
estudio fue determinar la frecuencia del polimorfismo 677C7? T del gen
MTHFR en pacientes con LLA y confroles del Occidente de México. Material
¥y Métodos: mediante un estudio de casos y controles (no pareado) se
colectaron 107 muestras de pacientes con LLA provenientes del Servicio de
Hematologia, CMNO, IMSS y 170 controles de la poblacién general, a los
que se les tomo 5 ml de sangre periférica (con EDTA) para la extraccion de
ADN. Se amplificé un segmento del gen MTHFR que para la identificacidn
del polimorfismo 677C—T, previc reconocimiento con la enzima de
resfriccion Hinf | y electroforesis en peliacrilamicda tefiida con nitrato de plata.
Resultados: las frecuencias genotipicas fuercn: para 67777 del 10% en
pacientes y 19% en controles; para 677CT del 50% y 48%; y para 677CC
del 40% y 34% respectivamente, que al compararlos entre si no se
cbservaron diferencias. La comparacion de los genctipos del polimerfismo
677C—T clasificados por edad, género, antecedentes familiares de cancery
consume de tabaco de los grupes de estudic, no mostro diferencias. Sin
embargo, al comparar al grupo de pacientés por subtipo de LLA vy los
portadores del genctipo 8677TT, se ohserve diferencias entre la LLA-L3 en
comparacion con la L2 (OR 11, 1C85% 1.74-78.43) p<0.05. Conclusién: no
se observaron diferencias genotipicas, ni alélicas del polimorfismo 677C7? T
en pacientes y controles. Los pacientes con subtipo L3 comparados con L2
portadores del genotipe 677 7T presentaron mayor riesgo de tener la forma

grave de la LLA.
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INTRODUCCION

La leucemia linfocitica aguda (LLA) es un tipo de c¢ancer que se
caracteriza por un exceso en la produccion de linfocitos en la médula dsea; en
esta y otras patologias de arigen multifactorial se ha descrito la asociacion de
factores genéticos y ambientaies en su desarrolio. Dentro de los factores
genéticos implicados se encuentran, alteraciones en los protooncogenes y en
los genes supresores de tumor, implicados en el crecimiento, proliferacion y
diferenciacién celuiar. Otros factores genéticos son las alteraciones
cromosémicas, asi como, variaciones en genes que participan en el
metabolismo de farmacos y xenobiéticos'™.

Entre los genes implicados en la sintesis de nucledtidos y metilacion del
ADN se encuentra el gen metileno tetrahidrofolato reductasa {(MTHFR) que
participa de manera importante en la carcinogenésis®. Este gen codifica para la
enzima 510" -MTHFR, que cataliza la conversion irreversible de 5,10-
metiltetrahidrofolato (5-10 MTHF)} a 5-MTHF®. Variaciones en la actividad
catalitica de esta enzima pueden provocar inestabiiidad en el ADN, se ha
observado que el polimorfismo 677C—T {(ala222val) del gen MTHFR afecta la
actividad y termolabilidad de la enzima. Los heterocigotos presentan
aproximadamente el 60% de su actividad, mientras que los homocigetos para el
polimorfismo presentan solo el 30% de |a actividad catalitica de la enzima &7

Al respecto, se ha descrito la relacidn que existe entre el polimorfismo
anterior y el riesgo a contraer diferentes iipos de cancer, incluyendo las
leucemias * = ? Sin embargo, en el Occidente de México adn no existen
estudios a nivel molecular que relacionen directamente ai polimorfismo
677C—T del gen MTHFR con la leucemia linfocitica aguda (LLA) en adultos
(patologia que se ha convertido en un problema de salud pablica) °

Por lo que conocer la frecuencia de este polimorfismo en controles y
pacienies con LLA de nuestra poblacidn, serd de gran importancia para la

identificacion de grupos que podrian ser sujetos a algin tipo de riesgo.



ANTECEDENTES

LEUCEMIA

El termina leucemia se deriva de los vocablos griegos “leukos" (blanco) y
“haima” (sangre), afecta a leucocitos, linfocitos y plaguetas. Tiene su origen en
méduia ésea por alteraciones en ia regulacion ¢ en la formacion de las mismas.
La regulacion en la produccién de las células sanguineas normales puede
alterarse, por 1o que la proliferacion de células anormales se realiza
independientemente del espacio disponible que existe en la meduia 6sea. Las
celulas sanguineas inmaduras (los blastos) proliferan, provocando acumulo
tanto en la médula ésea, ganglios linfaticos, bazo e higado, en el torrente
sanguineo y reemplazan a las células normales con desplazamiento de

gldbulos rojos. A esta proliferacion incontrolada se le denomina leucemia®.

LEUCEMIA LINFOCITICA AGUDA
La LLA puede presentarse en nifios y en adultos por igual. Generalmente
la meduia dsea produce células llamadas blastos, las cuales se transforman en
células sanguineas, como los glébulos blancos llamados linfocitos que
combaten las infecciones mediante ia produccion de anticuerpos. Pero en el
caso de LLA existe una sobre proliferacion de células madre que se
transforman en linfocitos llamados también linfoblastos, las cuales no maduran;
SU exceso en sangre y médula ¢sea desplaza otras células, llegando a invadir
otros 6rganocs y el sistema nervioso. La LLA progresa rapidamente si no se frata
a tiempo, produciendo en la mayoria de jos casos la muerte. Se estima que
alrededor del 35% al 40% de los adultos con LLA sobrevivan 2 afios con
quimioterapia'® ™"
Como en LLA infantil, los pacientes adultos con LLA estan en peligro de
presentar complicaciones del sistema nervioso central (SNC) durante el curso

de su enfermedad™.



CLASIFICACION DE LA LLA
Clasificacion clinica

A partir del uso generalizado de prolocolos de quimioterapia, la
heterogeneidad prondstica llevd al desarrollo de estudios para definir categorias
de riesgo clinico. La mayoria de los estudios llegaron a la conclusion de que la
edad y la cuenta de leucocitos al diagnostico se podian considerar factores
predictivos de evolucion. De manera que en 1996 el National Cancer Institute
{NC!) clasifico a los pacientes en dos grupos *':

a) pacientes con riesgo habitual, entre 1 a 2.9 afos y cuenta de

teucocitos <50,000/pl

b) pacientes con riesgo alto, =10 afos y cuenta de leucocitos

=50,000/u"2.

Clasificacién morfoidgica
La clasificacién desarrollada por el grupo cooperativo French American

British (FAB)} en 1976 ha demostrado tener valor prondstico '2.

Esta clasificacion utiliza criterios merfologicos e incluye fres grupos.
{Cuadro 1)

1) LLA-L1, caracterizada por presentar linfoblastos pequefios,
generalmente no se observan nucléoios ¢ son pequerios (Figura 1),
su nucleo es redondo y en raras ocasiones hendido y Ja cromatica es
homogénea. El citoplasma, moderadamente basdfilo, presenta un
grado variable de vascularizacion.

2) LLA-L2, presenta linfoblastos indiferenciados de gran tamafic y
generalmente contiene nucléclos gue varian en tamafio y cantidad
{Figura 1). Los citoplasmas son moderadamente abundantes con
baséfilos variables y grado variable de vascuiarizacién. En algunos
casos se asocia con el cromosoma Filadelfia.

3) LLA-L3, consta de células grandes con nicleo regular de forma oval o
redonda, con uno © mas nucléolos vesiculares prominentes;

vacuolacion citoplasmatica prominente en la mayoria de las células.



Cuadro 1. Clasificacian morfeldgica Franco-Américo-Britanica (FAB) .

HALLAZGOCS L1 L2 L3

HISTOLOGICOS

Tamano celular Predominio de células Células grandes.  Células grandes.
pequefas Heterogéneas.
Homagéneas.
Cantidad de ' Escaso Variable, con Abundante
citoplasma frecuencia
abundante.
Nucléolos Pequefios o poco visibles Uno o més, Uno ¢ mas,
grandes prominentes
Cromatina nuclear Homogénea Variable, Finamente
heterogénea en punteada,
cada caso. homogénea.
Forma nuclear Regular, pueden estar Irregular, hendidos Reguiar, ovalados
hendidos o indentados. o indentados. y también
redondos
Vacuolizacién Variable Variable " Prominente

citoplasmatica



Figura 1. Frotis de médula ésea de pacientes con LLA. a) LAL-L1, b) LAL-L2, ¢) LAL-L3.
Tincign de May-Griinwald-Giemsa x 1.20C (tomadc de Atlas de hematologia)'.

Clasificacion inmunolégica
El estudio inmunolégico de los linfoblastos en pacientes con LLA ha
permitido su clasificacidn inmunofenotipica:

°  Células tipo B, subdivididas de acuerdc con la presencia de cadenas de
inmunoglobulinas.

¢ Células T, que junto con ios linfocitos B producen anticuerpos contra las
infecciones.

°  Células mortiferas naturales, (conocidas por sus siglas en ingles NK,
(natural killery que atacan a las céluias con cancer ¢ a [as infectadas por un
virus.

En la LLA, los linfoblastos no pueden combatir 12 infeccion. Ademas, a

medida que aumenta el nimero de linfoblastos en sangre y en la médula dsea,



disminuye el espacio y produccion de las plaguetas, los glébulos blancos y los
glébulos rojos normales. Esta situacion puede causar infeccion, anemia y
hemorragia que en etapas mas avanzadas puede extenderse al sistema
nervioso cenfral (SNC) .

La tipificacion se realiza con anticuerpos monoclonales dirigidos a sitios
antigénicos definidos como acdmulos (clusters) de diferenciacion (CD). En
algunos casos esta clasificacion establece k2 etapa de maduracion de las
células neoplasicas y tiene utilidad para predecir la respuesta a la terapia

convencional (Cuadro 2)'>

Cuadro 2. Clasificacién inmunolgica de la LLA ™.

Antigenos Ig Frecuencia Prongsticos

B

B temprana CD10, CD19 No 85% Buenc
TP T T cozo T Encitoplasma 18.20% Variable
- T HLADRI2 Eniasupericie W% Mao

cetular

T GD2, CDs5, CDT No 13-15% Malo
NULA Na No 1-3% Variable

CD: acumulo (clusters) de diferenciacidn; 1g: Inmuneglobuiinas.

Clasificacién por estudio genético

Como se mencioné con anterioridad, las anormalidades citogenéticas
gue se encuentran frecuentemente en pacientes con LLA proporcionan
informacién sobre su oncogénesis y tienen valor pronostico.

Los pacientes con hiperploidias (sobre todo frisomias 4, 10 y 17), tienen
un pronastico favorable a 5 afos, de 75-95%, probablemente se deba a que las
células triploides tienen un indice ailto de apoptosis ¥ son mas sensibles a una
gran variedad de agentes quimioterapicos'™ V7.

Al contrario, los linfobidstos con hipoploidias representan un prondstico

desfavorabie'®. Aproximadamente un tercio de los pacientes con LLA, muestran



linfoblastos con translocaciones cromosémicas sin modificaciones en el nimero
cromosomico. De estas translocaciones, cuatro son las mas comunes.

1. #12;21)(p13;922), presente en mas dei 25% de los pacientes con
LLA pre-B". Esta translocacién fusiona los genes TEL-AML1, el
resultado de esta fusion es un factor de iranscripcion que funciona
como correpresor de los genes AML-12'. AML1 es un factor necesario
para la transcripcion de genes gue participan en el desarrollo  de
células sanguineas. Estudios in vitrc han mostrado alta sensibilidad
de los linfoblastos TEL-AML1 a la L-asparginasa, por lo gue se ha
observado que este medicamento es Gfil en el tratamiento de
pacientes con LLA Pre-B.

2. 1(1;,19}q23;913), se observa en el 30% de los casos con LLA pre-B,
produce la fusién de genes E2A y PBX E! hallazgc de esta
translocacién establece el uso de tratamiento agresivo, debido a que
su presencia sugiere mal prondstico .

3. t{4;11)q21;923), se ha observacc gue pacientes con esta
transiocacion tienen mal prondstico, debido a que se encuenira
asociada con hiperleucositosis y linfoblastos que expresan antigenos
de origen monocitico, lo que sugiere un origen pluripotencial o mixto
de la LLA, esta translocacién implica la region 1123 en donde se
loczliza el gen MLL, que participa en maltiples sitios de ruptura
cromaosomica.

4. 19;22)(g34;11) también conocida como cromosoma Filadelfia (Ph).
Los pacientes adultos portadores de esta translocacion, generalmente
presentan hiperleucositosis vy tienen mal prondstico. Esta
translocacién implica la fusion de los genes BCR-ABL, cuyo producto
es una proteina tirosina kinasa, 1o que sugiere un zalto potencial

oncolégico™®.

SIGNOS Y SINTOMAS DE LA LLA
Los pacientes que sufren de leucemia aguda presentan sindromes

hemorragicos, anémicos o infiltrativos aislados 0 en combinacién. La anemia se



presenta como un dato constante con anisocitosis y poiquilocitosis; la
trombocitopenia también es frecuente con cifras menores 50X10%L. En el frotis
de sangre periférica y médula dsea, los blastos se presentan del 5 al 95%. La
leucocitosis puede aparecer en cifras menores a 50X10%L. La hemormragia
puede ser originada por trombocitopenia o invasién leucémica de meédula Gsea
o coagulopatia por consumo de medicamentos, como en los casos de leucemia
promielocitica LMA-M3.

En la LLA, la trombocitopenia y la disminucién de leucocitos funcionales
asociadas a la sustitucidn de la meédula dsea por células malignas que se
manifiestan habitualmente como: sindrome anémico agudo, facilidad para
fatigarse, disnea, discrasias sanguineas, fiebre, dificultad de cicafrizacion e
infecciones relacionadas a neutropenia. La LLA también puede causar aumento
de tamafio de los ganglios {infaticos, aumento de tamafio del higado o el bazo

y/o dolor dseo v articular '

DIAGNOSTICO

Se realiza mediante el aspirado de meédula, sin embargo en la
inferpretacién no es rara la confusion en el diagndstico con ja leucemia
mielocitica aguda (LMA, enfermedad de evolucidn répida, con alta incidencia de
globulos blancos inmaduros en sangre y medula 6sea)’®. El andlisis de
inmunofenoctipificacién es importante ya que se pueden distinguir a las
leucemias con base a la expresién de mieloperoxidasa una enzima
ampliamente distribuida en el organismo y sus fuentes fundamentales las
constituyen los leucocitos (neutrofilos y monocitos) y ios macrofagos, puede
aislarse a partir de diferentes fluidos biclégicos (saliva, liquido sinovial y semen,
entre otres). Las leucemias que no presentan esta expresion son: la LMA, la

leucemia megacarioblastica y la LLA '

Pruebas de Gabinete parala LLA
El diagnéstico de LA se efectia con el estudio de extendidos de sangre
periférica © aspirados de médula 6sea, mediante el empleo de tinciones

pancromaticas del tipo May-Griinwald-Giemsa, Wright-Giemsa. La identificacion



de genes de fusion PML/RAR-alfa, AML1/ETC, BCR/ABL u otros, por medio de

herramientas de la biologia molecular, como la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), permite establecer el diagndstico, la
variedad de la leucemia y es Util para evaluar la enfermedad residual minima,
una vez fograda la remision completa del padecimiento™.

También es necesario realizar un examen fisico y un historiai medico
completo, asi como los siguientes estudios de gabinete:

° Recuento de células sanguineas y niveles de hemoglobina: se realiza
para comprobar el ndrnero de giébulos rojos, gidbulos blancos, plaguetas v
los niveles de hemoglobina (la proteina que wansporta el oxigeno) en los
glébulos rojos.

° Andlisis de sangre periférica: Se examina la muestra sanguinea para la
busqueda de blastos, numero v la clase de gidbulos blancos y plaquetas. Asi
como la morfologia de las células sanguineas.

° Btopsia de médula ésea: Se extrae una peguefia porcion de hueso y de
médula ésea mediante la introduccién de unz aguja en cadera o esternon.
Posteriormente se realiza una valoracion del contenido y morfologia celular.

° Analisis citogenético: Mediante una muestra de sangre periférica 0 médula
d6sea se realiza un cultivo de células para observar bajo el microscopio
alteraciones cromosomicas.

> Fenotipificaciéon inmunolégica: Se examina tipo de células B o T bajo
microscopio  y por citometria de flujo se analizan marcadores
inmunologicos ™. '

- Tomografia computarizada: que muestra imagenes del cuerpo en cortes
transversales u horizontales las imagenes muestran cualquier parte del
cuerpo como lo son érgancs, huesc y tejido adiposo con mayor resolucién
que como lo muestra una radiografia general®.

° Resonancia magnética: Esta constituido por un complejo conjunto de
aparatos emisores de electromagnetismo, antenas recepforas de radio
frecuencias y computadoras que anzlizan datos para producir imagenes

detalladas, de dos o tres dimensiones con un nivel de precision nunca antes



obtenido que permite detectar o descartar, alteraciones en ics érgancs v los
tejidos dei cuerpo humano.

° Rayos X: examen de diagnoéstico que utiliza una radiacién electromagnética
capaz de producir imagenes de 4rganos, tejidos internos y hueso las cuales
son mostradas a través de una placa®.

° Ecografia ({también llamada sonografia); técnica de diagnostico por imagen
que utiliza cndas sonoras de alta frecuencia y una computadora para Crear
imagenes de vasos sanguineos, tejidos y drganes. Las ecografias se utilizan
para ver el funcionamiento de los érganos internos y para evaluar el flujo

sanguineo en los distintos vasos *°

Enfermedad residual minima

En la década de 1990 se establecio el uso de la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (por sus siglas en inglés, PCR), para determinar ia
presencia de enfermedad residual minima (ERM). El estudic de ERM permite
evidenciar celulas leucémicas residuales no detectadas por metodos habituales,
asi como evzaluar la respuesta a tratamiento y adecuar el fratamiento de
consolidacion.

La mayoria de las clasificaciones de |la LLA, tienen vaior prondstico
impaortante, que depende de |z biologia de las células leucémicas. Sin embargo,
en algunos pacientes se presentan recaidas que llevan a la muerte, ya que

muchos de estos ¢asos no muestran datos tempranos de fracaso terapéutico™®.

EPIDEMIOLOGIA

Diferentes estudios concuerdan en que la frecuencia de la leucemia ha
aumentado en los dltimos 40 afios. Los datos mas completos se basan en la
tasa de mortaiidad. En Estados Unidos, la mortalidad por leucemia en 19840 fue
de 3.9/100,000; en 1954 de 65/100,000 y en 1964, de 8/100,000 ' Sin
embargo, en el 2006, se diagnosticaron 3.930/100,000 adultos con LLA (2.150
hombres y 1.780 mujeres), con aproximadamente 1.480 muertes (900 hombres
y 590 mujeres). Entre el 20% y 30% de los adultos con LLA logro remision de |a
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enfermedad a largo plazo o la cura definitiva, lo anterior se atribuye a las
caracteristicas bioldgicas de la enfermedad, que pueden ser diferentes segan e
paciente. En México se informaron 1,926 casos en el afo 2000 y en ese mismo
afo hubo 3,301 defunciones.”™*

Por ofra parte segin datos de la Secretaria de salud de Jalisco, la LLA es
responsable de aproximadamente el 75% al 80% de las feucemias en nifios de
entre 2 a 9 afos de edad vy del 6% en adultos entre los 18 a mas de 66 anos
con una probabilidad de sobrevida a los 5 afos cel diagnostico del 85%.
Registrando la enfermedad en el 2008, como !a segunda causa de muerte en
nifios de 5 a 9 afios de edad con una tasa de mortalidad de 22 por cada
100,000 vy en adulios en ef sexto lugar con una tasa de 3.96 por cada 100,000°

CAUSAS Y FACTORES DE RIESGO

La causa precisa de las leucemias agudas se desconoce, la mayoria de
los pacientes presentan alteraciones genéticas, que pueden relacionarse con €l
namero de cromosomas o deleciones que aportan un factor prondstico
importante. Por lo que se han descrito como posibles factores de riesgo a
diferentes patologias con trastornos genéticos como: sindrome de Down, de
Fanconi, Bloon, Anemia de Blackfan-Diamond, Schwachman, Klinefelter,
Turner, Neurofibromatosis, Ataxia telangiectasia, inmunodeficiencia combinada
severa, hemogicbinuria paroxistica nocturna, sindrome de Li-Fraumeni. La
proliferacién clonal por medio de divisiones sucesivas a partir de una célula
progenitora, constituye el origen de las leucemias agudas, tanto linfoblastica
como mieloblastica, ia activacion de oncogenes como MLL, MYC, ABL, Bel-2, al
igual que la formacidn de genes quiméricos como BCR/ABL (LLA o©
mielobldstica crénica) PML/RAR-alfa (leucemia aguda promielocitica) o ML/ETO
{leucemia mieloblastica) hasta la fecha son de origen multifactorial'**'2,

Por otro lado, es poco factible que exista una etiologia Gnica responsable
de la proliferacion aberrante de céluias malignas. Por lo gue se han relacionado
otros factores ambientales, como: radiaciones ionizantes, farmacos, alquilantes,

epipodofilotoxina, exposicién a benceno, insecticidas, entre otros La exposicién



previa a quimioterapia, xenobidticos ¢ la radiacion representan algunos de estos
factores, ademas, se han identificado varias mutaciones genéticas asociadas a
la LLA, algunas de ellas de importante valor pronostico .

Asi los factares de riesgo que se han identificado que podrian aumentar
la posibilidad de que una persona desarrolle la enfermedad son: guimioterapia,
tabaquismo, exposicidn a quimices, insecticidas, malos habitos alimenticios, la
edad, los antecedentes familiares y la exposicion a radiaciones. Sin embargo, lo
anterior aun no se puede tomar como causa directa de la enfermedad, ya que
algunas personas que tienen varios factores de riesgo nunca la desarrollan,
mientras que ofras que carecen de factores de estos si la desarrollan; por lo
que se desconoce la causa exacta de fa LLA 7,

Otros factores de riesgo son las alteraciones cromosomicas, genes que
participan en el metabolismo de toxicos ambientales como el citocrome P450,
proteina encargada de la activacion o desactivacion de muchos farmacos.
Participa en la transformacion de productos quimicos en moléculas muy
reactivas capaces de causar graves lesiones a los tejidos o de provocar
mutacienes y participa en el metabolismo de esteroides y acidos grasoszwa.

Otras enzimas implicadas son la glutation S transferasa, que participa en
la proteccidn de macromoléculas biclégicas como son las proteicas y los acidos
nucleicos?. Asi como, la enzima MTHFR que participan en el metabolismo de

toxicos y sintesis de DNAZY,

PRONQSTICO

En las ultimas décadas el pronéstico en la leucemia ha meicrade, las
tasas de remision, el tratamiento inicial y supervivencia han aumentado gracias
a las pautas modernas. La discrepancia entre tasas de curacién en adultos y
nifios, puede deberse en parte 2 diferencias en cuanto a la capacidad de
tolerancia de un tratamiento quimioterapéutico intensivo en adultos, asi como a
una elevada incidencia de anomalias citogenédticas de mai prondstico en

éstos '
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Opciones de tratamiento para la LLA

La gquimioterapia es el principal tratamiento para la LLA. Habitualmente
se administra una combinacion de farmacos vy el tratamiento se divide en tres
fases:;
¢ Primera fase: Quimioterapia de induccidn a la remision,

@ Segunda fase: Quimioterapia de consolidacion.
®  Tercera fase: Quimioterapia de mantenimiento.,

En la induccidén de remision el objetivo es eliminar las céluias leucémicas
y restablecer el estado clinico y hematolégico normal para el paciente. Tiene
una duracidon aproximada de 4 semanas, $e utilizan diferentes medicamentos
de acuerdo al esquema de tratamiento. Sin embargo, generalmente se incluyen
esteroides, vincristina, antraciclina y L-asparginasa. Con este tipo de esquema
se logra la remision completa en aproximadamente el 95% de los casos y se
disminuye significativamente el riesgo de recaida. Asi, los pacientes que han
logrado la remisién compieta tienen ademas de la evidencia clinica, menos del
5% de linfoblastos en la médula dsea y ausencia de enfermedad deteciable a
nivel extramedular. Si el paciente presenta mejoria clinica y mas del 5% de
linfoblastos en médula dsea se clasifica como estadio de remisién pargial, sino
hay respuesta al tratamiento se considera como resistente *'-%2,

En la fase de consoclidacidon se utilizan agentes gquimioterapéuticos
adicionales en un pericdo corto, el objetivo s minimizar la resistencia a los
medicamentos y por consiguiente disminuir el riesgo de recaida®2.

Las dos fases iniciales utilizan farmacos de quimioterapia intensiva,
disefiades para destruir las células leucémicas en rapido crecimientc y se
administra de manera intrahospitalaria, por lo que se hacen necesarias
transfusiones sanguineas frecuentes, asi como tratamientos profilacticos a
infecciones al paciente. El tralamiento de Ja LLA suele continuar durante dos ¢
tres afios de modo ambulatoric, en la denominada fase de mantenimiento. El
objetivo de la quimioterapia es lograr la remisién {ausencia de células tumorales
circulantes y en la médula dsea) y restablecer la normalidad de Ja produccién de

células sanguineas.



La terapia de profilactica en la infiltracion del sistema nervioso centra
(SNC) por células tumorales es la intratecal y tiene lugar simultineamente en
las tres fases. Debido a que las dosis terapéuticas de administracidn sistémica
no alcanzan concentraciones adecuadas en liquido cefalorraguideo,
generalmente el protocolo utilizado en el tratamiento al SNC consiste en la
administracion de MTX intratecal®, dosis altas de metotrexate (MTX)
endovenosa y/o la aplicacion intratecal de hidrocortisona o citarabina®,

La radioterapia se utiliza en los pacientes con hiperleucocitosis (Pre-B y
B}, respuesta pobre al tratamiento inicio y/o con leucemia de células T. Can
estos esguemas de fratamiento se ha legrado disminuir del 50% a 5% la
incidencia de recaida al SNC %,

En el tratamiento de mantenimiento se utilizan esteroides, 2-
mercaptopurina, MTX, vineristina, antraciclina, etopdsido y ciclofosfamida. Esta
fase de tratamiento dura de 24 a 36 meses. La mejoria en el prondstico del
paciente es el resultado de modificaciones a este esquema hasico .

Estos esquemas de tratamiento estan condicionados por factores
individuales tales come la edad, la capacidad para metabaolizar tratamientos
intensivos vy los hallazgos citogenétices. Puesto que tras una primera remision
quedan células leucémicas residuaies que no es posible detectar mediante
analisis de sangre o de médula ésea con técnicas convencionates, y la
probabilidad de recaida es alta, el tratamiento dptimo de la LLA requiere a su
vez, un tratamiento intensivo adicional una vez alcanzada la remision, que se
denominz fase de consolidacion®.

Al completar el tratamiento programado debe verificarse la ausencia de
enfermedad medular o extramedular, después de o cual se suspende
electivamente el tratamiento; la vigilancia del paciente impiica la remisidn clinica
y la realizacion de biometria hematica periddicamente, para investigar datos
que sugieran recaida.

En el manegjo estadistico se han establecido parametros para valorar la
respuesta al fratamiento; Los mas utilizados son la sobrevida libre de eventos,

que incluye el tiempo transcurrido desde el diagndstico de [a enfermedad hasta
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lz presencia de recaida y la sobrevida global, que mide el tiempo transcurrido
desde el diagnéstico hasta la muerte. Habituaimente se vaiora al paciente hasta
un tiempo predeterminado, el cual generalmente se establece en 5 afos
después dei diagnéstica *. Adicionalmente se debe considerar en los pacientes
¢l alotrasplante de méduia dsea, asi como, la inclusién en ensayos clinicos que
estudien el autotrasplante, la inmunomodulacién y los nuevos agentes
guimioterapéuticos o biologicos, como alternativa para aquellos pacientes gque
no dispongan de un donante compatible %2,
Pronéstico de la LLA

El pronédstico en la leucemia ha mejorado en las Ultimas décadas, las
tasas de remisidn completa con el tratamiento inicial y supervivencia son
mayores. La discrepancia entre tasas de curacion en adultos y nifios, puede
deberse en parte a diferencias en cuanto a la capacidad de tolerancia de un
fratamiento quimioterapéutica iniensivo en adulios, asi como 2 elevada
incidencia de anomalias citogenéticas que se consideran de ma! prondstico en

los pacientes con LLA'®",

ENZIMA 5° 10 — METILENO TETRAHIDROFOLATO REDUCTASA (MTHFR)
La MTHFR participa en la homeostasis intracelular de los folatos (figura
2), es responsable de conversién de homocisteina a metionina ¥
estructuraimente se compone de homodimeros (656 aa) de 74.5 kDa, presenta
un dominio catatitico N terminal (5-MTHF + NAD(P)+ denominado 5,10-MTHF +
NAD{P)H) y un dominio regulader C terminal {S-adenocsilmetionina), con dos
isoformas (70 kDa y 77kDa) y dos promotores. Forma un dimerc a través de la

unién monocovalente FAD®



Sitio Active

Figura 2. Estructura tridimensienal de la proteina MTHFR®,
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Figura 3. Metabelismo de la homociste/na.
La homocisteina es un aminoacido derivado de la desmetilacion de la

metionina que a su vez es metabolizada a través de dos diferentes vias, la

transulfuracién y la remetilacién®. La metionina dona un grupo metilo mediante
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la reaccion catalizada por la enzima metil transferasa, que da origen a la S-
adenosilhomocisteinag, la cual mediante la hidrolisis de la adenosina forma la
homocisteina libre *°.

La via de remetilacion para la recuperacion de la metionina se cataboliza
mediante la homocisteina metiltransferasa (metionina sintasa), que representa
un paso metabdlico importante por que es un punto de convergencia en donde
participan diferentes cofactores y enzimas, como los cofactores derivados del
compiejo B, las vitaminas B12 y B6 * (figura 4).

La via de transulfuracion interviene cuiando los niveles de metionina en el

organismo exceda de io normal y permite lz sintesis de cisteina (figura 5) %
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Figura 4. Sintesis de metionina por la via de remetilacion®.
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Figura 5. Obtencidn de la homocisteina por oxidacién de 2 moléculas de homocisteina,

mediante la formacidn de un puente disulfuro &

Ofras vias de la homocisteina pueden ser mediante el grupo tiol que le
confiere muitiples interacciones (figura 5). Otra posibilidad es que por perdida
de una molécula de agua se originen derivados de la homocisteina como la
tiolactona homocisteina.

La literatura menciona los términos de homocisteina plasmatica vy
homocistinemia, que se refieren a la concentracion de homocisteina en plasma,
homaocisteina, disuifuros rmixtos con cisteina, homocisteina ligada a proteinas y
tiolactona de homocisteina. La homocisteina no ligada a proteina se filtra en los

glomérulos renales y se reabsorbe en los tubulos renales, por lo que soio
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pequefias cantidades se excretan en orina. La homocisteina es por tanto un
producto normal del metabolismo de {a metionina que no circuia en grandes
cantidades, pues se recicla por la via de recuperacion de la metionina o la via
de la formacién de la cisterna. Las concentraciones plasméticas de la
homocisteina pueden variar en el organismo por diferentes causas, una de ellas
es la mutacién de citosina a timina en el nucledtido 677 en el gen que codifica la
enzima MTHFR lo que resulta un aumento de homocisteina en plasma, lo
anterior puede conirarrestarse con la administracién de &cido félico que actia
como sustrato para la conversidén de homocisteina a metionina, Otra causa de
aumento de homocisteina plasmatica se debe a la deficiencia de 4cido folico
que causa un defecto en la remetilacion de homocisteina a meticnina. La
produccién del 5-metilTHF requiere un abastecimiento adecuado de folato
reducido y ia funcién apropiada de la MTHFR. Por lo tanto, si ias enzimas
funcionan inapropiadamente o los cofactores se encuentren en cantidades
inadecuadas cabria la posibilidad de originar concentraciones elevadas de

homocisteina™®.

GEN MTHFR

Ei gen MTHFR ubicado en el cromosoma 1 se localiza en ef sitio p36.3 (figura
6) tiene una longitud de 2.2 Kb, integrado por 11 exones y 10 intrones {figura 7),
codifica para un homodimero de aproximadamente 77 kDa la enzima 5,10-
MTHFR, la cual desempefia un papel clave en el metabolismo de folatos,

participa en la metilacion de DNA y la sintesis de nucledtidos “*'.

19



e —— L

i

F

1342

b4z

Figura 6. Cromosoma 1",

CarrT
5 1 2 3 4 5878 e 10141 3
! 3 11— ]
g Regicn codificadora | Regidn no transcrita.

Figura 7. Gen MTHFR *'.

Se han descrito diferentes polimorfismos en el gen MTHFR (cuadro 3),
asociados a enfermedades de origen muliifactorial, como las leucemias,
defectos del tubo neural, otros tipos de cancer, enfermedades coronarias,
parkinson, entre otras. Uno de los polimorfismos mas estudiados es el
denominado 677C—T que se origina por un cambio de hase (C por T) en el

exén 4.



Cuadro 3. Variantes alélicas de! gen MTHFR a

Variante Codén afectado Exon o Intrén
122> T P39P Exon 1
IVS2+333G— A n/a(intronic) Intrén 2
677C—T A222V Exén 4
1068T— C 83528 Exdn 6
IVS6+31T—> C r/a (intronic) Inirén 6
1298A— C E429A Exén 7
1317T— C F435F Exon 7
IVS10+262C —G n/a {intronic) intrén 10
1793G — A R3940 Exdn 11

Basados en la nomenclatura oficial para cambios en genes humanos, €l
cambio referido como 677C—T corresponderia al formatoe para cambios en el
cedon que codifica para el amingacido, por tante implicaria una alanina en el
codon 677 sustituida por valina. La designacion 677C—T es la nomenclatura
correcta, ya que indica un cambio en la secuencia de nucledtidos™.

Se ha observado gque el genotipo 877TT produce termolabilidad de la
enzima 5,10-MTHFR y como consecuencia eleva los niveles de homocisteina.
Al respecto algunos estudios reportaron que la sustitucidn del nucledtido C por
T en la posicion 677 del gen MTHFR (mutacién de sentido equivocado) produce
el cambio de una alanina por una valina en la posicién 222 del dominio catalitico
de la enzima, con o anterior demaostraren que este cambio es responsable de la
termolabilidad de la 5,10-MTHFR y que los homocigotos para este polimorfismo
presentan el 30% de la actividad de la 5,10-MTHFR y niveles elevados de
homocisteina circulante, mientras gue en heterocigotos es de aproximadamente
65%, en contraste con la actividad encontrada en homocigotes sin el
polimorfismo 7.

Lo anterior fue confirmado por los haliazgos de Van Der Put y cols.
(1998), quienes demostraron que el polimorfismo no solamente esta asociado
con termolabilidad de la enzima e incremento de los niveles plasmaticos de
homocisteina, sino también con incremento de folatos en gidbulos rojos, aunque

el nivel de folatos en plasma tiende a ser bajo, atn dentro del rango normal™.
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Cuadro 4. Frecuencia de las variantes alélicas 677C—T y 1296°

677C—> T
Norte de China 20%
Sur de ltalia 26%
Meéxico 32%

12984—— C

343 controles caucasicos
1298 AA 44.50%
1298AC 46.20%
1298CC 9.30%
211 pacientes con cincer de colon

1298AA 45.20%
1298AC 46.70%
1298CC 8.10%

Esiudios scbre la frecuencia del polimorfisme 677C-»T han revelado que
esta varia entre diversos grupos étnicos. En la pecblacién irlandesa se ha
descritc una tasa de homocigotos T/T del 6-8%, en holandeses de 5%, en
caucasicos de Estados Unidos de 13%, en canadienses del 12 % y en hispanos
blancos del 25%. En México se ha descrito una incidencia de 3 a 4 veces mayor
comparada con otros grupos étnicos. Sin embargo, se ha observado unz alta
incidencia de defectos de cierre de tubo neural en la regidn de Indonesia,

proporcionando una incidencia del 20% en mujeres de la poblacion general‘“““‘.

Multiples estudios epidemniolégicos han intertade relacionar la asociacion
del polimorfismo 677C—T con la LLA en oiras partes del mundo, sin embargo

los resuitados son contradictorios™ " 458,

En un estudio realizado por Doyeun O y cols. (2007), en la Republica de
Corea en el cual participaron 118 adultos con LLA y 427 controles, buscando el
riesgo asociado con el polimorfismo 677C—T del gen MTHFR v la LLA los
autores concluyeron gue los factores de riesgo asociados a este polimorfismo

no estan relacionados con la LLA en adultos™.

22



En el grupo de Skibola C y cols. (1999}, mediante un estudio de casos y
controles en 308 pacientes adultos con LLA y 491 controles de la poblacion de
California se observd que el 32.5% de los pacientes fueron portadores del
polimorfisme 677C—T en contraste con el 35.0% de los controles. Asi este
polimorfismo no se encuentra asociado con la susceptibilidad ai desarrollo de
LLA en la poblacion de California y sugieren que el estilo de vida juega un papel

importante para el desarrollo de ta enfermedad®,

Estudios similares realizados por Schnakenberg y cols. (2005) estudiaron
443 pacientes pedidtricos con LLA y 379 controles de la poblacién alemana y no
encuentran asociacion con la enfermedad™.

Estudios de farmacogenomica en relacién a los polimorfismos 677C—T y
A1298G en el gen MTHFR descritos por Aplenc R. y cols. (2005) observaron,
que el Methotrexate (MTX), que se utiliza como parie de [a quimioterapia de
LLA tiene la propiedad de bloguear el metabolismo del folato, inhibe la sintesis
del dTMP necesaria para la replicacién del ADN y bloguea la conversion de
5,10-MTHFR a 5-metiiTHF por MTHFR. Por lo que se piensa que alelos
polimérficos de MTHFR aumentan el riesgo de recidiva en LLA, debido al
aumento en la inhibicidn de la sintesis del DNA que impide la accidon del MTX.
Para probar esta hipotesis, realizaron un estudio en 520 pacientes con LLA
infantil y observaron que el alelo polimérfico 6777T se asocic con la recaida
{recidiva). Los datos anteriores proporcionaron evidencia de que el polimorfismo
de MTHFR 677C—T es una variante genética comun que confiere un resgo
relativo moderado para el desarrollo de la enfermedad y un alto riesgo para la
recaida en pacientes con LLA infantif’.

Por otra parte, uno de los conceptos importantes en ef estudio de los
polimorfismos es el equilibrio de Hardy Weinberg (EHW), este principio se
refiere al equilibrio de las frecuencias alélicas y genctipicas en una poblacién,
en ausencia de mutacién, migracién, seleccién y de apareamiento no aleatorio.

Se dice que una poblacidn estd en equilibrio, cuando es lo suficientemente
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grande para que los errores de muestreo vy efectos aleatorios sean
despreciables; cuando el apareamiento dentro de la poblacidn ocurre al azar;
cuando no existe ventaja selectiva de algin genotipo; cuando no existen otros
factores como; mutacién, migracion y deriva génica al azar. Refiriéndonos a un
solo par de alelos (A y a), la frecuencia de las células germinales A v a son
definidas como p y G, respectivamente. El equilibrio de las frecuencias
genotipicas esta dado por p2 {AA), 2pg (AQ), v q° (aa), donde toda pobtacion
cumple con la relacidn p? + 2pg + g% = 1, esté o no en equilibrio. Cuando una
poblacion no estd en EHW no concuerdan las frecuencias observadas para

cada uno de los genotipos contra las correspondientes frecuencias esperadas™®
49
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JUSTIFICACION

La LLA se considera como un problema de salud publica en México y en
el mundo, presenta altas tasas de moralidad en individuos adultos en edad
reproductiva y productiva, por o anterior es necesario implementar estrategias
eficaces para su prevencién, diagnéstico y control®.

Actualmente con el desarrollo del proyecto del genoma humano, se han
logrado avances imporiantes en la descripcion de genes con diversas
patologias complejas de origen multifactorial como la LLA. Entre los genes que
participan en el metabolismo xenobidticos se han propuesto al CYP450, al
GST, NAT2; ademds de algunos que regulan el ciclo celular como p53 vy el
MTHFR el cual participa en la sintesis de acidos nucleicos, entre otros. En este
sentido se propone que estos genes ademas de contribuir a la variabilidad
genética sean candidatos susceptibles para el desarrollo de la enfermedad, asi
come a ia respuesta de terapias.

El polimorfisme 677C—T7 dei gen MTHFR se ha asociado
inconsistentemente con la LLA, esta inconsistencia probablemente se deba a
las diferencias genéticas en las poblaciones estudiadas tales como grupo
étnico, género y edad. En Meéxico no existen estudios gque asocien este
polimorfismo con la LLA. Por lo anterior es necesario realizar estudios
sistematicos que determinen en primera instancia la frecuencia de este
polimorfismo en pacientes y controles, su asociacion con la enfermedad y en un
futuro inmediato realizar estudios mas avanzados que se puedan relacionar con

la respuesta ¢ no de ia quimioterapia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las frecuencias del polimorfismo 677C—T del gen MTHFR descritas en
otras poblaciones del munde, no pueden tomarse como referencia en nuestra
poblacién por la variabilidad genética que implica. Consideramos importante
conocer la frecuencia de este polimorfismo en nuestra poblacidén. Asi como su
asociacion con la LLA en adultos. Por lo antericr se deriva la siguiente pregunta
de investigacion ¢Cudl es la frecuencia del polimorfismo 677C—T del gen
MTHFR en pacientes adultos con LLA y en individuos sanos del Occidente de

México?
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HIPOTESIS

La frecuencia del polimerfismo 677C—T del gen MTHFR es diferente en

adultos con LLA y controles del Occidente de México.
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OBJETIVOS

A) OBJETIVO GENERAL
Determinar la frecuencia dei polimorfismo 677C—T del gen MTHFR en

pacientes con LLA y controles del Occidente de México.

B) OBJETIVOS PARTICULARES

1) Establecer las distribuciones alélicas y genotipicas del
polimorfismo 677C—T del gen MTHFR en el grupo de pacientes con
LLA vy en el grupo control del Qccidente de México.

2) Establecer la asociacion del polimorfismo 677C—>T del gen
MTHFR en pacientes con LLA y controles.

3) Establecer la asociacién del polimorfismo 677C-»T del gen
MTHFR con el tipo de LLA.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO METODOLOGICO
SEDE

El proyecto se realizd en e! Laboratorio de Genética Molecular de la
misma division, en el Centro de Investigacion Biomedica de Occidente, IMSS y
contd con la colaboracion del Servicio de Hematologia del Hospital de
Especialidades del Centro medico Nacional de Occidente (CMNQ), Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS).

TiPO DE ESTUDIO
Casos y controles (no pareados)

POBLACION DE ESTUDIO
Se integrd un grupo de pacientes adultos con diagnostico clinico de LLA

y un grupo control del Occidente de México.

TAMANO DE MUESTRA

Puesto que el obietive del estudio consiste en estimar pardmetros
poblacionales, se realizaron estimaciones con el 95% de confianza, con
frecuencias o diferencias alélicas iguales o mayores al 5%. Para ello, el tamario
minimo de la muestra es de 60 cromosomas independientes. gue equivale a 30

individuos.

CAPTACION DE MUESTRAS
Enero 2006— Junio del 2007,

CRITERIOS DE SELECCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO
CRITERIOS DE INCLUSION:
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GRUPO DE PACIENTES

Individuos de origen mexicano, hombres y mujeres, no consanguineos,
con LLA demostrada clinicamente y por gabinete del Occidente de México.

GRUPQ DE CONTROL

Mujeres y hombres de origen mexicano, sanos, no consanguineos, sin
antecedentes familiares de defectos de tube neural, cancer, enfermedad
cardiovascular, hipertension arterial y/o diabetes mellitus al momento de la

encuesta.

CRITERIOS DE NO INCLUSION:

GRUPO DE PACIENTES

Aguelios con diagnostico de LLA sin estudios complementarios que
confirmen la enfermedad.

AMBOS GRUPOS DE ESTUDIO

Sujetos recientemente transfundidos, con leucopenia yfo aquellos que se

nieguen a participar en el estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION:
Aquellos individuos cuya muestra de ADN gendmico se agoto, o se

deteriore yfo fue imposible obtenerla nuevamente,

MATERIAL

Se estudiaron 107 pacientes y 170 controles, a los cuales se les
proporciond informacion acerca del estudio {anexc | y II), se obtuvo una
muestra de sangre periférica de 5-10 ml con EDTA al 10% como anticoagutante
para la extraccion de ADN por el método de Miler™. Se determind ia
concentracion y pureza del ADN por medio de un andlisis espectrofotoméirico
260/280 nm y un corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1.5% *.

Se ampiifico por RCP un fragmento del gen MTHFR que incluye el exon
4, para genotipificar el polimorfismo 677C—T7 en los grupos de estudio (ver

diagrama de flujo, figura 8).
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Pacientes con LLA y grupo control

"

Sangre total con EDTA

|

Extraccion y purificacion del ADN

1

Andlisis cualitativo y cuantitative del
ADN {electroforesis en agarosa y
cuantificacién por espectrofotometria)

{

Amplificacian mediante PCR de MTHFR
y digestion enzimatica (677C—T /Hinfl)

v

Electroferesis en gel de poliacriiamida (2%:1} al 6%

¥

dentificacién de alelos de interés

3

Analisis de resultades

Figura 8. DIAGRAMA DE FLUJO (ESTRATEGIA METODOLOGICA)

POLIMORFISMO C677T EN EL GEN MTHFR

Por medio de RCP, se amplificd un fragmento de 158 pb, con los
iniciadores 5 CCTTGAACAGGTGGAGGCC -3' (sentido} y 5-
CAAAGAAAAGCTGCGTGATGAT -3' (antisentido), mediante el programa de 30
ciclos a 94°C x 4 min, 94°C x 1 min, 55°C x 1 min, 72°C x 1 min, y extensién
final a 72°C x 7 min. El producto amplificado fue sometido al reconocimiento de
la enzima de restriccion Hinfl, posteriormente mediante un corimiento
electroforético en gel de poliacrilamida al 6% (29:1) y tincidn con nitrato de piata

se identificaron 2 genotipos (figura 9) *2.



+ Homocigoto para corte (alelo mutado, T/T): bandas: 28 y 130 pb
4 Homocigoto para no corte (alelo silvestre, C/C): banda: 158 pb
ra Heterocigote (T/C): bandas: 28, 130 y 158 pb

+— 158 nb

“+— 130 oh

1 2 3 4 5 6 7

Figura 9. Electraforesis para la identificacion dei polimorfismo 677C—T7. Gei de poliacrilamida

al 6% (29:1) tefiido con nitrato de plata. Camiles 1 y 4 muestran el genotipo 677CC. Carnles 2 y
5 muestran el genotipo 677T7. Carril 6 v 7 indican el genotipo 677CT y el carril 3 representa el

marcador de peso molecular de 50 pb.
ANALISIS ESTADISTICO

1.- Estimacidn de las frecuencias alélicas y genotipicas

Las frecuencias genotipicas del gen MTHFR se estimaron mediante el
analisis de contec de genotipos (homocigotos silvestres, mutados vy
heterocigotos). A partir del conteo genotipico se determinaron ias frecuencias
alélicas del marcader en la muestra analizada, los cuales se presentan en
graficas v cuadros en lz seccion de resultados. Se compararon los tres
genctipos (677CC, 677CT y 677TT) por medio de . Se caiculd el error
estandar para las frecuencias alélicas asi como la raiz cuadrada de la varianza
de la distribucion binomial [f.{1-f/2n)] donde f representa la frecuencia y n
niimero de individuos de la muestra®.

2.- Informatividad de los marcadores
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La heterocigocidad observada (Hobs) corresponde a ia frecuencia de
individuos heterocigotos observados en la muestra total, la cual se calcula de la
siguiente manera: Hobs = 1 - Ho, dende Ho constituye la frecuencia de los
individuos homocigotos observados (nimero de homocigotos entre el total de
incividuos de la muestra) .

3.- Prueba Chi cuadrada (3?)

Se compararon por x° las frecuencias observadas contra las esperadas,
con sus respectivos errores estandar (EE). Su significancia estadistica se
evalud por intervalos de confianza (IC) al 95%, considerando dos categorias:
heterocigotos mas homocigotos no polimorficos y homocigotos polimorficos
para el marcador, por lo que un valor de xz 3.84, con un grado de libertad
corresponde a una p = 0.05 %,

4.- Namero de genotipos observados y esperados

Esta prueba contrastd el nimero de genoctipos observados (Gobs) con
los esperados {Gesp), tanto heterocigotcs como homocigotos asi como sus
errores estandar (EE) e intervalos de confianza del 95% (IC). Donde los Gesp
representaron el ndmero promedio de genctipos distintos que se esperaba
ocurrieran segun el nimero de individuos de la muestra, las hipétesis a evaluar
fue49-54:

Ho = Gobs = Gesp (1= p>0.05) = EHW
H1 = Gobs ? Gesp (p = 0.05) = Desviacién EHW

Las pruebas de asociacion de los polimorfismos se realizaron por medio
de razén de momios, mediante el programa estadistico SPSS version 13.0
§. - Microsoft Excel para Windows XP

Por medio de este programa se disefaron las graficas de (a seccion de
resultados.

6.- Consideraciones éticas

En relacion al articulo 17 del Reglamenito en Materia de Investigacion de
Salud de la Ley General, el presente estudio fue clasificado como “investigacion
de riesgo minimo”, ya que sdlo contempla, una muestra sanguinea maxima de

15 ml por sujeto. El articulo 23 de la misma Ley, contempla que este tipo de



investigacion requiere la obtencién de un consentimiento informado, por lo que
se obtuve dicho consentimiento firmado.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Fueron analizados un total de 277 muestras de ADN gendmico, 107
integraron el grupo de pacientes con LLA y 170 muestras el grupo control. El
grupo de pacientes presentd una edad promedio y desviacion estandar de
40.46 £ 16.76 afios y el grupo controt de 37 + 14.96 afios. En cuanto al género
se observd el 56.6% de hombres en el grupo de pacientes en comparacion con
el 45.3% en el grupo control. En cuanto al consume de tabaco el grupo de
pacientes presento menor frecuencia del consumo de tabaco 23.3% en
comparacion al 49.41% del grupo control.

El 24.29% del grupo de paciente refirio antecedentes familiares con
cancer. E| 64.48% fue clasificado como LLA tipo 2, seguido por el 14% con LLA
tipo 3 v el 8% con LLA tipo1. El 13% restante no se encontraron datos en el
expediente clinico. Respecto a la sobrevida (esta fue considerada a partir del
diagndstico, tiempo de evolucién y tratamiento en un lapso de 2 afios) se
cbservd una tasa de defuncidon del 20.56% vy la sobrevida 68.22% (cuadro 5).
Cabe sefialar que el grupo control no refirio antecedentes de familiares con

cancer al memento de la encuesta.
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Cuadro 5. Caracteristicas generales de los grupos de estudio

PACIENTES CONLLA GRUPC CONTROL
{n=107) {n=170)
EDAD (3 = DS) afios 40.46 + 16.76 37 +14.96
Rango (afios) 18- 88 18-81
{n) % {n) %
=30 (38} 35.52 (73) 42,94
31 ~40 (20) 18.70 {26) 18.30
41 -50 (19) 17.75 {38) 22.35
51 -860 {12) 11.22 {14} 8.23
51-70 (15) 14.01 9 5.30
71-80 (2) 1.86 (5} 2.94
81-90 (1) 0.94 (5) 2.94
GENERO
Femenino (48) 43.4 (93) 54.70
Masculino 61) 56.6 (77) 45.3
TABACO
Si {25) 23.3 {84} 49.41
No (56) 523 {86) £0.49
Sin datos (26} 244
ANTECEDENTES
FAMILIARES DE CANCER
Si (28) 24,29
No {63) 58.87 {170) 100
Sin datos (22) 16.84
TIPO
¢ {9) 84
L2 (69) 64.48
L3 {15} 14.00
Sin datos (14) 13.12
SOBREVIDA
Sl (73) 68.22
NO (22) 20.56

Sin datos (12) 11.22




Pacientes

2%1%
14% . _ EEETT
: 3um-m‘
3041 -50 ‘
.051-60]
‘@61-70!
io71-80 !
281 -90 |

_

19%

Figura 10. Pacientes con LLA clasificades por edad

i
Ceontroles

g=3y
B31-40
'D41-50
inm-mé
‘l61-70|
lo71-80]

E181-90!

Figura 11. Controles clasificados por edad
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Pacientes Controles
GRUPO

——
M Femenino ||

O Masculino |

Figura 12. Clasificacién per género

PACIENTES

Si No

Figura 13. Antecedentes familiares
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PACEENTES CONTROLES
Figura 14. Consumo de tabaco
Ti
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74%

Figura 15. Frecuencia dei subtipo de LLA



asi
NO
01 Sin datos

Figura 16. Sobrevida

FRECUENCIA GENOTIPICA DEL POLIMORFISMO 677C—T DEL GEN

MTHFR
La frecuencia del genotipo normal {(677CC) en el grupo de pacientes fue

del 40% (43/107), mientras que en el grupo control del 34 (58/170), el genotipo
heterocigoto (677CT) resultoé del 50% (53/107) en pacientes y de 48% (80/170)
en controles. Respecto a la frecuencia del genctipoc homocigoto polimorfico
(677TT) se presentd en el 10% (11/107) en pacientes y 19% (32/170) en
controles. Al comparar los grupos entre si por medic de X° no mostraron
diferencias significativas (Cuadro 6 y figura 17). El polimorfismo 677C->T estuvo
en equilibrio de Hardy-Weinberg en el grupo control (Cuadro 7).

Cuadro 6. Frecuencias genotipicas del polimorfismo 677C—T en el gen MTHFR enios grupos

da estudio

MTHER PACIENTES GRUPO CONTROL 7  OR (95%IC) P
n=107 (%) n=170 (%)

g%r;_er 11(10) 32(19) 303 0648(0.21-1.07) 0081

Hetg;’?g?m 53 (50) 80 (48) 0.08 1.1 (0.66-1.84) 0.78

No corte 43 (40) 53 (34) 0.80  1.3(0.76- 2.2 0.37

677CC

107 {100} 17C (100}

OR menor 1 (p<0.05) genotipe de proteccion; OR mayor 1 {p<0.05) genofipo de riesgo
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-
: |O677TT |
T |merrcT.
Qe77CC
i T+ ;
' Pacientes controles :
Figura 17. Frecuencias genetipicas del polimorfismo 677CT
Cuadro 7. Equilibric de Hardy Weinberg en el grupo centrol
REFERENCIA  OBSERVADC ESPERADO 7 P
Corte
§77TT 32 30 0.02 0.88
Heterocigoto
677CT 80 83 0.05 0.82
No corte
G770C 58 57 0.01 G.93

FRECUENCIA ALELICA DEL PCLIMORFISMO 677C—T DEL GEN MTHFR
La frecuencia del alelo polimérfico (6777) en el grupo de pacientes fue
del 35% (75/214) y en el grupo control del 42% (144/340). La del alelo normal
{677C) fue de 65% (65/214) los pacientes y del 58% (58/340) en los controles.
Al comparar los grupos de estudic por medio de X% no fueron significativos

(Cuadro 8y figura 18).
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Cuadro 8. Frecuencias alélicas de la mutacién 677C—7 en el gen MTHFR en los grupos de

esiudio
PACIENTES CONTROLES 2
mmirr  PATENT i £ OR(95%IC) P
6777 75 (35) 144 (42) 2.64 0'7?(351‘ 0.10
677¢C 130 (65) 196 (58) 2.64 "35(3}3“‘ 0.10
214 340

OR menor 1 (p<0.05) genctipo de prateccion; OR mayor 1 {p<{.05) genotipo de riesgo

PACIENTES CONTROLES :

i

| E— -

Figura 18. Frecuencias alélicas del pelimorfisme 677C—T del gen MTHER en los grupos de

estudio

COMPARACION DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO POR GENERO Y

POLIMORFISMO 677C—T DEL GEN MTHFR

Al clasificar a los grupos de estudio por género y genotipos del

polimorfismo 677C—T del gen MTHFR, no se observaron diferencias

significativas al compararlos entre si (Cuadros 9).
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Cuadre 9. Comparacion de los grupos de estudic clasificados por género y genctipo del
polimorfismo 677C—7

Pacientes Controles
Masculino Femenino Masculine Femenino
Corte 8 3 14 18
677TT
Heterocigoto 29 24 35 45
677CT
No corte 24 19 28 30
877CC
TOTAL 61 46 77 93
PACIENTES vs CONTROLES
HOMBRES HOMBRES
P OR (95%IC) P
Corte .33 0.68(0.23-1.9) NS
677TT
Heterocigoto 0.01 1.09 (0.52 - 2.25) NS
677CT
No corte 0.03 1.14 (0.53-2.4) NS
677CC
*prueba yates corregida
PACIENTES vs
MUJERES CONTROLES
MUJERES
7 OR (95%IC) g*
Gorte
677TT 3.01 0.29 (0.05- 1.09) NS
Heterocigoto
877CT 0.06 1.16 {0.54 ~ 2.51) NS
No corte
677CC 0.74 1.48 (0.66 - 3.267) NS

*prueba yaies comregida, OR menor 1 {p<0.05) genotipo de preteccion; OR

mayor 1 {p<0.05) genotipc de riesgo



COMPARACION DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO POR EDAD Y
POLIMORFISMO 677C—T DEL GEN MTHFR
En los grupos de estudio no se cbservaron diferencias entre la edad y el

polimorfismo 677C—7 (Cuadro 10).

Cuadro 10. Clasificacidn v comparacion de los grupos de estudic por edad y genotipa

677C—T
Edad PACIENTES Edad CONTROLES
Corte Heterocigoto No corte Corte Heterocigoto No corte
67717 677CT 677CC 6777 677CT 677¢CC
7
<50 7 41 29 <5 19 45 36
0
250 4 12 14 250 13 a5 22
kil 53 43 32 80 58
PACIENTES (<50) Vs CONTROLES (<50)
¥ OR (95%IC) P
Corte 67777 2.66 0.43 (0. 14~ 1.14) NS
Heterocigoto 0.88 1.39(0.73 - 2.64} NS
677CT
No corte 677CC 0.00 1.07 (0.55 - 2.08) NS
(250)
P OR (95%IC) P
Corte 67777 a.12 0.67 (0.15~ 2.48) NS
Heterocigoto 18.74 0.49 (0.25-1.72) NS
&77CT
No corte 677CC 17.82 1.91(0.72 - 5.00) NS

NS (p>0.05) OR menor 1 (p<0.05) genotipo de proteccion; OR mayor 1 (p<0.05) genotipo de
riesgo



COMPARACION DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO POR CONSUMO DE
TABACO Y POLIMORFISMO 677C—T DEL GEN MTHFR
En los grupos de estudio no se observé diferencia al comparar consumo

de tabaco y el polimorfismo 677C? T (Cuadros 11).

Cuadro 11. Clasificacidn y comparacioén de les grupos de estudio par consumo de tabaco y
genctipos del polirmerfismoe 677C—T

PACIENTES CONTROLES
Corte Heterocigote No corte Corte Heterocigoto  No corte
677TT 677CT 677CC 6777T 677CT §77CC
Fuma 5 13 7 19 37 28
No Fuma Z 24 27 13 43 30
Sin datos 1 16 9 0 0 0
Total 11 53 43 32 80 58
FUMADORES
PACIENTES vs CONTROLES
2 P
Corte 677TT 0.07 NS
Heterocigoto 677CT 0.22 NS
Ng corte 677CC 0.00 NS
NO FUMADORES
Corte 677TT 0.01 NS
Heterocigoto 677CT 0.44 NS
No corte 677CC 0.04 NS

OR menaor 1 (p<0.05) genotipa de proteccién; OR mayor 1 {p<0.05) genotipe de riesgo

CLASIFICACION DE PACIENTES POR TIPC DE LLA Y EL. POLIMORFISMO

677C—T

Al clasificar a los pacientes portadores del genotipo 67777 por tipo de
LLA se observé asociacién de riesgo en el tipo LLA-L3 en comparacion al tipo
LLA-L2 con un OR (razon de momiocs, del ingles Odds ratio) de 11 (1C95% 1.74

—78.43; p<0.05)Cuadro 12).
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Cuadro 12. Ciasificacién v comparacion de los grupos de estudio por tipo de LLA y genctipos

677C—T

Corte Heterocigoto No corte

67777 677CT 677CC
LLA-L1 0 3 &
LLA-L2 3 38 28
LLA-L3 5 6 4
Sin datos 3 6 5

OR(IC95%)y" P

LLAL1 ws. LLA-L2 1.67(0.03 - 19.25} NS
LLA-L1 ws. LLA-L3 0.18{0.00 - 2.05) NS
LLA-L3 ws. LLA-L2 11(1.74~ 78.43) 0.003

OR mencr 1 {p<0.05) genctipo de proteccién; OR mayer 1 (p<0.05) genotipo de riesg
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DISCUSION

Caracteristicas Generales de los grupos de estudio

La leucemia linfocitica aguda es considerada como una de las principales
causas de enfermedad y muerte infantii en México y otras partes del mundo. En
adultos la frecuenciz es menor, sin embargo, se considera ura de las

principales causas de muerte después de los 50 afos®.

Edad:

Se ha descrito que la LLA del adulto inicia entre las décadas de los 70 a
90 afios. Sin embargo, datos reportados en Estados Unidos en el 2007,
refieren que el 75% de casos nuevos diagnosticados fueron entre 5¢ a 55
afos>. En México existen tres estudios relacionados a LLA, uno realizado en
1982, por el Instituto Nacional de la Nutricidn Salvador Zubiran, que
comprendié un periodo de 35 arios en el cual se diagnosticaron 49 casos, con
una edad media de 63.5 zfios® Otro estudio, multicéntrico incluyé 1,968
pacientes adultos con leucemia y solo 6.6% de los casos fue LLAY vy el tercer
estudio, realizado en 1999, demostrd que éste es un padecimiento poco comun
en mestizos mexicanos %, En el presente estudio en un periodo de 18 meses
se lograron captar 107 pacientes con LLA tan solo del Centro Médico de
Occidente, con una edad promedio de 40 + 16, observandose en edades cada
vez mas temprana en los pacientes del Occidente de México. Una posible
explicacion a lo antericr, se le puede atribuir a las herramientas diagnosticas
actuales, las cuales son cada vez mejores. Asi como a factores ambientzales
como: exposicién a contaminacion de las grandes ciudades, radiaciones,
productos quimicos, herbicidas, pesticidas e infecciones recurrentes, entre

otras.
Género
La lteratura refiere que se presenta principalmente en el género

masculino, datos que concuerdan con lo observado en e presente estudio en
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donde la LLA se presentd en ef 56.6% de los pacientes de! sexo masculino en
comparacion con el 45.3% de las mujeres.

Tabaco:

El habito de fumar en los casos fue menor (23.3%) comparado con el
grupo control (49.41%), lo que demostré que no fue factor de riesgo en Ia
muestra analizada. Sin embrago, en el 24.4% de los expedientes clinicos de los
pacientes este dato no se pudo observar. Razdn por la cual estos datos deben

tomarse con cautela.

Antecedentes familiares:

Se consideran un factor de riesgo importante para ef desarrollo de las
leucemias, en el presente estudio el 24.29% del grupo de pacientes refirieron
tener antecedentes familiares con cancer, lo que se considera como el riesgo
de la poblacién general cuando se tienen antecedentes de cualquier tipo de
cancer. Sin embargo, el 5% de los pacientes refirieron tener un familiar directo
con LLA. Al respecto la literatura refiere que el tener un pariente directo con LLA

aumenta de 2 a 4 veces el riego™.

Tipo de LLA

El porcentaje de L1 fue del 8%. Sin embargo, la frecuencia reportada es
del 63-74% en infantes; la L2 {mas frecuente en el adulto) fue del 64.48% vy la
L3 (mas rara y de mal prondstico) fue del 14 % """, Lo anterior concuerda con
lo descrito en ia literatura en donde el tipo de LLA-L2 fue el que se presenio en

mayor proporcion en la muestra analizada

Sobrevida

Se presentd un porcentaje de defuncion del 20.56% y de sobrevida del
68.22%. La sobrevida tiene una relacian directa con la remision completa del
paciente después del tratamiento con quimioterapia, en el presente estudio el
21% de los pacientes con LLA, no lograron esta remisién completa después del

tratamiento con quimioterapia. Lo anterior podria estar relacionado con factores
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como la edad avanzada, co-morbilidad, alteraciones cromosomicas 0 anomalias
citogenéticas (cromosoma Filadelfia), de mal pronéstice. Por lo que se sugiere
que en estudios posieriores se estratifique a los pacientes de acuerdo a las
alteraciones citogenéticas, esto permitiria clasificarlos en pacientes de alto
riesgo y buscar una terapia mas adecuada®.

Por otra parte, otros factores de riesgo relacionados pueden ser la
exposicion a radiaciones, el benceno y ciertos agentes quimioterapeéuticos

pueden contribuir a la induccion de la leucemia®™,

Polimorfismo 677C—T

En México se han descrito diferentes frecuencias del polimorfismo
677C—T, dependiendo de la poblacion estudiada, asi como de su asociacion
con diferentes patologias. En este sentido, se han reportado diferentes
frecuencias para el alelo T en esta poblacion®'2, En el presente estudio no se
observo asociacién del genctipo 7T en pacientes adultos con LLA (10%) con
respecto al grupo centrol (19%). Datos que concuerdan con o reportado por
otros estudios * %,

Por altimo, los pacientes con LLA-L3 portadores del genctipo 67777
presentaron un riesgo de 11 veces mayor comparados con los pacientes con
LLA-L2, probablemente esta asociacion se encuentre sobrestimada, puesto que
el numero de pacientes en la categoria L3 es bajo en comparacién a la L2, al
respecto se sugiere aumentar el nimero de pacientes para corroborar esta
ascciacion.

Por otra parte, otros estudios refieren que pacientes con cancer de coion
portadores del genctipa 67777 presentaron el 50% de riesgo de desarrollar la
enfermedad, comparados con aguelios cor el genotipo 677CC *. Resultados
simitares fueron observados en el presente estudio en pacientes con LLA-L3.
También es importante sefialar que el aparente efecto protector observado en
los pacientes con LLA portadores con genctipo 67777 descrito en trabajos
anteriores, pudiera estar enmascarado por la deficiencia de folatos gue

depende de los genotipos MTHFR. Con los datos anteriores podemos inferir
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que el metabolismo de acido #éiico, asi como los polimorfismos del gen MTHFR
participan en el desarrollo de la LLA en adultes. Por lo que seria de gran
importancia ampliar las investigaciones sobre la ingesta de folates en nuestra
poblacién v su asociacion con los genotipos (67777, 1298AC, o 1298CC) del
gen MTHFR.
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CONCLUSIONES

La frecuencia del polimorfismo 677C—7 del gen MTHFR fue similar en
pacientes con LLA y controles del Occidente de México. La frecuencia para &l
genotipe 67777 fue del 10% en pacientes en tanto que para los controles del
19%; para el genotipo 677CT del 50% y 48%; y para el genotipo 677CC del
40% y 34% respectivamente.

La frecuencia del polimorfismo 677C—T7 en el grupo control fue

consistente con el equilibric de Hardy-Weinberg

No se observo asociacion del genotipo 67777 en pacientes clasificados

por edad, genero, antecedentes familiares y sobrevida.

Se cbservo asociacion del genotipo 67777 en pacientes con LLA-L3.
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ANEXO |

Centro de Investigacion Biomédica de Occidente

Centro Médico Nacional de Occidente, IMSS
Divisién de Medicina Molecular
CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Por medio del presente autorizo a la Dra. Martha Patricia Gallegos Arrecla y al Biol.
Bavid Alejandro Carbajal Uribe, para extraer de 5-10 ml de sangre venosa de mi brazo
y si es necesario, repetir el procedimiento anterior en un periode no mayor de tres
meses, a fin de realizar nueves estudios.

El propésite de la toma de muestra es realizar estudios de;

«“FRECUENGCIA DEL POLIMORFISMO C677T DEL GEN MTHFR EN PACIENTES
ADULTOS CON LEUCEMIA LINFOCITICA AGUADA DEL OCCIDENTE DE
MEXICO”

Asi como estudios genéticos de tipo poblacional, siempre y cuando se mantenga la
confidencialidad de mis datos personales.

Mi firma en este documento manifiesta mi participacion voluntaria en este proyecto de
investigacion. Tal participacion no libera a los investigadores e institucion de su
responsabilidad éfica para conmigo.

Entiendo que mi participacidn en esta investigacion puede terminar en cualquier
momento sin que se perjudique mi futura atencidn.

Guadalajara, Jal., 2 de de
Responsable de la toma de muestra Voluntario
Nombre y firma Nombre y firma
Testigo Testigo
Nombre y firma Nombre y firma

LNO. de Registro;
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ANEXO Il

HOJA DE CAPTACION DE DATOS

FECHA COMPLETO — 51 O ~o O

N:CASO CONTROL
No. DE REGISTRO EN CIBO.

NOMBRE:
TELEFONO.
DIRECCION
EDAD ANOS
Tabaquismo; Actual [ Previc [ Nunca [

Tiempo de evolucidn de tabaquismo ——Ntimero de cigarmillos/dia

Dejé de fumar

Antecadentes familiares: DM _~ afos meses
Familiar con DM: SI TINO Padre (@ Madre [ No. hermanos [ No. Hermanas [

Hipertensidn;

Céncer:

T.eucemia:

Defecte en cierre de tubo neural:

Antecedentes con enfermedad renal en el famitiar

Antecedentes de infarto en familiar de primer grado

Cardiopatia [squémica:

PESO: TALLA IMC TA

Reporte de Hematologia
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Tratamiento con quimioterapia

No. ¢e Registro:
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ANEXO 111

EXTRACCION DE ADN

Existen diferentes protocolos para la extraccion de los acidos nucleicos.
L.a mayoria se caracterizan por el empleo de defergentes y solventes organicos
que rompen los nicleos de las células y remueven las proteinas adheridas al
ADN, seguidas por la precipitacién de éste con sales y alcoholes. De esta
manera son utilizados en la amplificacion /n vifro por la Reaccién en Cadena de

la Polimerasa (RCP) .

MICROMETODO DE EXTRACCION DE ADN POR CTAB / DTAB

Método rapido de extraccion de ADN partiendo de poco material
biolégico. Descrito por Gustincich en 1991, se basa en el empleo de dos
detergentes, bromuro de duodecil trimetil amonio (DTAB) y bromuro de
hexadecil trimetii amonio {(CTAB). El DTAB lisa las céluias blanco vy el CTAB

detergente catidnico se une al ADN para precipitario™.

PROCEDIMIENTO:

1- Tomar 300 ul de sangre periférica con EDTA como anticuagulante y
colocaria en un microtubo de 2.0 mi previamente rotutado (6 tubos para
cada muestra).

2- Afadir 750 pl de buffer de lisis DTAB, mezclar suavemente.

3- Incubar durante 5 min. a 68°C.

4- Retirar los tubos de la incubacién e inmediatamente afiadir 900 ul de
cloroforme, tapar bien los tubos y agitar vigorosamente durante 1 min.

5- Centrifugar 15 min. a 10,000 rpm. En esta etapa se formaran tres capas:
la capa inferior de cloroformo, la intermedia corresponde 2 la lisis celular
vy la superior acuosa donde se encuentra el ADN.

6- Transferir a tubos nuevos la capa superior acuosa con una pipeta de

punta estéril (cuidadosamente)
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7- Adicionar 100 yl de CTAB vy 800 @l de agua inyectable y agitar
suavemente.

8- En este paso se pueden refrigerar los tubos a 4°C durante 5 min. Para
agilizar la precipitaciéon del ADN (paso opcional).

9- Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min.

10-Desechar el sobrenadante y recuperar el boton de ADN, afiadir 100 ul de
NaCl 1.2 M, mas 1 ml de etanol absoluto frio, mezclar suavemente.

11-Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min.

12-Descartar el sobrenadante y recuperar el precipitado, anadir 1ml de
etanol al 70%, mezclar suavemente.

13-Centrifugar a 5,000 rpm durante 5 min., eliminar al scbrenadante.

14-Repetir los pasos 12 y 13.

15-Juntar en un solo tubo los botones de ADN de la misma muestra,
extraidos en diferentes tubos.

16-Eliminar completamente el etancl {evaporar).

17-Resuspender el ADN en buffer TE (Tris HCl 10mM, EDTA 0.2mM, pH

8), agitar suavemente y refrigerar a 4°C hasta su procesamiento.

PREPARACION DE SOLUCIONES:
Buffer de lisis DTAB:

DTAB 8% (8g/0.1L)
Tris PM121.1) 01M,pHS6 (121g/0.11)
NaCl (PM 58.44) 1.2M (Tglo1L)
EDTA (PM 372.2) 0.5M {1.86 g/ 0.1L)

Disclver el Tris y ajustar el pH de 8.6 con HCl en % del volumen final, adicicnar ef DTAB, el

NaCl, aforar y esterilizar con auloclave.

Buffer CTAB:
CTAB 5% {(5g/0.1L)
NaCl (PM 58.44 g) 0.4M (2.349/0.1L)

Disolver ambas sales en agua desmineralizada estéril y aforar a 100 ml,
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Solucién NaCl 1.2 M:

NaCl (PM 58.44 g) 12M (7gloay)

Disolver la sal en agua desmineralizada estéril y aforara 100 ml,

Buffer TE:
Tris {PM 1211 g} 0.01 M, pH 8 {0121g/0.1L)
EDTA {PM 372.2q) 0.001 M {0.01286 g /0.1 L)

Disolver el Tris y ajustar a pH 8 con HCI en % del volumen final, adicionar el ECTA, aforar y

esterilizar con autoclave,

METODO PARA EXTRACCION DE ADN POR PRECIPITACION CON
SALES (METODO DE MILLER)

Obtencion de Leucocitos de sangre periférica:

. Se toman de 5 a 10 ml de sangre periférica, en tubo con

anticuagulante y se colocan en un tubo de pltastico de 50 ml.

. Se adicionan 2 velimenes de la solucidn para la lisis de eritrocitos
{NH.Cl/ NH s HCO5; 10:1).

. La mezcla se refrigera a 4°C por 10 min. para ayudar a la lisis de
eritrocitos.

. Se centrifuga a 5,000 rpm durante 10 min.

. Se descarta el sobrenadante v el boton de leucocitos se lava las

veces necesarias hasta remover todos los eritrocitos {(hasta que el botén

quede blanco).

EXTRACCION :

« El botén de leucocitos se resuspende en 3 ml de buffer de lisis de nucleos
(Tris HCI 10mM, NaCl 400mM, EDTA Na, 2mM, pH 8.2).
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Ei aislado de leucocitos se deja en digestion toda la noche a 37°C (12, 24 6
48 h) con 0.2 ml de SDS 10%, Q.5 m! de soiucidn de proteinaza K {1 mg de
proteinasa K en SDS 1% y EDTA (acido ethylenodiaminotetra acético,
2mM}.

Adicionar 1 m| de solucion saturada de NaCl (6M).

Agitar vigorosamente por 15 seg.

Centrifugar a 2,500 rpm durante 15 min.

Recuperar el sobrenadante (que contiene el ADN) y transferirlo a ctro tubo.
Adicionar 2 volumenes de etanol absoluto a temperatura ambiente y mezclar
por inversion varias veces hasta que forme un precipitado {el ADN “limpio”
flota en la superficie).

Transferir el ADN precipitado a un microtubo de 1.5 mi y lavarlo con etanol al
70% frio las veces necesarias para eliminar ias sales.

Se deja evaporar el etanol del ADN limpio.

Disolver el ADN en buffer TE (Tris HCI 10mM, EDTA 0.2mM, pH 7.5) por 2 h
a37r-C.

PREPARACION DE SOLUCIONES:

Solucién para obtencidn de leucocitos (lisis de eritrocitos):

NH,HCO, (PM 79.06 g) 0.01M {6.7906 g/ 1)

NH,CI (PM 53.43 g) 0.144M (7.70256 g / 1L)

Disolver en agua desmineralizada estéril y aforar a 1,000 mi.

Buffer de lisis de leucocitos:

Tris {PM 121.1 g) 0.01 M (1,211g/10L)
NaCi {PM 58.44 g) 0.4M (23376 g/ 1L)
EDTA {PM 372.25 g) 0.002 M {0.7445 g/ 11)

Disclver en agua desmineralizada estéril y aforar a 1,000ml
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SDS al 10%:

Disolver 10 g de SDS en agua desmineralizada estéril y aforar a 100 ml,

Solucion NaCl 6M:

NaCl (PM 58.44 g) &M (35064 g/011L)

Disolver en agua desmineralizada estéril y aforar a 50 ml.

Solucion de proteinasa K:

Proteinasa K 1mg/mi {10mg)
SDS 1% (0.1g)
EDTA (PM 23722 g) 0.0002 M (0.07445g/1 L)

Disolver en agua desmineraiizada estéril y aforar a 10 mi.

Buffer TE:
Tris {PM 121.1 g) 0.01M,pH 7.5 (0121 g/011L)
EDTA (PM 372.2 g) 0.0002 M (0.007445 g/ 0.1 L)

Disolver el Tris y ajustar a pH de 7.5 con HCl en % del volumen final, adicionar el EDTA, aforar

y esterilizar con autoclave.

CUANTIFICACION DE ADN

Para estimar la cantidad de ADN gendmico y verificar su pureza se
determina la densidad optica a 260 nm y 280 nm por medio de un
espectrofotdometro. Una relacion de densidad optica 260/280 nm mayor de 1.8
indica que el ADN tiene una pureza adecuada; mientras que si es menor de 1.8
se debe de considerar contaminacion de fa muestra, principalmente por sales o

protel'nasf’1 .
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PROCEDIMIENTO:

Colacar 5 pl de la muestra de ADN en una celda de cuarzo conteniendo 1 ml de
agua destilada, mezclar suavemente y leer a 260 y 280 nm.
* Mediante la aplicacion de la siguiente foérmula se determina la
concentracién del ADN:
* ADNng/ml=D.0 260 nm x dilucién (1005 / 5 ul) x 50 (factor constante},
+ 350 es el coeficiente de extincion mofar de 50 ng / ml de ADN que tienen
la maxima absorbancia de 1.0 unidad de desviacion aptica (D.0.) a 260
nm.
Para determinar la pureza del ADN (cantidad de proteinas), el valor de la
relacién D.O 260 nm / D.O. 280 nm debe ser de 1.8 en adelante para

considerarse satisfactoria.

VERIFICACION DE PUREZA DEL ADN

La electroforesis a través de gel de agarosa o poliacrilamida es un
método utilizado para separar, identificar y purificar fragmentos de acidos
nucleicos, por lo que es un método alterno para determinar su integridad. En el
corrimiento electroforético se utiliza como control una muestra de ADN de
concentracion conocida, la presencia en el gel de una banda nitida es indicativo
de que el ADN aislado tienen una pureza adecuada, mieniras que si se observa
un barrido o un patrdn de varias bandas indica contaminacion por sales y
degradacion del ADN respectivamente®’.
PROCEDIMIENTOQ:

s Aplicar 2 yl de ADN genémico en un gel de agarosa al 1.5% en buffer
TBE 1X.

e Mezclar ja muestra de ADN con 3 pl de jugo azul 6X.

» Utilizar TBE 1X como buffer de corrimiento con un voltaje constante {60
V} durante 1h 30 min. hasta que el colorante con mayor peso molecular

(xilencianoi) haya migrado 3 cm. a partir del punto de apiicacion.
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» Teifiir el ge! sumergiéndolo en solucion de bromuro de etidic 0.5 mg / ml

durante 5 min., enjuagar y visualizar el ADN con un transiluminador de

uv.

El bromure de etidio es un compuesto que tiene la propiedad de intercalarse
enire las bases del ADN cuando éste se encuentra en doble cadena vy

fluorece cuando incide en él luz ultravioleta. Estas propiedades son

aprovechadas para la visualizacion de ADN que se ha sometido previamente

a un corrimiento electroforético.

PREPARACION DE SOLUCIONES:
Gel de agarosa al 1.5%:

+ Pesar agarosa de acuerdo al volumen del molde a utilizar (30 ml para

camara chica ¢ 60 ml para cdmara grande).

» Para una concentracion de 1.5% adicionar TBE 0.5X y fundir la

agarosa con calor hasta observar una solucién cristalina (1.5 g de

agarosa en 100 ml de TBE 0.5X).

e Bajar la temperatura hasta 55°C y verter a! molde evitando la

formacién de burbujas.

e Reposar por lo menos 30 min. A temperatura ambiente para que la

agarosa pueda gelificar.

Para preparar TBE 0.5X, tomar 50 ml de TBE 10X y aforar con agua

desmineralizada a 1,000 ml.

Buffer TBE 10X:

EDTA pH3 (PM 372.2) 0.02 M
Tris (PM 121.1) 0.89 M

Acido Bérico (PM 61.844) C.89M

(20midesal 5M/1.0L)
(108.0¢/4.0L)
(55.045/1.0L)

Preparar una solucion de EDTA 0.5 M (18.61 g / 0.1 L) adicicnar lentamente el NaOH para

facilitar la disolucién del EDTA, ajustar a pH de 8.0.
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Jugo azul:

Azul de bromafenol 0.25% {25 mg /10 mi)
Xilencianol 0.25% {25mg /10 ml)
Glicerol 30% {(3ml/10 mi)

Mezciar ambos colorantes con el glicerel y aforar a 10 ml con agua desionizada.

Solucion de bromuro de etidio:

Para la tincion de los geles se prepara una solucidn stock (100X), a una
concentracion de 0.5 mg /ml disueltos en agua mineraiizada coiocandolo en un
frasco color ambar protegido de Iz fuz. La solucién de uso contiene 1 71 del
stock por cada 100 ml de TBE 1X. El bromuro de etidio &5 un compuesto
CARCINOGENICO, por lo que se debe de tener gran cuidado al utilizarlo,
considerando las precauciones basicas de seguridad, como uso de guantes y

cubre bocas™.
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ANEXO IV

ANALISIS DE GENOTIPOS

AMPLIFICACION GENICA

La RCP es un método de sintesis in vitro de acidos nucleicos, per medio
del cual un segmento de ADN o ARN especifico, es ampiificado. Esta
metodologia involucra Buffer para la enzima Tagq polimerasa, cloruro de
magnesio que sirve como amortiguador de la reaccién, dinucledtidos
rifosfatados y dos iniciadores (oligonucledtiodos) que flanquean el fragmento
de ADN por ser amplificado asi como ciclos repetidos de desnaturalizaciéon a
alta temperatura de la cadena de ADN, alineamiento o apareamiento de
iniciadores a sus secuencias complementarias en la hebra de ADN de la
secuencia blanco y la tag ADN polimerasa termoestable, 10 que permite el
analisis de secuencias cortas a partir de cantidades muy pequefias de ADN o

ARN sin necesidad de clonacion®.

DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Las enzimas de restriccién hidrolizan el ADN de doble cadena en sitios
especificos dentro o adyacente a una secuencia particular conocida como sitio
de reconocimiento.
Estas enzimas reconocen secuencias que tienen de 4 a 6 nucledtidos en
longitud, generalmente palindrdmicas. Algunas hidrolizan la doble hebra de
ADN exactamente en el gje de simeiria generando fragmentos con extremos
romas, otros hidrolizan el ADN en sitios similares pero opuestos del eje de
simetria creando fragmentos con extremos pegajosos. Una mutacidén que
elimina o genera un sitio de reconocimiento para una enzima de restriccion es

susceptible de ser detectada con esta metodoiogia 3'.

GELES DE POLIACRILAMIDA
La poliacrilamida en combinacion con N metilen-bis-acriiamida se

polimerizan para producir un gel de matriz rigida e inerte, este actia como un
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tamiz de moleculas ce diferentes pesos moleculares. La polimerizacién del gel
se lleva a cabo por la adicion de catalizadores como el tetrametiletilendiamina
(TEMED 0.05% v/v) y el persulfato de amonio {(PSA, 0.05% a 1 % pi)
polimerizando en pocos minutos a temperatura ambiente. La matriz del gel se
encuentra directamente relacionada con la concentracion de acrilamida en
forma gradual desde un 5% hasta un 12% el tamafio de! poro disminuye y las

moléculas se movilizan mas lentamente®’.

ELECTROFORESIS

Los acidos nucleicos son compuestos polieléctricos, cargados
negativamente por lo que se pueden separar por la accién de un campo
eléctrico. La movilizacion de una molécula en un campo eléctrico depende de
dos fuerzas, la de atraccidn y la de resistencia. La fuerza de atraccicn esta en
funcion del numero de cargas por molécula, del signe de carga neta, € grado
de disociacion segun el pH, la magnitud del campo eléctrico y de! tiempo de
exposicion a dicho campo. La resistencia que se cpone a la movilidad de la
molécula se relaciona con el tamafio y la forma de la molécula, la solubilidad de

la misma y de las propiedades absorbentes del medio que sirve como vehiculo
3

PREPARACION DE UN GEL DE POLIACRILAMIDA

Colocar en un matraz las siguientes soluciones: 7 m! de poliacrilamida-
bis-acrilamida (29:1), 3.5 ml de buffer TBE 1X {(10X), 29.9 ml de agua, 30 ul de
TEMED y 600 pl de PSA (persuifatc de amonio, 10%}); agitar durante 10
segundos, verter la solucion en los moides de vidrio para la formacion del gel,
con el cuidado de no formar burbujas, inmediatamente después colocar el peine
para formar los pozos de aplicacidén, se deja polimerizar durante 10 min.
Después de este tiempo se retira el peine con cuidado de no dafar el gel, el
cual se lava a chorro de agua para retirar el resto de poliacriiamida. Se ¢oloca
en la camara de electroforesis v se adiciona buffer TBE 1X hasta cubrir

completamente el gel, posteriormente se aplican las muestras problema 5
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PROCEDIMIENTO:

= Mezclar 10 pi de la muestra problema mas 5 ul de jugo azul v aplicar en
cada uno de los pozos del gel, una vez coloccadas todas fas muestras,
poner 2 pl de marcador de pesc molecular con el fin de tener una
referencia (escalera de 100 pb) de nuestros productos amplificados.

» Correr las muestras a 200 V durante 1 hora en buffer TBE 1X vy tefiirlo en
solucion de plata para identificar los diferentes alelos de los productos

digeridos.

TINCION DE GELES CON NITRATQ DE PLATA
La verificacion de los productos digeridos de los polimorfismos se realizd
por medic de una electroferesis en gel de poliacrilamida al 8% 5,

PROCEDIMIENTO:

+ Fijar los productos digeridos al gel de poliacrilamida, a través de la
solucion fijfadora (etanol 10% vy acido acético al 0.4%) durante 10 min.

= Eliminar la solucién fijadora (se debe tener cuidade de no tocar el gel con
las manos) y adicionar la solucion de tincién (nitratc de plata 0.2 en
solucién fijadora} durante 5 min.

« Eliminar la soiucion de tincién (no tocar el gel con ta mano) y adicionar
agua destilada para efiminar el resto de nitrato de plata, durante 2 min.
Agitar constantemente.

e Eliminar el agua y adicionar soiucion reveladora (hidréxido de sodio al
3%, formaldehido al 0.05%) agitar constantemente hasta la aparicién de
las bandas (3-5 min.).

« Eliminar la solucién reveladora y enjuagar con agua corriente varias
veces (tener cuidado de no tocar con las manos esta solucién).

« Cotocar el gel sobre un papel filtro de poro grueso y cubrir con pléstico
solo por el lado del gel.

= Deshidratar el gel en un secador de geles durante 1 hora a 80°C.
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ANEXO V

POLIMORFISMO 677C—T DEL GEN MTHFR

Se analizé el polimorfismo génico 677C T, el cual se origina por una
mutacién con sentido equivocado que cambia una C por una T, convirtiendo un
residuo de alanina en un residuo de valina en la posicion 222, dentro del exén
4. A este poiimorfismo se le ha atribuido la termolabitidad de la proteina gue
hace que la actividad enzimatica de la 5,10- Metileno Tetrahidrofolota
disminuya.

Por medio de PCR, se amplifico un fragmento de 158 pb, con los
iniciadores  5- CCTTGAACAGGTGGAGGCC -3'  (sentide) vy  5-
CAAAGAAAAGCTGCGTGATGAT -3 (antisentido), mediante de 30 ciclos a
94°C x 4 min, 24°C x 1 min, 55°C x 1 min, 72°C x 1 min, y extensién final a
72°C x 7 min y las condiciones de PCR (cuadro i}. El producto amplificado se
sometid al reconocimiento de la enzima de restriccion Hinfl (cuadro if),
posteriormente mediante un corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida
al 6% (29:1) y tincién con nitrato de plata donde se ideniificaron 3 genotipos

(ANEXQ IV)®'.
Cuadro i. Condiciones de amplificacidn para el gen MTHFR

Condiciones de RCP

677C—T
REACTIVOS CANTIDAD

Buffer (10X) 1.5l
Iniciador 1 (5 pmof) 1t
Iniciador 2 (Spmal) 1l
diNTPs {10 mM) 03l
MgCL2 {50 mM) 0.6 pl
Taq Pol (5 U/?1) 0.075ul
ADN (50ng) 1pi

Cuadro ii. Condiciones de la digestion con la enzima Hinfl

Digestion enzimética 6776—T

Enzima Hinfl
REACTIVOS CANTIDAD
Buffer enzima (10 X) 1.2ul
ADN 3ul
Enzima{10 Ui? 1) 0.4
Agua (QBP) 11.2ul
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SITIO DE RECONOCIMIENTO PARA LA ENZIMA Hinil: Identificacion de la
mutacién 677C—T del gen MTHFR

El sitio de restriccién analizado fue:

Nombre Sitio de reconocimiento Fuente

Hinl 5.6 JANTC..% Haemophilus influenzae
7.CTNA 1G..5

Las flechas ( | 1 )indican los sitios de corte de la enzima de restriccion.
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SFU

5, MetilTHF
5,10-MetilenoTHF
ADN
ADNc
ARN

Cc

ClBO
CMNGC
CTAB
DA
DNTP's
DPD
DTAB
dTDP
dTMP
dTTP
dUMP
duTp
EDTA

F

EE
FdUMP
FdUrd
FUMP
FUTP

Gly

Vi ABREVIATURAS

5-Fluorouracilo

5-Metiltetrahidrofolate
£,10-Metilenctetrahidrofolato

Acido desoxirribonucléico

Acido desoxirribonucléico complementario
Acido ribonuciéico

Citosina

Centro de Investigacion Biomédica de Occidente
Centro Médico Nacional de Occidente
Bromuro de hexadecil trimetil amonio
Distribucion alélica

Dinucledtidos trifosfatados
Dihidropirimidina Deshidrcgenasa
Bromuro de duodecil trimetil amonio
Desoxitimidina-5"- difosfato
Desoxitimidina-5"-monofosfato
Desoxitimidina-5 -trifosfato
Desoxiuridina-5"-monofosfato
Desoxiuridina-5"-trifosfato

Acido etilenodiaminotetraacético (Acido acético)
Frecuencia

Errores estandar

S-Fluorodeoxiuridina monofosfato
5-Fluorodeoxiuridine

5-F- Uridina monofosfato

Ribonucledsido trifosfato ()

Guanina

Glicina
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HE

IMSS
MPM
MTHFR

ORrR
PA
Pb
PM
PSA
QT
RCP
RR
SDS
SNC
$8J
SPSS

Taq Pol
TE
TEMED
T™P
Tris

TS

ViH

Hospital de Especialidades

Intervaio de confianza

Instituto Mexicano del Seguro Social
Marcador de peso molecular
Metilenotetrahidrofolato reductasa
Nurmero de Individuos de la muestra
Razén de momios

Poliacrilamida

Pares de bases

Peso moiecular

Persulfato de amonio

Quimioterapia

Reaccion en cadena de la Polimerasa
Riesgo refativo

Codecil sulfato de sodic

Sistema nervioso central

Secretaria de Salud Jalisco

Statistical Package for Social Sciences
Timina

Enzima Tag ADN Pclimerasa

Buffer TE {Tris HC! 10mM, EDTA 0.2 mM, pH 7.5)
Tetrametiletilendiamina

Timina monofosfato

Trisma Base

Timidilato Sintasa

Virus de Inmunodeficiencia Humana

Prueba Xi Cuadrada
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VIl GLOSARIO

S-Fluorouracilo: Agente antineoplasico utilizado en et tratamiento de tumores
sélidos, de tracto gastrointestinal, pancreas, mama, Sistema Nervioso Central y
cuello. Funciona como antimetabolito sintético analego de bases pirimidicas.
Adenina (A): Base purica encontrada en DNA y RNA. En secuencias duplex de
DNA adenina se aparea con timina. En secuencias diplex DNA-RNA adenina
{en DNA) se aparea con uracile (en RNA).

Adjuvante: Cirugia, radioterapia, QT, hormonoterapia u otro fratamienio usado
durante o después y como complemento de la terapia principal. Uso frecuente
para referirse a la QT.

ADN: Acido desoxiribonucieico. Polimero formade por la unidn covalente de
nuciedtidos. Un nucledtido = base (Adenina, Timina, Guanina, Citosina) +
aziucar (2' deoxiribosa) + fosfato. Moléculas de DNA eucariontes y procariontes
son de doble hebra antiparalelas que presentan en promedio una conformacidn
de tipo B, definida por Watson y Crick al analizar los parametros de hélice
obtenidos por difraccion de rayos X. Ambas hebras estan unidas por enfaces de
tipo no covalente: efecto hidrofdbico y puentes de H. Ei DNA es el material
genético de células procariotas, eucarictas y virus de DNA. La informacion
genética esta contenida en ia secuencia de bases de una de las hebras de Ia
molécula ddplex.

Alelo: Formas allemativas de un gen en un mismo locus. Por gjemplo 2
posibles zlelos en el locus v de la cebada son v y V. El términe de alelo 6
alelomorfo fue acunfado por Willam Bateson; literalmente significz "forma
alternativa”.

Alquilante: Caracteristica de un grupo de drogas quimioterapéuticas, que
actdan interfiriendo con el crecimiento vy reproduccién celular.

Antimetabolito: Drogas quimioterapéuticas que acttan interrumpiendo la
reproduccion celular compitiendo con metabolitos esenciaies para la misma.
Apoptosis: Muerte celular programada. Un proceso que ocurre en células

normales
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Aminodacido: Monomero que al unirse covalentemente mediante el eniace
peptidico forma cadenas poiipeptidicas. La secuencia de los aminoacidos en las
cadenas polipeptidicas esta determinada por el codigo genético (el que no
codifica para la sintesis de aminoacidos).

Amplificacién: Aumento de ndmero de copias de un fragmento especifico de
ADN. Puede producirse en vivo 0 in vitro.

ARN: Acido Ribonucleico. Acido nucleico de cadena sencilla similar al ADN
pero que contiene azicar ribosa en lugar de desoxirribosa y uracilo en lugar de
timina como una de las bases nitrogenadas.

Célula cancerosa; Célula que se divide y reproduce anormalmente, con un
crecimiento descontrolado, y que se disemina y/ siembra en otras partes del
CUerpo.

Citotdxico: Sustancia que provoca la muerte celular.

Cromosoma: Un cromosoma corresponde a una molécula de DNA
acomplejada con proteinas y RNA. Los cromosomas eucariontes son lineales y
poseen centromero y generalmente se presentan en pares. El cromosoma
procarionte es circular, no posee centrémero y el genoma es monoploide. Son
los portadores de los genes y representan el fundamento de los mecanismos
Mendelianos de segregacién independiente.

Delecion : Es un tipo de mutacién que ocurre en mutaciones de tipo puntual y
también por aberracién cromosdémica. En el caso de la mutacion puntual se
refiere a la perdida de una base.

Diferenciacion: El grado en el que se parecen la células neoplasicas a las
células normales que le dieron origen. En general las mas indiferenciadas son
las mas agresivas.

dNTP: Desoxinucledsido trifosfato. Se distinguen el dATP, dCTP, dTTP ¥y
dGTP. El grupo trifosfato se encuentra siempre localizade en posicién 5. Son
los precursores utilizados en reacciones de polimerizacion de ADN.

Efectos secundarios: Efectos no deseados que se producen como

consecuencia de la administracion de un farmaco.
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Electroforesis: Técnica para separar moléculas de diferentes tamafios y
cargas, tipicamente ADN ¢ proteinas. La muestra se pone en una matriz que
generalmente es un gel de acrilamida o agarosa, se somete a la accién de un
campo eléctrico y las moléculas se separan de acuerdo a carga y tamafos.
Para moiéculas de ADN y ARN donde todas tienen igual carga, migran mas
rapido aquellas de menor tamaho.

Enzima de Restriccion 6 Endonucleasas de Restriccion: Enzima gque
reconoce una secuencia especifica entre 4 a 6 pares de bases de ADN de
doble hebra y corta un enlace fosfodiester en cada una de las hebras. Generan
segmentos discretos de ADN Segln el fipo de enzima el corte puede generar
moléculas de ADN con extremos cchesivos de tipo palindrome & extremos
ciegos,

Exdn: Secuencia de ADN que se transcribe y es parte de la molécula funcional.
Fenotipo: Forma que toma un caracter (o conjunto de caracteres).
Manifestacion externa observable de un genotipo concreto.

Frecuencia alélica: La frecuencia de un determinado alelo en un locus
particular en una poblacién. Es la proporcion de los alelos de un gen.
Frecuencia Genotipica: La frecuencia de un genotipo en particular sabiendo
su proporcidén en la poblacién.

Gen: Unidad fundamental, fisica y funcional de la herencia, que transmite
informacion de una generacién a la siguiente., tramo de ADN compuesto de unz
regidn que se transcribe 0 una secuencia reguladora que hace posible la
franscripcion.

Genotipo: Composicién alélica especifica de una célula, bien referida ai total
del genoma o mas cominmente a un gen o conjunto de genes.

Guanina (G): Base purica presente en ADN y ARN. En secuencias duplex se
aparea con citosina mediante tres enlaces por puente de H.

Ley de Hardy-Weinberg: Se utiliza para calcular las frecuencias genotipicas a
partir de las frecuencias alélicas. Es un modelo teédrico para geneética de
poblaciones, se basa en las siguientes hipotesis; 1. La poblacion es panmictica

(fodos los individuos tienen la misma probabilidad de aparearse y ei
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apareamiento es al azar, (panmixia). 2. La poblacién es suficientemente grande
{para minimizar las diferencias existentes entre los individuos). 3. La poblacion
no esté sometida a migracidn, mutacion o seleccidn {no hay pérdida ni ganancia
de alelos).4. Las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes de
generaciéon en generacion. Bajo estas circunstancias las poblaciones genéticas
se mantienen en equilibrio,

Heterocigoto: Existencia de diferentes alelos en un locus.

Heterogenicidad: Variacion de tipos celulares dentro de un mismo tumor.
Homocigoto: Existencia de alelos iguales en un locus.

Iniciador: Secuencia corta de nucelétides, a la cual se agregan nuevos
desoxirribunuciedtidos por accién de [a ADN Polimerasa.

Inmunosupresion: Estado organico con disminucidn de resistencia a
enfermedades, muchas veces consecuencia de la QT.

Intrén: Clasicamente es un segmento de DNA dentro de un gen eucarionte, el
que se franscribe pero es eliminado del transcrito primario mediante una
modificacion post transcripcional (splicing). Pero por efecto de un empalme
alternativo un intrén determinado puede ser parte de la secuencia de ARNm
funcional. También los intrones se han descriio para zalgunos genes
procariontes.

In vitro: Literalmente "en vidrio". Accidn que toma lugar fuera del organismo.
in vivo: Accidn que toma lugar dentro del organismo.

Locus: Posicion de un gen en un cromosoma.

Marcador: Posicion fisica identificable en un cromosoma cuya herencia puede
seguirse. Los marcadores pueden ser una regién de ADN que se expresa o un
segmento de ADN que no se conoce que codifica pero que se puede seguir su
manera de heredarse.

Metastasis: Propiedad que presentan los tumores malignos de formar focos
cancerosos secundarios, a distancia del foco original.

Mutacion: Cambio permanente y heredable en el material genético.
Oligonucledtido; Secuencia lineal de nucledtidos (hasta 20).
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Par de Bases (bp): Se refiere a un par de bases complementarias, cada base
presente en una hebra diferente de la molécula.

Polimerasa: Enzimas que catalizan la sintesis de acidos nucleicos en base a
templados existentes.

Polimorfismo: En genética, es la existencia de mas de un alelo normal en un
locus, en la gue el alelo mas raro excede del 1% en frecuencia. Un polimorfismo
puede existir a muchos niveles, como variantes de la secuencia del ADN,
secuencia de aminoacidos, estructura cromosémica o rasgos fenotipicos.
Quimoterapia: Término general utilizado para referirse a drogas que actian de
diferentes maneras para matar células tumorales interrumpiendo el ciclo de
reproduccion celuiar. Se emplean en tratamientos sistémicos, distribuyéndose
por todo el cuerpo. A diferencia de la radioterapia que es un tratamiento de uso
local. Diferentes tipos de drogas son activas contra diferentes fases del ciclo
celular; razén por la cual este uso de combinacién de drogas en un tratamiento
(protocole) es mas efectivo que la administracién de una sola droga. Los drogas
quimioterapéuticas incluyen: agentes alquilantes, antimetabolitos, antibiéticos,
alcaloides, hormonas y otros. Pueden administrase oralmente, por inyeccidn o
infusién intramuscular o endovenoso, o dentro de las cavidades del cuerpo, ¢
aplicarse topicamente.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa: Es un método in vitro para la
amplificacidn enzimatica de secuencias especificas de ADN. Utiliza iniciadores
y la ADN polimerasa Tagq. La amplificacién ocurre a través de ciclos de
desnaturalizacion, alineamiento con primer y extension con ADN polimerasa. La
secuencia de ADN se amplifica 106 veces.

Resistencia a drogas: Cuando las células tumcrales son insensibles a las
drogas quimioterapéuticas. La resistencia cruzada es cuando el cancer
desarrolla resistencia a una droga posteriormente a haber usado una droga
quimicamente relacionada.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms): Fragmentos de
restriccién de longitud polimarfica. Son uno de los marcadores moleculares de

mayor utilizacién en mejoramiento genética. Para obtener un patron de RFLP se



debe aislar ADN, se digiere con enzimas de restriccién y se analizan mediante
un Southern Blot que hibrida con una sonda marcada.

Sitios de corte por enzimas de restriccion: Una secuencia de bases
especificas en la molécula de ADN al cual corta una enzima particuiar de
restriccién. Algunos sitios se encuentran frecuentemente en el ADN, otros son
rmucho menos frecuentes por ejemplo cada 10, 000 pares de bases,

Toxicidad: Efectos adversos de las sustancias quimicas en los organismos

Vivos.

SIBLIOTECA Cicas
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