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RESUMEN

En Uruguay, al igual que en el resto del mundo, las leucemias son el tipo de cancer
pediatrico mas comun (30,2%), siendo la Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) la mas
frecuente. En Uruguay, esta representa un 77,4% del total de leucemias, sindromes
mieloproliferativos y mielodisplasicos, con un pico de incidencia entre los 0 y los 4
afios de edad. En nuestro pais la tasa de cura de LLA es de 82,2%, similar a la de
paises desarrollados. El tratamiento se lleva a cabo principalmente en el Servicio
Hemato-Oncoldgico Pediatrico del Centro Hospitalario Pereira Rossell, donde se
utiliza el protocolo BFM (al presente, en su version 2009). Segun éste, el tratamiento
consiste en una poliquimioterapia de dos afios de duracion y consta de cinco fases:
induccion, intensificacién, consolidacion, reintensificacion y mantenimiento. La fase
de induccion esté destinada a destruir la mayor cantidad de blastos, con el objetivo
de conseguir la remision de la enfermedad. Esta etapa dura 33 dias y durante la
misma se administran diversos farmacos: Prednisona (PRED), Vincristina (VCR), L-
Asparaginasa (L-ASP), Daunorrubicina y Metotrexato. Debido a la accién
inespecifica y al estrecho rango farmacolégico de los farmacos utilizados, varios
pacientes sufren eventos de toxicidad como consecuencia de la quimioterapia. La
respuesta diferencial a los farmacos se debe, en parte, a la variabilidad genética.
Considerando la importancia de la fase de induccion, la composicion tri-hibrida de la
poblacion uruguaya y los antecedentes de asociacidn entre ciertas variantes génicas
y las toxicidades en la fase de mantenimiento para nuestro pais; esta tesis tiene
como objetivo identificar variantes genéticas relacionadas con los farmacos
administrados durante la fase de induccion del tratamiento de la LLA pediatrica, y
analizar su contribucion a los efectos adversos, considerando la ancestralidad
genética individual. Para ello se analizaron 13 polimorfismos de genes vinculados a
la PRED (ACP1, ABCG2 y ABCB1), VCR (CEP72 y CYP3A5) y L-ASP (ASNS vy
GRIAL1) en una muestra de 200 pacientes, y se determinaron las frecuencias
genotipicas y alélicas para cada polimorfismo. Adicionalmente, se determind la
ancestralidad global e individual de los pacientes a partir de 45 marcadores
informativos de ancestralidad. A partir de las historias clinicas de los pacientes, se
relevaron los datos clinicos, paraclinicos y los efectos adversos. Con los datos
obtenidos se analizd la relacion entre los genotipos, la respuesta al tratamiento y las

toxicidades (gastrointestinal, hepatica, neurolégica, osteomuscular, mucositis,
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cushing, hiperglicemias y alergia a la L-ASP). Asimismo, se evalué el efecto de las
variantes geneéticas junto con la ancestralidad sobre las toxicidades analizadas. En
relacion a las frecuencias genotipicas, estas difieren, para la mayoria de los
polimorfismos, con las de las poblaciones africanas, seguido de las asiéticas y, en
menor medida, con las poblaciones europeas y latinoamericanas. La ancestralidad
global de la muestra de pacientes presentd un 69,2% de componente europeo,
seguido de 20,1% nativo americano y un 10,7% africano, pero con una gran
variabilidad interindividual. Del andlisis de la ancestralidad y respuesta se desprende
qgue tener mayor proporcidn del componente ancestral nativoamericano estaria
relacionado con una buena respuesta a la PRED. Los pacientes no expresores de
CYP3A5 y los de genotipo 3R/3R (rs2032582, ASNS) tienen un mayor riesgo de
desarrollar mucositis y presentan un mayor nimero de eventos que los expresores
de CYP3A5 y los portadores del alelo 2R, respectivamente. A su vez, los pacientes
con genotipo TA (rs1049674, ASNS) presentan un riesgo mayor de desarrollar
cushing y un mayor nimero de eventos, que los de genotipo TT. Por otro lado, los
pacientes con genotipo TC (rs9282564, ABCB1) presentan un mayor riesgo de
desarrollar neurotoxicidad que los de genotipo TT. Asimismo, aquellos pacientes con
un componente nativoamericano <20% presentan un riesgo mayor de desarrollar
toxicidades neurolégicas. No se encontraron relaciones significativas entre las
variantes genéticas y la presencia de toxicidad gastrointestinal, hepética,
osteomuscular y alergia a la L-ASP. En conclusién, esta tesis evidencia la
importancia de estudiar variantes genéticas asociadas con la resistencia a farmacos,
asi como a los efectos adversos, ya que son una guia importante para adaptar y

optimizar las terapias.



1 MARCO TEORICO

1.1 Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

En el mundo, el cancer es una de las principales causas de muerte infantil. En
Uruguay, al igual que en el resto del mundo, las leucemias son el tipo de cancer mas
comun entre los canceres pediatricos, constituyendo el 30,2% de los mismos (Kato,
2020, Dufort & Alvarez, 2021).

La leucemia es una enfermedad neoplésica derivada de la transformacién maligna
de una célula progenitora inmadura de la médula 6sea (blasto), que tiene la
capacidad de expandirse y formar un clon de células incapaces de seguir
diferencidndose, con una mayor sobrevida y con una alta tasa de reproduccién
(Atienza, 2016). La rapida proliferacion de estas células inmaduras provoca la
disminucién del tejido hematopoyético normal en la medula 6sea (MO), con posterior
invasion a la sangre periférica y al resto de los 6rganos. Las leucemias pueden
considerarse agudas, cuando la expansion se da rapidamente, o crénicas, cuando el
crecimiento es mas lento. A su vez, dependiendo de cual sea la estirpe celular
pueden clasificarse como mieloides, linfoides o de linaje hibrido o mixto (con

caracteristicas mieloides y linfoides).

La leucemia linfoblastica aguda (LLA), de origen linfoide y caracteristicas agudas, es
la leucemia més comun en nifios (Maamari et al., 2020). Esta, se clasifica en LLA-B
y LLA-T dependiendo del tipo de linfocito donde se originaron las células leucémicas
(linfocitos B o T, respectivamente). A su vez, se subdivide segun el grado de
maduraciéon de las mismas (proB o preB temprana, prepreB, preB, células B
maduras, preT y células T maduras). La LLA-B es la forma mas comun de LLA,
representando el 80-85% de las mismas (Noronha et al., 2011; Navarrete-Meneses
& Pérez-Vera, 2017).

La tasa de incidencia para la LLA varia segun la poblacién de estudio, siendo mayor
en hispanos y estadounidenses caucasicos que en estadounidenses
afrodescendientes y asiaticos (Fujita et al., 2021). A su vez, la tasa de incidencia en
los latinos ha aumentado mas rapidamente con el tiempo en comparacién con otros
grupos étnicos (Quiroz et al., 2019; Mejia-Arangure et al., 2021). En Uruguay, la LLA
representa el 77,4% del total de leucemias, sindromes mieloproliferativos y

mielodisplasicos. Esta enfermedad presenta una incidencia levemente mayor en

3
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nifos que en niflas, con un pico de incidencia entre los 0 y los 4 afios de edad
(Dufort & Alvarez, 2021).

Si bien hace 60 afios la LLA era considerada una enfermedad no tratable, el avance
del conocimiento sobre la misma ha llevado a un aumento significativo de la tasa de
sobrevida. En los afios 60 la sobrevida de LLA era del 10%, y actualmente es
cercana al 90% (Al-Mahayri et al., 2017). Este incremento se debe a mejoras
constantes y progresivas en la eficacia de los tratamientos con agentes
quimioterapéuticos multiples, mas que al desarrollo de nuevas terapias en si mismo.
El hecho de considerar las caracteristicas clinicas del paciente, las caracteristicas
biologicas de las células leucémicas y la respuesta temprana al tratamiento, ha
potenciado el buen resultado de las terapias (Hunger et al., 2015). En Uruguay, la
tasa de cura de la LLA pediatrica ha aumentado sustancialmente en los ultimos
afos. En el periodo 1992-1994 la sobrevida era de 53,4% (Castillo et al., 2001),
aumentando a 82,2% en el periodo de 2008-2012 (Dufort & Alvarez, 2021). Esta
cifra es muy similar a la reportada para paises desarrollados tales como Estados
Unidos de América, paises europeos, Japon, Corea del Sur y Australia (Castillo et
al., 2012; Dufort & Alvarez, 2021).

Si bien las caracteristicas clinicas, patolégicas e inmunofenotipicas de la
enfermedad son conocidas, su etiologia no se ha caracterizado por completo.
Aunque la secuencia de acontecimientos que derivan en la transformacion maligna
de una célula suele ser multifactorial, se ha visto que los factores genéticos
desempefian un papel importante en el desarrollo y prondstico de la LLA pediatrica.
Aproximadamente el 75% de los casos de LLA pediatrica presentan alguna
alteracion cromosOmica numérica o estructural. La hiperdiploidia alta (mas de 50
cromosomas) esta presente en hasta el 30% de los casos y se asocia a un mejor
pronéstico de la enfermedad (Layton-Tovar, 2015). Por otro lado, la hipodiploidia
baja (31-39 cromosomas) esta presente en aproximadamente el 1% de los casos
(Inaba & Mullighan, 2020) y esta relacionada con un mal pronéstico (Harrison, 2013).
La LLA-B se caracteriza por presentar hiperdiploidia con mas de 50 cromosomas,
hipodiploidia con menos de 44 cromosomas Yy ciertos reordenamientos
cromosomicos. Por otro lado, trastornos genéticos como el sindrome de Down, el

sindrome de Bloom, el sindrome de Louis-Bar y la anemia de Fanconi, han sido
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asociados con un mayor riesgo de LLA. Estas alteraciones genéticas representan
menos del 5% de los casos (Pui et al., 2008; Pei et al., 2015).

Ademas de los factores genéticos, ciertos factores ambientales como la exposicion a
radiaciones ionizantes o el uso de alcohol y tabaco por parte de los padres, son
considerados posibles factores de riesgo para el desarrollo de LLA infantil (Pei et al.,
2015). A su vez, algunos investigadores han demostrado que los cambios
epigenéticos tienen un rol relevante en el desarrollo y evolucion de esta enfermedad

(Navarrete-Meneses & Pérez-Vera, 2017).

Hasta el momento no se conocen causas concretas subyacentes de las variaciones
en incidencia y desarrollo de la LLA, respuesta al tratamiento y toxicidades durante
el mismo. Mutaciones genéticas, factores medioambientales, disparidades

socioeconémicas 0 una combinacion de estos podrian explicar dichas diferencias.

1.2 Tratamiento de LLA y efectos adversos

En la actualidad existen, a nivel mundial, diversos esquemas terapéuticos para tratar
la LLA pediétrica. En nuestro pais, el tratamiento se lleva a cabo fundamentalmente
en el Servicio Hemato-Oncoldgico Pediatrico del Centro Hospitalario Pereira Rossell
(SHOP-CHPR), centro de referencia para esta enfermedad en nuestro pais. El
protocolo utilizado es el del grupo aleman BFM (Berlin-Frankfurt-Munster), al
presente en su version 2009 (ALL IC-BFM 2009), a excepcion de los pacientes
menores de 1 afio que son tratados segun el protocolo Interfant 06. El tratamiento
segun el protocolo ALL IC-BFM 2009 consiste en una poliquimioterapia de dos afios
de duracion y consta de cinco fases: 1) Induccion a la remision, 2) Intensificacion 3)
Consolidacion 4) Reintensificacion y 5) Mantenimiento. Al momento del diagnostico
los pacientes se clasifican en tres grupos de riesgo (estandar, intermedio y alto —
RE, Rl y RA -) segun criterios establecidos: edad, cantidad de glébulos blancos y la

presencia de ciertas aberraciones cromosomicas (Figura 1).
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A su vez, de acuerdo al nimero de blastos en sangre periférica (SP) al dia +8 y al
porcentaje de blastos en MO (medidos por técnicas Opticas y de citometria de flujo -
EMR-) al dia +15 y +33, su clasificacion puede cambiar a un riesgo mayor. El grupo
de riesgo de un determinado paciente queda establecido de forma definitiva el dia
+33. Si bien el tratamiento tiene un esquema general, éste presenta ciertas
variaciones segun el grupo de riesgo al que pertenece el paciente y al tipo de LLA
diagnosticada (Figura 2).

CLASIFICACION ALL IC-BFM 2009

. - Edad1-5ay Edad 1<0=6a Blastos d8 = 1.000 o
Diagndstico | N°GB < 20.000 0 N°GB = 20.000 t(9:22), o t(4:11), 0
Dia8 y Blastos d8 < 1.000 | | y Blastos d8 < 1.000 Hipoploidia < 45 cr.

MODia 15 [M1M2] [M3  [M1/Mm3 |M3}\
! ..,
. >10 %

Dia 15MO El resto >10 %

CMF-EMR

Dia 33 M1]| M2/M3 M2/M3 M1/ M2/M3

l =

Grupos de Riesgo | RE RI RA

M1: <5% de blastos en la Médula Osea (MO)
M2: 5-25% de blastos en MO
M3: >25% de blastos en MO

Figura 1. Clasificacion grupos de riesgo LLA. Se muestran los criterios para la clasificacion de
los pacientes en los distintos grupos de riesgo. GB: Glébulos blancos. MO: Médula ésea. CMF:
Citometria de flujo. EMR: Enfermedad Minima Residual. RE: Riesgo estandar. Rl: Riesgo
intermedio. RA: Riesgo alto. (Imagen adaptada del International BFM Study Group, 2010).
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|REINTENSIFIC ACION| [ MANTENIMIENTO

[INTENSIFICACION]

ALL IC-BFM 2009 : TRATAMIENTO

Version aprobada luego de Glasgow en Octubre 2008

INDUCCION

1 11 1L
6-MP / MTX |

¥ J 1 1111
o 6MP/MIX |

¥
o (| 6MP/MIX |

Aug IB TCP
I b A L ~ J W S
0 10 12 52 104 S
4 Pumcica Mo ' T MTX (@ mentenimicnto) RE pROT 12 Gy sclopar LLAT 4GB 100 000
*RA: pROT 12 Gy pura oodos EXCEPTO Bep-LLA RA solo debido 2 MRP

Protocol [A° DNR 30mg/a7’ 12 sdoparn RE con BCPLLA

Figura 2. Esquema del Protocolo ALL IC-BFM 2009. Se muestran las fases del tratamiento y
duracién de cada una segun el grupo de riesgo del paciente. En la fase de induccidn,
celeste la fase de intensificacion, rojo la fase de consolidacion, en verde la fase de
reintensificaciéon y en lila la fase de mantenimiento. RE: Riesgo estandar, RI: Riesgo intermedio y
RA: Riesgo alto. R1/R2: Randomizacién. Gy: Radioterapia (Indicada solo para pacientes con LLA-T
o con infiltracién del SNC). TCP: Transplante de células madres (Imagen adaptada del International
BFM Study Group, 2010).

La primera fase del tratamiento es la Induccién (Figura 2, recuadro amarillo). Esta
dura 33 dias y su objetivo es conseguir la remision de la enfermedad, restaurando
un estado hematopoyético normal. Un paciente con LLA logra la remision completa
(RC) cuando no existe evidencia de leucemia a nivel de sangre periférica, ni medular
(menos del 5% de blastos). Tampoco debe existir afectacion del Sistema Nervioso
Central (SNC) u otra afectacion extramedular. Entre el 96 y 99% de los pacientes
alcanzan la RC, un indicador importante del éxito del tratamiento (Atienza, 2016).
Este se define en términos de Supervivencia Libre de Eventos (SLEventos),
Supervivencia Libre de Enfermedad (SLEnfermedad) y Sobrevida Global (SG). La
SLEventos es el tiempo que transcurre desde el diagndstico hasta la ocurrencia de
un evento (muerte, resistencia, recaida o una segunda malignidad). Por otro lado, la

SLEnfermedad es el tiempo entre que se alcanza la RC y ocurre un evento. Por
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altimo, la SG se define como el tiempo desde el diagnéstico hasta el dltimo
seguimiento o la muerte del paciente, sin importar la causa (International BFM Study
Group, 2010). Los pacientes que no consiguen un estado de RC presentan una
mayor tasa de recaida de la enfermedad y una SLEnfermedad muy reducida
(Atienza, 2016).

La fase de induccion consiste en la administracion de Prednisona (PRED),
Vincristina (VCR), L-Asparaginasa (L-ASP), Daunorrubicina (DNR) y Metotrexato
(MTX). Las subsiguientes fases del tratamiento son la intensificacion, la
consolidacion, la reintensificacion y el mantenimiento (Figura 2, recuadros celeste,
rojo, verde vy lila, respectivamente). El objetivo de estas es destruir los blastos
remanentes que han resistido al tratamiento de induccién y prevenir un nuevo
crecimiento leucémico. En la intensificacion, consolidacion y reintensificacion se
administran los siguientes farmacos: Ciclofosfamida, Citarabina, 6-Mercaptopurina
(6-MP), MTX, Dexametasona (DEXA), Doxorubicina (DOXO), 6-Tioguanina, VCR y
L-ASP, y en alta/medianas dosis. Segun el grupo de riesgo del paciente, las fases de
intensificacion y consolidacion varian en duracion y esquema terapéutico. La fase de
mantenimiento es la mas larga (63 o0 74 semanas) y consiste en la administracion
oral diaria de 6-MP y semanal de MTX. El tratamiento finaliza una vez que se
completa la fase de mantenimiento y el paciente alcanza lo que se denomina estado
de "OFF". De todos modos, si bien los pacientes se encuentran de alta en sus
domicilios, acuden periédicamente al SHOP-CHPR en donde les realizan

reevaluaciones frecuentes para la deteccién de posibles recaidas.

Si bien los farmacos administrados han demostrado una gran eficiencia en combatir
la enfermedad, la accién inespecifica de los mismos y las elevadas dosis
administradas los vuelven potencialmente téxicos y fuente de una amplia variedad
de efectos adversos (Gervasini et al., 2012). De hecho, 1-2% de los pacientes con
LLA pediatrica no mueren por causas de la enfermedad per se, sino como
consecuencia de los efectos adversos sufridos durante el tratamiento (Hunger et al.,
2015). Algunas reacciones adversas, tales como las toxicidades hematologicas
(mielosupresion, neutropenia, trombocitopenia, anemia, leucopenias) podrian
considerarse extensiones de los efectos farmacolégicos deseados de los farmacos,
como por ejemplo la 6-MP (Soler et al., 2018; Burguefio-Rodriguez et al., 2020). La
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hepatotoxicidad es una de las complicaciones mas frecuentes del tratamiento de
esta enfermedad. Segun estudios, el 66,5% de los pacientes presentan toxicidad
hepética grado Il o superior en algin momento de la terapia (Franca et al., 2017). De
hecho, la toxicidad gastrointestinal y la hepatotoxicidad se encuentran entre las
principales razones de los fracasos quimioterapéuticos (Tao et al., 2020). Otros
efectos adversos observados en el tratamiento de LLA son la osteonecrosis, el
sindrome de Cushing, la diabetes o hiperglicemia inducida por medicamentos, las
neuropatias o neurotoxicidades, la mucositis, las miocardiopatias, la alergia o
hipersesibilidad a la L-ASP, entre otros (Moriyama et al., 2016).

La variabilidad interindividual en la respuesta al tratamiento puede ser explicada por
factores no genéticos como la edad, sexo, enfermedades concomitantes,
alimentacion, ambiente en el que vive, funcionalidad renal y hepatica. Sin embargo,
la variacion genética explica gran parte de las diferencias interindividuales de la
respuesta a los farmacos y el riesgo de reacciones adversas (Arribas & Pérez,
2010). Esto, sumado a que la RC es un indicador del éxito del tratamiento, expone la
importancia de identificar las causas genéticas de las toxicidades observadas
durante la fase de induccién, como un primer paso para lograr una disminucion de

éstas y, por ende, una optimizacién del tratamiento.

1.3 Fase de induccién: farmacos, efectos adversos y genes

Como se menciond anteriormente, el tratamiento de la LLA segun el protocolo ALL
IC-BFM 2009 cuenta con una primera fase de induccion (33 dias), que puede regirse
por el protocolo IA o el IA’ (Figura 3). En ambos protocolos se administran los
mismos cinco farmacos: PRED, VCR, DNR, L-ASP y MTX-IT, con la Unica diferencia
de dos o cuatro pulsos de DNR. A excepcion de los pacientes que tienen LLA-B y
son de RE, a quienes se los trata segun el protocolo IA’, el resto de los pacientes

son tratados con el protocolo IA.
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Protocolo Induccion (IA y IA')
TA- LLA-T RE,RI, RA / TIA'- LLA-Bcp RE

PRED p.o. 60 mg/m2/d P s [T
VCR iv. 1.5 mg/m2/d | | | |

i (maX|mO: zmg) ausentes en
DNR p.i. () 30 mg/m2/d | | D

L-ASP p.i. () 5,000 U/m2/d TERRRRR

MTX IT J/ \l/()()¢/

Dosis adaptada a la edad: <1y 1Y 2Y >3Y
MTX T (me) 6 8 10 12 Mo

II!II[I|[II|III]I|II|] |II|I||II||

*Si SNC positivo, o SNC negativo pero blastos en
LCR, o PL traumatica: MTX IT adicional en dia 18/27 Dia 1 8 15 22 29
tMO: obligatorio endia 1, 15y 33

Figura 3. Protocolo IA y IA’ de la fase de induccion. Se detalla la dosis, via de
administracion y posologia de los farmacos. LLA-T: Leucemia Linfoblastica Aguda de tipo T.
RE: Riesgo Estandar. RI: Riesgo Intermedio. RA: Riesgo Alto. LLA-Bcp: Leucemia
Linfoblastica Aguda de tipo B. PRED: Prednisona. VCR: Vincristina. DNR: Daunrrubicina. L-
ASP: L-Asparaginasa. MTX IT: Metotrexato intratecal. p.o: Administracion oral. i.v.:
intravenoso. p.i: infusion. SNC: Sistema Nervioso Central. LCR: Liquido cefalorraquideo. PL:
Puncién lumbar. MO: Médula ésea. (Imagen adaptada del International BFM Study Group,
2010).

La PRED se administra diariamente durante toda la fase y de manera oral. Durante
los ocho primeros dias, se administra de forma ascendente hasta llegar a una dosis
de 60 mg/m?d. Esta dosis se mantiene hasta el dia +29 y luego desciende
progresivamente hasta que se deja de administrar. Por otro lado, la VCR se
administra por via intravenosa en cuatro pulsos de 1,5 mg/m? a los dias +8, +15,
+22 y +29. La DNR se administra en forma de pulsos por infusion (durante una
hora), con una dosis de 30 mg/m?, aunque la cantidad de pulsos varia segun el
protocolo. En el protocolo IA se administran cuatro pulsos (dia +8, +15, +22 y +29),
mientras que en el protocolo IA’, solo se administran dos pulsos (dia +8 y +15). La L-
ASP es administrada en ocho pulsos (dia +12, +15, +18, +21, +24, +27, +30 y +33)
mediante infusiéon de 5000 U/m? durante una hora. Por ultimo, dependiendo del
compromiso del SNC se administran dos o cuatro pulsos de MTX por via intratecal
(MTX-IT). La dosis administrada de MTX-IT varia entre 6-12 mg segun la edad del

paciente.
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1.3.1 Prednisona (PRED):

Los glucocorticoides (GC) tales como la PRED, prednisolona, metilprednisolona,
DEXA, betametasona y triamcinolona, son los farmacos antiinflamatorios e
inmunosupresores por excelencia dentro de los tratamientos clinicos. Estos fueron
aplicados por primera vez en el tratamiento de un paciente con artritis reumatoidea
en 1948 por Philip Hench (Hench et al., 1950). La accién de los GC en la respuesta
antiinflamatoria es inhibir la permeabilidad vascular que ocurre después de la
inflamacion y asi disminuir el reclutamiento de leucocitos (Perretti & Ahluwalia,
2000). Hoy en dia, los GC sintéticos se utilizan como tratamiento de una amplia
gama de enfermedades, tales como el asma, el lupus eritematoso sistémico, la
enfermedad inflamatoria intestinal, el sindrome nefrético, la LLA y ciertas
enfermedades autoinmunes. También son ampliamente utilizados como adyuvantes
durante la quimioterapia o radioterapia para reducir los efectos secundarios en
muchos tipos de cancer. Especificamente, la PRED y la DEXA son administrados en
la terapia de la LLA y juegan un rol importante en el aumento de las tasas de cura de
dicha enfermedad (Kawedia et al., 2011). Los efectos citotoxicos derivados del
tratamiento con PRED son mediados por la unién de la misma a los receptores de
GC (RG) (Inaba & Pui, 2010). La PRED, que se administra oralmente, es absorbida
por el intestino y, una vez en el higado, se convierte en prednisolona. Como otros
GC, la prednisolona es una molécula lipofilica que puede difundir facilmente a través
de la membrana celular. En el citoplasma, se une a los RG, y forma un complejo
RG+GC que puede dimerizarse 0 permanecer como monomero, y que tiene la
capacidad de translocarse hacia el nucleo. Una vez en el nucleo, los dimeros activan
y los mondmeros reprimen la transcripcion de distintos genes. Ambos procesos
inhiben la produccion de citoquinas, alteran la expresion de varios oncogenes e
inducen la detencién del ciclo celular y la apoptosis (Inaba & Pui, 2010; Schijvens et
al.,, 2019) (Figura 4). Por otro lado, el complejo RG+GC ejerce sus efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores favoreciendo la expresion de genes
antiinflamatorios y la disminucién de la expresion de genes proinflamatorios
(Schijvens et al., 2019). Por ultimo, la PRED se excreta principalmente por la orina
como conjugados de sulfato y glucurénido (FDA Aproved Drug Products: Rayos,
2013).
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Figura 4. Mecanismo molecular de accion de los glucocorticoides. Se muestran las
distintas vias de accién de los glucocorticoides. PUE: proteina de unién a esteroides. RG:
receptor de glucocorticoides. hsp90 y hsp70: chaperonas. FKBP52: co-chaperona. ERG:
Elementos de respuesta a glucocorticoides. AP-1: Proteina activadora-1. NGkB: factor
nuclear-kB. (Imagen adaptada de Inaba & Pui, 2010).

La potente eficacia clinica de los GC es una consecuencia de sus multiples
acciones, que afectan practicamente a todas las células del sistema inmune. De
hecho, aproximadamente 1% del genoma humano puede verse afectado por los GC,
ya sea reprimiendo o induciendo la sintesis de varias proteinas (Perretti & Ahluwalia,
2000). Esta caracteristica genera que se asocie la administracion de GC con efectos
adversos no deseados. Se han reportado una gran variedad de efectos colaterales
derivados de la administracion prolongada de GC en altas dosis. Entre ellas se
encuentran la fragilidad de la piel, el aumento de peso, un mayor riesgo de sufrir
infecciones, un impacto metabdlico y cardiovascular, hipertensién, hiperglicemia,

cushing, dislipidemia y la toxicidad 6sea (Schijvens et al., 2019).
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En particular, los efectos negativos sobre el sistema éseo estan asociados al
suministro de GC. Por un lado, inducen la apoptosis de osteoblastos y osteocitos,
provocando una disminucion de la formacion de hueso y, por otro lado, prolongan la
vida util de osteoclastos, lo que conlleva a un aumento de la resorcion 6sea (Mitra,
2011). Los GC pueden también causar un aumento del tamafio de los lipocitos
intradseos, provocando un aumento de la presion de la MO, trastornos circulatorios
intradseos, reduccion del flujo sanguineo intramedular y la isquemia de la médula.
Todo esto conlleva a la apoptosis seguida de necrosis (Sala et al., 2007; Kawedia et
al., 2011). Si bien los principales farmacos asociados con la osteonecrosis (ON) son
los GC, la administracién concomitante de ciertos farmacos como el MTX y la L-ASP
podrian contribuir al desarrollo de la misma (Sala et al., 2007; Bhatia, 2011). La ON
asociada a la exposicion de GC suele ser multiarticular, cominmente bilateral y
suele ocurrir dentro de los primeros tres afios de iniciada la terapia de LLA (Sala et
al., 2007). El riesgo de sufrir ON en el contexto del cancer ha sido asociado con la
edad (mayor riesgo en adolescentes que en nifios), la ancestralidad (mas
predominante en nifios caucésicos que en nifios con ascendencia africana), la dosis
acumulada de GC recibida durante el tratamiento, también, aunque con resultados
contradictorios, con ciertos factores genéticos (Mattano et al., 2000; Sala et al.,
2007; Kawedia et al., 2011). Por otro lado, el sindrome de Cushing (consecuencia de
un trastorno hormonal) es también una toxicidad relacionada con la administracion
de GC. De hecho, todas las formas disponibles de esteroides con actividad
glucocorticoide son capaces de producir sindrome de Cushing (Hopkins & Leinung,
2005) y su desarrollo esta, generalmente, relacionado con la dosis y la duracion del
tratamiento (Hopkins & Leinung, 2005; Sharma & Nieman, 2011).

Otro de los efectos adversos mas conocidos de la terapia con GC es su efecto
deletéreo sobre el metabolismo de los hidratos de carbono, potenciando la
hiperglicemia en aquellos pacientes con diabetes previa o provocando una diabetes
esteroidea en aquellos sin diabetes previa (Ullastre & Pérez, 2011). La diabetes
inducida por medicamentos se observa frecuentemente en pacientes pediatricos con
LLA, principalmente durante la fase de induccion, debido al uso combinado de GC y
L-ASP (Burke & Zalewska-Szewczyk, 2022).

Como se mencion6 anteriormente, uno de los efectos adversos de la administracion

de GC son los problemas 6seos como la ON. El gen ACP1 codifica para una
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proteina necesaria para la diferenciacion 0sea, y variantes en este gen han sido
asociadas con la ON (Kawedia et al., 2011; Gagné et al., 2019). Por otro lado, si bien
la PRED puede atravesar la membrana celular de manera pasiva, también puede ser
transportada activamente fuera de la célula por la familia de transportadores ABC.
Por tanto, el nivel de expresion y la accion de los transportadores ABCs regula las
concentraciones intracelulares de la PRED, y cualquier variacion en el nivel de estas
proteinas excretoras podria resultar en resistencia a la misma. (Fletcher et al., 2010;
Song et al., 2017; Mohammad et al.,, 2018). En consecuencia, se detallaran a
continuacion los genes ACP1, ABCB1 y ABCG2.

1.3.1.1 ACP1 (Fosfatasa acida 1)

El gen ACP1, de localizacion 2p25.3 y compuesto por seis exones, codifica para la
proteina tirosina fosfatasa citosolica de bajo peso molecular (LMW-PTP)
perteneciente a la familia de proteinas fosfotirosina fosfatasas. Como consecuencia
del splicing alternativo del ARNm, se producen dos isoenzimas (denominadas
rapidas o lentas segin su movilidad electroforética) que se expresan en una
variedad de tejidos de los mamiferos. Estas juegan un rol importante en la
regulacion de los factores de crecimiento y en procesos celulares como la adhesion
y la diferenciacién celular (de Souza et al., 2009; Gagné et al., 2019).

La expresion de la proteina LMW-PTPs varia segun el estado de diferenciacion de
los osteoblastos. A su vez, la actividad de LMW-PTPs es un requisito para comenzar
el proceso de mineralizacion, evento fundamental en la formacion del hueso
(Zambuzzi et al., 2008; de Souza et al., 2009;).

En 2010, un estudio de asociacion del genoma (GWAS) en nifios con LLA reporto
una asociacion entre la variante intronica rs12714403 (A>G) del gen ACP1 y la ON
(Kawedia et al., 2011). Concretamente, la presencia del alelo A se encontrd
asociada a un mayor riesgo de desarrollar ON sintomatica, asi como también de
tener niveles bajos de albumina y niveles altos de colesterol, dos fenotipos
intermedios relacionados con el riesgo a desarrollar ON (Kawedia et al., 2011). Por
el contrario, esta asociacion no fue detectada por Gagné et al. (2019). Sin embargo,
estos autores, reportaron una asociacion entre el riesgo de desarrollar ON y la
variante exonica rs11553746 (C>T) de este mismo gen. Dependiendo de la isoforma

del ARNm, esta variante puede generar, a nivel proteico, un cambio sinénimo
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(Asp43Asp) o un cambio no sindbnimo (Thr95lle). La presencia del genotipo TT en
esta variante aumenta el riesgo de padecer ON sintomatica en aquellos pacientes de
alto riesgo (Gagné et al., 2019).

Segun la base de datos “1000 genomas”, la frecuencia del alelo G del polimorfismo
rs12714403 en poblaciones europeas, asiaticas, africanas y latinoamericanas es
similar, variando entre 88 y 98%. En el caso de la variante rs11553746, la frecuencia
del alelo T en poblaciones europeas ronda el 33%, mientras que en poblaciones
asiaticas y latinoamericanas se encuentra en menor frecuencia (25% y 23%,
respectivamente) y en poblaciones africanas es solamente del 13% (1000 Genomes
Project Consortium, 2015).

Debido a la implicancia de ACP1 en la formacion ésea, y que la administracion de
GC esta relacionada con posibles toxicidades éseas, es de particular interés analizar
si variantes en este gen puedan estar vinculadas con los efectos adversos a nivel

O0seos derivados del tratamiento de LLA.

1.3.1.2 ABCB1 (transportador de membrana dependiente de ATP, subfamilia B,
miembro 1)

El gen ABCB1, de localizacién 7g21.12 codifica para el transportador homoénimo
(transportador de membrana dependiente de ATP, subfamilia B, miembro 1),
también conocido como la glucoproteina P1 (P-gp) o proteina de resistencia
multidroga (MDR1). Este transportador (codificado por 28 exones) se expresa en el
intestino, higado y riflones, asi como también en los capilares de células endoteliales
del cerebro, placenta, testiculos y células de la sangre periférica (Safran et al.,
2022).

La variante rs2032582 (A>C/T), localizada en el exén 21 de este gen, provoca el
cambio aminoacidico de serina por alanina (A>C) o por treonina (A>T) en la posicion
893. La presencia de esta variante y su asociacion con la respuesta a los GC en
distintos tratamientos ha sido ampliamente discutida. Ensayos in vitro muestran que
esta variante no modifica la expresion de la proteina, pero si su funcion. Las células
transfectadas con la variante Ser893 presentaron un flujo de salida mayor que las
células en las que se expresé la variante Ala893 (Kim et al., 2001). Por otro lado, un
estudio realizado en una cohorte de nifios hindues con sindrome nefrético reporta

que, aquellos pacientes con genotipo homocigota AA o TT (codificantes para los
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aminoacidos polares serina o treonina) respondieron de manera menos eficaz al
tratamiento con GC que aquellos que presentaron el aminoacido alanina (no polar).
El amino&cido serina o treonina en la posicion 893, podria afectar la estructura
secundaria del mismo. Esto determinaria una mayor eficiencia en la expulsion de los
GC al exterior celular, resultando en una posible resistencia a los mismos (Jafar et
al., 2011). En linea con este estudio, la dosis de tacrolimus (sustrato de ABCB1)
requerida por pacientes con trasplante renal de genotipo TT o AA fue 40% més alto
que para aquellos de genotipo CC (Anglicheau et al., 2003). Por el contrario, Cuppen
et al. (2017) reportan que ser portador del alelo A para esta variante provoca una
disminucién en la funcionalidad de la proteina en células de tipo B. Segun estos
autores, los pacientes con genotipo CC, a los que se les administro
metilprednisolona de manera intravenosa, respondieron de forma menos eficaz al
tratamiento en comparacion con aquellos portadores del alelo A. Sin embargo, los
autores no encontraron esta asociacion cuando el GC administrado se trataba de
PRED o prednisolona administrada de forma oral (Cuppen et al., 2017). A su vez, en
un estudio realizado en pacientes con inmunotrombocitopenia, se observé que los
pacientes homocigotas AA y TT, asi como también los heterocigotas AT respondian
mejor a la terapia con GC orales en comparacion con los pacientes portadores del
alelo C, presentando la menor respuesta aquellos pacientes de genotipo CC (Xuan
et al., 2014).

Algunos estudios han determinado la relacion entre esta variante y la respuesta al
tratamiento de LLA. En un estudio realizado en una cohorte de nifios malayos,
chinos e hindues, se vio que el genotipo AA estaba asociado con una menor
SLEventos y con un mayor riesgo de sufrir una recaida (Lu et al., 2014). Por otro
lado, un estudio en nifios procedentes de China con LLA reporta que, aquellos
individuos con genotipo CC, CT y TT tienen un mayor riesgo de presentar algun tipo
de evento (recaida o fallecimiento), en comparacion con los de genotipo CA, AA o
AT. Sin embargo, no se encontré ninguna relacion entre esta variante y el nimero de
globulos blancos al debut, el nimero de blastos en sangre periférica al dia +8 (Zhai
et al., 2012; Gasic et al., 2018) y el porcentaje de blastos en MO al dia +15 y +33
(zhai et al., 2012). Hasta el momento, esta variante no ha sido asociada con las

toxicidades relacionadas al tratamiento de induccion de la LLA.
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Segun la base de datos “1000 genomas”, en poblaciones europeas Yy
latinoamericanas la frecuencia del alelo A ronda el 40% y la del alelo T 2% y 4%,
respectivamente. En poblaciones asiaticas, si bien la frecuencia del alelo A también
es 40%, la del alelo T es 13%. Por ultimo, en poblaciones africanas el alelo T no se
ha sido reportado y la frecuencia del alelo A es tan baja, que el alelo C esta

practicamente fijado (1000 Genomes Project Consortium, 2015).

Otra variante en el gen ABCBL1 es el polimorfismo rs9282564 (T>C), ubicado en el
exon 2. Este resulta en un cambio aminoacidico de asparagina por acido aspartico
(Asn21Asp). El impacto de esta variante en la proteina es poco conocido. En un
estudio realizado en pacientes trasplantados de corazén, se establecid una
asociacion entre esta variante y la funcion renal, donde los portadores del alelo C,
presentaron funciones renales mas pobres que aquellos pacientes de genotipo TT
durante el tratamiento post trasplante (Sanchez-Lazaro et al., 2015). A su vez, en
pacientes adultos tratados por melanoma mdltiple, esta variante se encontrd
asociada con la progresion libre de enfermedad (Van Ness et al., 2008). Hasta el
momento no existen estudios en donde se evidencie el rol de esta variante en las
toxicidades observadas durante el tratamiento de LLA pediatrica.

Segun la base de datos “1000 genomas”, la frecuencia del alelo C de esta variante
es practicamente nula en poblaciones africanas y asiaticas, mientras que en
poblaciones latinoamericanas es apenas del 3% y en poblaciones europeas del 8%
(1000 Genomes Project Consortium, 2015).

Detectar variantes del gen ABCB1, que puedan alterar la expresiéon y/o funcion de la
proteina transportadora, es de particular interés en el tratamiento de la LLA, ya que
la PRED, la VCR, las antraciclinas y el MTX son posibles sustratos de este
transportador (Gregers et al., 2015; Song et al., 2017). Sumado a esto, la literatura
presenta resultados contradictorios y las frecuencias en las variantes rs2032582 y

rs9282564 varian entre poblaciones.
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1.3.1.3 ABCG2 (transportador de membrana dependientes de ATP, subfamilia G,
miembro 2)

El gen ABCG2, ubicado en la posicion 4922.1 y compuesto por 16 exones, codifica
para una proteina de transporte de membrana de 72kDa denominada de manera
homdnima. La misma es también conocida como proteina de resistencia al cancer
de mama (BCRP), proteina asociada a la resistencia a mitoxantrona (MXR) y
transportador de casete de unidén a ATP especifico de placenta (ABCP). Se expresa
en tejidos del cerebro, rifion, seno, pulmon, higado, barrera hemato-encefalica y
placenta (Kondo et al., 2004; Olarte Carrillo et al., 2017). Su funcion es expulsar
hacia el exterior celular una amplia variedad de compuestos quimicos, incluyendo
farmacos tales como MTX, DOXO, DNR y esteroides sulfatados (Suzuki et al., 2003;
Cascorbi et al., 2006; Mo & Zhang, 2012), caracteristica que lo convierte en otro de
los actores principales de la resistencia a multiples farmacos.

Ubicada en el exén 2 de ABCG2 se encuentra la variante rs2231137 (C>T,;
Vall2Met). El residuo Valina 12 se encuentra en la porcion intracelular del
transportador, cerca del extremo N terminal. Variantes en esta zona podrian
influenciar la insercién del transportador en la membrana celular (Heyes & Kerr,
2018). A su vez, un estudio in vivo sobre tejidos hepaticos encontré que la expresion
del ARNm de ABCG2 era mas baja en hispanos, posiblemente debido a la presencia
de la variante rs2231137 (Poonkuzhali et al., 2008).

En un estudio realizado en pacientes de origen Han (China) con linfoma de células
B, cuyo tratamiento incluye PRED, DOXO y VCR, los pacientes de genotipo CC
presentaron menor SLEventos que los portadores del alelo T (Liu et al., 2017). Por
otra parte, en pacientes caucasicos con leucemia mieloide croénica, el genotipo CC
se asocio con una menor probabilidad de conseguir la remision citogenética de la
enfermedad (Loscocco et al., 2021). Hasta la fecha no se han publicado
investigaciones sobre esta variante génica y la respuesta al tratamiento de LLA

pediatrica.

En relacion con los efectos adversos, un estudio llevado a cabo en pacientes adultos
con leucemia mieloide aguda, se observdé un aumento significativo del riesgo de
sufrir distintas toxicidades de alto grado en aquellos pacientes portadores del alelo T

(Hampras et al., 2010). Con respecto a la toxicidad renal, el transportador ABCG2
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participa en la excrecion renal de acido urico, y variantes en el gen se han asociado
como la hiperuricemia. Si bien existen trabajos que no encuentran diferencias en
cuanto al nivel de expresion, a la actividad transportadora y a la ubicacién del
transportador en presencia de la variante V12M (Kondo et al., 2004), o no identifican
un efecto de esta en el transporte de acido urico (Heyes & Kerr, 2018); un meta
analisis basado en frecuencias de la variante rs2231137, determind que ésta tiene
un efecto protector ante la enfermedad de la gota (trastorno causado principalmente
por hiperuricemia) (Stiburkova et al., 2017).

Al igual que para la mayoria de los polimorfismos, las frecuencias alélicas varian
segun la poblacién de estudio. Segun la base de datos “1000 genomas”, la
frecuencia del alelo T en poblaciones asiaticas es del 33%, mientras que en
poblaciones europeas y africanas es mucho menor (6%). Por otra parte, en las
poblaciones latinoamericanas es muy variable desde 15% (CLM y PUR), 23%
(MEX), hasta 46% (PEL) (1000 Genomes Project Consortium, 2015).

1.3.2 Vincristina (VCR):

La VCR es un alcaloide vegetal utilizado en el tratamiento de diversos tipos de
canceres, incluyendo las leucemias (Diouf et al., 2015). Este farmaco se administra
por via parenteral intravenosa, se distribuye ampliamente en los tejidos corporales y
se fija rapidamente a los eritrocitos y plaquetas. Aproximadamente, el 50% de la
dosis es metabolizada en el higado, siendo mayormente excretada en la bilis y las
heces (tanto como farmaco nativo, como en forma de metabolitos). La VCR ejerce
sus efectos citotoxicos al interferir con la formacién de microtibulos y el huso
mitético. Por un lado, se une con alta afinidad a los extremos de los microtubulos
provocando su desestructuracion y, ademas, con baja afinidad a lo largo de los
mismos causando la disrupcidn de la arquitectura microtubular. La inhibicion del
ensamblaje de microtibulos conlleva a la detencion del ciclo celular y dispersion de
los cromosomas al citoplasma, generando la apoptosis celular (Jordan & Wilson,
2004; Echebarria, 2016; Al-Mahayri et al.,, 2017) (Figura 5). A nivel del sistema
nervioso, la VCR altera los microtubulos axonales causando inflamacion axonal tanto
en las fibras mielinizadas como en las amielinicas. En consecuencia, tanto las

funciones sensoriales como las motoras se ven afectadas, influyendo asi en la
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Figura 5: Via farmacocinética de la vincristina. Se muestra el modo de accién de la vincristina, sus
enzimas metabolizadoras y los transportadores al exterior celular. A) Célula diana B) Célula hepatica.

calidad de vida de los pacientes durante o, incluso, después del tratamiento (Carozzi
et al., 2015; Martin-Guerrero et al., 2019). Al no existir ningun tratamiento curativo o

paliativo para manejar la neurotoxicidad, muchas veces se opta por reducir la dosis
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de VCR o discontinuar el tratamiento, provocando importantes consecuencias en la
supervivencia del paciente (Martin-Guerrero et al., 2019). Diversas variables pueden
influir en la incidencia de neurotoxicidad inducida por VCR: dosis, dosis acumulada,
frecuencia de administracion, interaccion con otros farmacos, ancestralidad genética,
variantes en genes que codifican enzimas metabolizadoras o de transporte del
farmaco y hasta los métodos usados para determinar la neurotoxicidad (Sims, 2016;
Stock et al., 2017; McClain et al., 2018; Laushke & Ingelman-Sundberg, 2019). Por
otro lado, la administracion de VCR también se acompafia de efectos secundarios
leves como el estrefiimiento (comunicacion personal con Dra. Schelotto, médica

tratante de la Fundacion Pérez Scremini).

El ingreso de la VCR a la célula se da por difusién simple (Rahmani-Jourdheuil et al.,
1994). En el higado, la VCR es metabolizada por la enzimas CYP3A4 y CYP3A5
(principalmente por la CYP3A5), generando tres metabolitos inactivos principales:
M1, M2 y M3, cuya formacion es fundamental para el aclaramiento de la VCR tanto
en el higado como en el intestino (Dennison et al., 2006; Lamba et al., 2012). El
transportador ABCB1 transporta la VCR a la sangre y a la bilis (LOpez-Lopez et al.,
2016; Triarico et al., 2021). Por otro lado, variaciones en el gen CEP72, involucrado
en la formacion de microtibulos, también puede ser relevante para la accion
citotdéxica de la VCR debido a que los microtubulos son blanco de este farmaco
(Diouf et al., 2015) (Figura 5). El transportador ABCB1 fue previamente descripto
(Seccion 1.3.1.2). Por este motivo, a continuacion, se detallan Unicamente los genes
CYP3A5y CEP72.
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1.3.2.1 CYP3AS5 (Citocromo P450, familia 3, subfamilia A, miembro 5)

Los genes que codifican para las enzimas de la subfamilia CYP3A se encuentran
localizados en un cluster de 231kb en la region 7¢g21-q22.1. Estos genes son
altamente polimorficos.

El gen CYP3A5 es altamente polimorfico, existiendo al momento 26 polimorfismos
que conforman 9 alelos (*1-*9) (https://www.pharmvar.org/gene/CYP3A5). Esta
variabilidad genética ha sido asociada con la neurotoxicidad producida por la VCR
tanto in vitro como in vivo (Egbelakin et al., 2011; Lamba et al., 2012; Ceppi et al.,
2014).

El alelo CYP3A5*1 codifica para una proteina funcional y se expresa tanto en el
higado como en el intestino (King et al., 2003). El alelo CYP3A5*3 es producto de la
variante rs776746 (T>C) localizada en el intrén 3. Esta genera un sitio de splicing
alternativo y provoca la incorporacion de un intron a la secuencia del ARNm maduro.
Como resultado, se traduce una proteina trunca no funcional (Kuehl et al., 2001). El
alelo CYP3A5*6 (rs10264272; C>T) es también un alelo no funcional, debido a una
transicion en el exon 7, que genera un sitio de splicing alternativo provocando la
exclusion de este exdn del ARNm. Esto resulta en la formacion de una proteina
trunca (Kuehl et al., 2001). Por dultimo, el alelo CYP3A5*7 (rs41303343), una
inserciébn de un uUnico nucledtido (A) en el exén 11, genera un corrimiento en el
marco de lectura y la aparicién prematura de un codén STOP. Como consecuencia,

se traduce una enzima trunca, no funcional (Lamba et al., 2012).

Las personas homocigotas para cualquiera de estos tres alelos no expresan la
proteina CYP3A5, que es fundamental para la metabolizacion de la VCR. Las
personas que si expresan esta enzima experimentan menos eventos de neuropatia
inducida por VCR, en comparacion con aquellos que no la expresan (Egbelakin et.
al., 2010). Sin embargo, existen trabajos en donde no se encuentra asociacion
alguna entre el genotipo de CYP3A5 y la neurotoxicidad (Ceppi et al., 2014).

La frecuencia de los tres alelos no funcionales descritos previamente es de particular
interés segun la poblacién de estudio, ya que éstas podrian explicar, en parte, las
diferencias observadas en la respuesta de la VCR (Renbarger et al., 2008).
CYP3A5*3 es el alelo méas frecuente en la mayoria de las poblaciones, sugiriendo
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gue es una variante ancestral (Xie et al., 2004). De acuerdo con la base de datos
“1000 genomas”, la frecuencia del alelo CYP3A5*3 en poblaciones africanas es del
18% mientras que en poblaciones asiaticas, latinoamericanas y europeas es
significativamente mayor (71%, 80% y 94%, respectivamente). Por otro lado, la
frecuencia del alelo CYP3A5*6 en poblaciones africanas es del 15%, mientras que
en poblaciones latinoamericanas es apenas del 2% y en poblaciones europeas y
asiaticas es practicamente nula. Por ultimo, mientras que en poblaciones africanas el
alelo CYP3A5*7 alcanza el 12%, en poblaciones europeas y asiaticas no ha sido
reportado, y en poblaciones latinoamericanas su frecuencia es menor al 1% (1000

Genomes Project Consortium, 2015).

1.3.2.2 CEP72 (Proteina centrosomal 72)

El gen CEP72, de localizacion 5p15.33 y compuesto por 20 exones, codifica para
una proteina centrosomal. Esta es esencial para la formacion de microtibulos,
proceso inhibido por la accién farmacolégica de la VCR.

La variante rs924607 (C>T) se sita en el promotor de este gen y genera un sitio de
unién para un represor transcripcional. En un estudio con pacientes pediatricos con
LLA se reporta que los individuos de genotipo TT expresan menos ARNm y que, a
Su vez, presentan un riesgo mayor de sufrir neuropatias inducidas por VCR que
aquellos de genotipo CT y CC (Diouf et al., 2015). Asimismo, en una investigacion
llevada a cabo por Stock et al. (2017) en pacientes adultos con LLA, se encontré un
porcentaje mayor de pacientes de genotipo TT dentro de los que sufren neuropatia
periférica inducida por VCR. Sin embargo, en un estudio posterior, no se observo
asociacion entre esta variante y la ocurrencia de neurotoxicidad en la fase de
induccion del tratamiento de pacientes pediatricos con LLA (Gutiérrez-Camino et al.,
2016).

Segun la base de datos “1000 genomas”, la frecuencia del alelo T en poblaciones
europeas es de 41%, mientras que en poblaciones asiaticas y latinoamericanas
ronda el 30%. En cambio, en poblaciones africanas esta frecuencia es mucho menor
(8%) (1000 Genomes Project Consortium, 2015).
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1.3.3 L-Asparaginasa (L-ASP):

La asparagina (Asn) es un aminoacido fundamental para la sobrevivencia de todas
las células. Este es producido por la enzima sintetizadora de asparagina (ASNS) a
partir de 4cido aspértico (Asp) con dependencia de ATP (Akagi et al., 2009), aunque
también puede ser absorbido por el cuerpo a través de la dieta.

Las células normales producen suficiente Asn mediante su propio metabolismo. Sin
embargo, las células tumorales, mas especificamente los linfoblastos, sintetizan muy
poca enzima ASNS y dependen del consumo extracelular de Asn para su sobrevida
(Shrivastava et al., 2016). Debido al crecimiento rapido, tipico de una célula tumoral,
la Asn de la dieta asi como la sintetizada por ellos mismos (que es limitada), apenas
es suficiente para satisfacer su gran demanda.

La L-ASP es una ASNasa de origen bacterial, que ha sido encontrada en bacterias
como Escherichia coli, mycobacteria, bacillus, y Erwinia chrysanthemi. Este farmaco
es administrado en el tratamiento de enfermedades como la LLA, linfomas no
Hodgking y la leucemia mieloblastica aguda (Guilleme et al., 2013; Ballébn Cossio,
2014). Su mecanismo de accion consiste en catalizar la hidrélisis de L-asparagina en
L-aspartico y amoniaco (Figura 6), resultando en la muerte de las células tumorales
(Verma et al., 2007; Shrivastava et al., 2016; Burke & Zalewska-Szewczyk, 2022). Es
decir, la presencia de una ASNasa priva a las células tumorales de un importante
factor de crecimiento y no logran sobrevivir (Verma et al., 2007; Burke & Zalewska-
Szewczyk, 2022). Esta modalidad de tratamiento antitumoral selectivo, en donde las
células sanas son menos perjudicadas, ha provocado que todos los tratamientos
para la LLA pediatrica contengan, en menor o mayor medida, dosis de L-ASP
(Pieters et al., 2011; Guilleme et al., 2013).

Si bien la administracion de L-ASP ha sido una de las mayores contribuciones al
tratamiento de la LLA pediatrica en los ultimos 50 afios, también se ha visto
asociada a distintos efectos adversos, entre los que se destaca la hipersensibilidad
al farmaco (Chen et al., 2010; Pieters et al., 2011; Ben Tanfous et al., 2015; Kutszegi
et al., 2015; Rajic et al., 2015).
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Figura 6. Sintesis y deplecién de asparagina. Se muestra la sintesis de asparagina a partir de
glutamina y &cido aspartico por parte de la enzima ASNS y la conversion de la asparagina en 4cido
aspartico por parte de la L-ASP. ASNS: asparagina sintetasa, ATP: Adenosin trifosfato, ADP:
Adenosin difosfato, L-ASP: L-Asparaginasa.

Todas las formulaciones utilizadas comercialmente tienen el potencial de provocar
una respuesta inmune, caracterizada por el desarrollo de anticuerpos anti-
asparaginasa. La presencia de eéstos se asocia, principalmente, con una
hipersensibilidad clinica, que es el efecto adverso descrito con mayor frecuencia. A
su vez, la presencia de anticuerpos anti-asparaginasa puede generar una
inactivacién del farmaco (o hipersensibilidad silenciosa). Esto ocurre cuando los
anticuerpos circulantes no generan manifestaciones clinicas pero si desencadenan
la inactivacion rapida de L-ASP, generando una deplecion suboptima de Asn (Lopez-
Santillan et al., 2017). La tasa de incidencia de hipersensibilidad a la L-ASP varia
entre diferentes estudios, ya que esta influenciada por la frecuencia y via de
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administracion, la formulacion, el uso concomitante de otros farmacos y la presencia
de variantes en distintos genes. Mientras que en pacientes pediatricos con LLA
tratados con L-ASP de E. coli nativa esta tasa es de 20-35,5%, en pacientes que
recibieron L-ASP de E. coli-PEG oscila entre el 2 y 9,1%. A su vez, en pacientes
tratados con la formulacion proveniente de Erwinia esta tasa es de 10,9% a 33%
(Pieters et al., 2011).

Algunos estudios han relacionado la ocurrencia de alergia a L-ASP con el grupo de
riesgo al cual pertenece el paciente. Rajic et al. (2015), al igual que Kutszegi et al.
(2015), encontraron una mayor incidencia de hipersensibilidad a L-ASP (derivada de
E. coli) en el grupo de pacientes de RA. Sin embargo, estos resultados se
contradicen con los reportados por Chen et al. (2010), quienes encuentran un mayor
riesgo a desarrollar alergia en pacientes de RE. Por otro lado, existen resultados
contradictorios en relacion a la hipersensibilidad a la L-ASP y su rol en la sobrevida
del paciente (Silverman et al., 2001, Panosyan et al., 2004; Wacker et al., 2007,
Zalewska-Szewczyk et al., 2007; Rajic et al., 2015).

El gen ASNS codifica para la enzima homénima que, como se menciond
anteriormente, es la encargada de la sintesis de Asn. En consecuencia, una elevada
expresion del mismo podria contrarrestar el efecto ASNasa de la L-ASP. A su vez,
variantes en este gen han sido relacionadas con toxicidades tales como la
hipersensibilidad o pancreatitis (Ben Tanfous et al., 2015). Por otro lado, teniendo en
cuenta gue las reacciones de hipersensibilidad a la L-ASP son dependientes de la
activacion de los linfocitos T (Chen et al., 2010; Kutszegui et al., 2015), y que el
glutamato puede activar funciones claves de las células T humanas (Ganor et al.,
2003; Ganor & Levite, 2014), los receptores de glutamato como GRIA 1 (receptor de
glutamato AMPA) podrian influir en la incidencia de alergia a L-ASP. Por lo antes

expuesto, se detallan a continuacion los genes ASNS y GRIAL.

1.3.3.1 ASNS (Asparagina sintetasa)

La enzima ASNS esta codificada por el gen homénimo de localizacion 7¢21.3,
compuesto por 14 exones. Akagi et al. (2009) describieron por primera vez una
region de repetidos en tAndem (cada uno de 14pb) en el primer intron de este gen.

Hasta el momento, se han descrito tres alelos (rs3832526), segun sean dos, tres o
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cuatro repetidos (2R, 3R y 4R, respectivamente). Mediante ensayos de actividad in
vitro, se observo que pladsmidos que expresaban los alelos 3R y 4R presentaban una
actividad luciferasa dos veces mayor que aquellos con el alelo 2R. Esto sugiere que
dichos repetidos podrian actuar como potenciadores transcripcionales del gen (Akagi
et al., 2009). Ademés, otro estudio in vitro con ceélulas leucémicas reporté una
asociacion entre la actividad de la ASNS vy la resistencia a la L-ASP (Pastorczak et
al., 2014). Teniendo en cuenta esto y que, se reportan altos niveles de expresion de
ARNmM de ASNS en células resistentes a L-ASP (Richards & Kilberg, 2006), es de
esperar que los alelos 3R y 4R disminuyan el efecto de la L-ASP, permitiendo a los
linfoblastos sintetizar mayores cantidades de Asn. Por otro lado, Ben Tanfous et al.,
(2015) encontraron, en una cohorte de testeo, que los pacientes homocigotas para el
alelo 3R presentan un mayor riesgo a desarrollar alergia a la L-ASP y pancreatitis
que los portadores del alelo 2R. Sin embargo, estos mismos autores no encuentran
estos resultados en una cohorte de validacion (Ben Tanfous et al., 2015).

Segun la base de datos “1000 genomas”, la frecuencia de alelo 3R en poblaciones
asiaticas y latinoamericanas es del 29% (a excepcién de CLM que es 20% y PEL
que alcanza el 39%), mientras que en poblaciones africanas ronda el 21% y en
poblaciones europeas el 12%. El alelo 4R no ha sido reportado para ninguna

poblacién de esta base de datos (1000 Genomes Project Consortium, 2015).

A su vez, en el exdn 5 de este gen se encuentra una variante (rs1049674; A>T) de
cambio de sentido que resulta en el cambio de una valina por un acido glutamico
(Val127Glu). Al momento, existe una unica investigacion que relaciona esta variante
con la sobrevida en pacientes con LLA pediatrico (Youssef et al., 2021). Segun la
base de datos “1000 genomas”, el alelo T en poblaciones africanas es muy frecuente
(98%), mientras que en poblaciones asiaticas y latinoamericanas es levemente
menor (91% y 83%, respectivamente). En poblaciones europeas alcanza el 72%
(1000 Genomes Project Consortium, 2015).

1.3.3.2 GRIA1 (Receptor ionotrépico de glutamato de tipo AMPA, subunidad 1)

El gen GRIAL, de localizacion 5g33.2 y compuesto por 21 exones, codifica para la
subunidad GIuR1 del receptor ionotrépico de glutamato de tipo AMPA. Este tipo de
receptores forman canales i6nicos permeables al Ca** y median una respuesta

excitatoria rapida de glutamato. El glutamato juega un rol como inmunomodulador,
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ya que activa funciones de los linfocitos T (Chen et al., 2010), tales como la
adhesion, la migracién, la proliferacién, los flujos de Ca®' intracelulares y las
corrientes de K* hacia el exterior celular. El glutamato también protege a las células
T activas de la muerte celular apoptotica inducida por antigeno (Ganor et al., 2003;
Ganor & Levite, 2014). A su vez, el locus en donde se localiza GRIA1 ha sido
considerado como un locus de susceptibilidad para varias patologias inflamatorias o

autoinmunes como el asma (Chen et al., 2010; Lopez-Santillan et al., 2017).

En el 2010, Chen et al. identificaron por primera vez variaciones en el gen GRIAL
asociadas con la hipersensibilidad a la L-ASP (rs4958351, rs10070447, rs6890057,
rs4958676 y rs6889909), todas ellas en regiones intronicas del gen. Sin embargo, el
rol de la variante rs4958351 (G>A) en las reacciones de hipersensibilidad a la L-ASP
es controversial. Segun Chen et al. (2010), los pacientes con LLA portadores del
alelo A tiene un mayor riesgo acumulado en el tiempo de tener una reaccion alérgica
a la L-ASP que los de genotipo GG. En concordancia, Rajic et al. (2015) encuentran
un riesgo de ocurrencia de alergia a L-ASP mayor para los portadores del alelo A.
Por el contrario, Kutszegi et al. (2015) reportaron que esta variante reduce
significativamente el riesgo de presentar hipersensibilidad a L-ASP Unicamente en
pacientes de RA con LLA-T. Sin embargo, estos autores no encontraron ninguna

asociacion significativa al analizar LLA-B y T en conjunto.

Segun la base de datos “1000 genomas”, la frecuencia del alelo A en poblaciones
europeas alcanza el 36%, en tanto que en poblaciones africanas ronda el 25%. En
poblaciones latinoamericanas esta frecuencia es del 21% (con excepcion de PEL
gue es aproximadamente del 7%), mientras que en poblaciones asiaticas alcanza

apenas el 3% (1000 Genomes Project Consortium, 2015).

Por otra parte, este gen presenta otra variante (rs11951398; C>T), que se ubica en
la regién 3'UTR del mismo. Hasta el momento, este polimorfismo no ha sido
vinculado ni con la alergia a la L-ASP ni con otros efectos adversos. Sin embargo
debido a su ubicacién génica, podria tener consecuencias a nivel traduccional y, en
consecuencia, relacion con la hipersensibilidad a la L-ASP Segun la base de datos
“1000 genomas”, la frecuencia del alelo T en poblaciones africanas es del 13%,

mientras que en poblaciones europeas y latinoamericanas es menor (6% y 4%,
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respectivamente). Hasta el momento, en poblaciones asiaticas, este alelo no ha sido

reportado (1000 Genomes Project Consortium, 2015).

1.3.4 Daunorrubicina (DNR):

La daunorrubicina (DNR) es una antraciclina. Las antraciclinas, descubiertas en
1960, son antibidticos citotoxicos ampliamente usados en la terapia de distintos
canceres solidos y neoplasias hematologicas (Geiger et al., 2010). Estas acttan
intercalandose en el ADN con la consiguiente inhibicion de la biosintesis de
macromoléculas. El mecanismo de accidn de éstas incluye estrés oxidativo mediante
la formacion de radicales libres y la posterior induccién de dafio en el ADN, asi como
también la alteracion del metabolismo energético (Gewirtz, 1999; Geiger et al.,
2010). Pueden causar mielosupresion, mucositis, alopecia, lesiones graves de
tejidos por extravasacion y cardiotoxicidad. No obstante, los principales efectos
adversos de este farmaco son a nivel cardiovascular, ya que provocan la
perturbacion de la sefializacion del calcio en el miocardio. Segun el sexo, la edad, la
dosis acumulada y los criterios de valoracion medidos, entre el 9 y el 27% de los
pacientes experimentan cardiotoxicidad, que se manifiesta en cambios estructurales
y disfuncién del ventriculo izquierdo. A su vez, un 5% de los pacientes padece
insuficiencia cardiaca congestiva (Geiger et al., 2010; Laushke & Ingelman-
Sundberg, 2019).

1.3.5 Metotrexato (MTX)

El MTX es un antimetabolito de la familia de los folatos. Es un analogo de la
aminopterina (producto que deriva del acido félico) que, una vez dentro de la célula,
inhibe la sintesis proteica y de los acidos nucleicos (Lopez-Lépez et al., 2014). A
pesar de su eficacia clinica, las altas dosis de MTX estan asociadas con efectos
adversos, incluyendo hepatotoxicidad, toxicidad hematolégica y neurotoxicidad, que
pueden conducir a la interrupcion del tratamiento (Kaluzna et al., 2015). A pesar de
ser un tema ampliamente debatido, los mecanismos fisiopatoldgicos exactos de la
neurotoxicidad inducida por MTX aln no se comprenden en su totalidad. Una posible
explicacion es la alteracion de la homeostasis del folato en el SNC. El deterioro
neuroldgico asociado con la deficiencia de folato se caracteriza por sintomas como

insomnio, olvido, convulsiones, irritabilidad, depresiébn y psicosis esquizoide.
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Adicionalmente, el MTX puede causar un dafio neuronal directo, manifestarse como
necrosis coagulativa de la sustancia blanca, hinchazén axonal, desmielinizacion y

astrocitosis (Vezmar et al., 2003; Bhojwani et al., 2014).
A modo de sintesis, la Tabla 1 muestra las distintas toxicidades descriptas para cada

farmaco administrado en la fase de induccién del tratamiento de LLA pediatrica.

Tabla 1. Farmacos y toxicidades. Con un tick (/) se muestran las distintas toxicidades o
efectos adversos asociados a los farmacos administrados en la fase de induccién

Toxicidad / Farmaco

Efectos adversos GC VCR L-ASP DNR MTX
Mucaositis v v 7 v
Cushing v
Hiperglicemia v of
Gastrointestinal v
Hepatica Vv v
Cardiaca v v
Oseo v
Pancreatitis v
Hipersensibilidad W {
Neurolégica v v

GC: Glucocorticoides. VCR: Vincristina. L-ASP: L- Asparaginasa. DNR: Daunrrubicina. MTX: Metotrexato

1.4 Ancestralidad

Las poblaciones latinoamericanas tienen las tasas de incidencia de LLA pediatrica
mas elevadas (Howlader et al., 2014; Quiroz et al., 2019). Respecto a la sobrevida,
los niflos afrodescendientes tienen la menor sobrevida seguido de los hispanos, los
caucasicos y, por ultimo, los asiaticos (Bhatia, 2011; Quiroz et al., 2019). A su vez,
variantes genéticas frecuentes en poblaciones nativo americanas fueron asociadas
con el riesgo de recaida de LLA (Yang et al., 2012). Lo que subyace a la menor tasa
de sobrevida de las poblaciones hispanas son causas multifactoriales. La diferencia
en la frecuencia de LLA de alto riesgo, las frecuencias de variantes relevantes para
la farmacogenética, el acceso limitado a los servicios de salud, el tiempo hasta el
diagnoéstico de la enfermedad y la falta de adherencia al tratamiento podrian ser

algunas de ellas (Bhatia, 2011).
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A su vez, existen numerosos estudios que relacionan el componente ancestral
genético y las toxicidades ocurridas durante el tratamiento de la LLA. Por ejemplo,
en un estudio comparativo entre nifios caucésicos y afroamericanos con LLA-preB,
Renbarger et al. (2008) encontraron una mayor ocurrencia de neuropatias periféricas
inducidas por VCR, asi como también neuropatias de mayor severidad, en nifios
caucasicos. Estos autores plantean que la neurotoxicidad asociada a la VCR estaria
relacionada con la sensibilidad a la misma que, a su vez, estaria influenciada con la
ancestralidad del individuo. Asimismo, segun Kahn et al. (2018), los nifios hispanos
presentan tasas mas bajas de toxicidades 6seas en comparacion con aquellos no
hispanos. En el mismo sentido, Yao et al. (2021) concluyen que los pacientes
hispanos con LLA presentan un menor riesgo de sufrir fracturas y ON que los no
hispanos, pero que son los nifios de ancestralidad africana los que tienen el menor
riesgo de sufrir estas toxicidades. Se sugiere, por tanto, que el componente
ancestral africano presente en los nifios hispanos debido a la mezcla genética de las
poblaciones latinoamericanas, podria ser un factor de proteccion frente a las

toxicidades Oseas (Yao et al., 2021).

Por otro lado, el rol de la ancestralidad genética en la hipersensibilidad a L-ASP
también ha sido investigado. Wacker et al. (2007) reportan una mayor frecuencia de
reacciones alérgicas a la L-ASP en nifios caucasicos con LLA en comparacion con
los hispanos o afrodescendientes. En concordancia, Chen et al. (2010), reportan que
la ancestralidad nativoamericana esta asociada con un menor riesgo a desarrollar
hipersensibilidad a L-ASP. Sin embargo, Kahn et al. (2018) no encuentran
diferencias significativas en la incidencia global de toxicidades asociadas a la L-ASP

entre niflos hispanos y no hispanos.

Otro ejemplo de como la ancestralidad genética influye en la respuesta a los
farmacos es el caso de los genes NUDT15 y TPMT. Variantes en estos explican
gran parte de la variabilidad individual en la respuesta a 6-MP (Soler, 2021). La
frecuencia de variantes en NUDT15 y TPMT difiere notoriamente entre distintas
poblaciones. Mientras que las variantes en TPMT son frecuentes en poblaciones de
origen europeo (Sahasranaman et al., 2008), las variantes en NUDT15 son mas
frecuentes en poblaciones asidticas y raras en poblaciones europeas (Moriyama et

al., 2016). En pacientes con LLA de Uruguay, Soler et al. (2018) encuentran que el
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22% de los pacientes presentan variantes en los genes TPMT y/o NUDT15, y que el
40% de la toxicidad hematoldgica debido a 6-MP en fase de mantenimiento puede
ser explicada por variantes en estos genes. A su vez, Burguefio-Rodriguez et al.
(2020) encuentran una correlacion negativa entre el componente genético ancestral
nativoamericano y el numero de leucopenias en la fase de mantenimiento dentro del

grupo de pacientes que no presentaban variantes para estos genes

Segun la historia, el territorio uruguayo previo a la conquista europea, o ocupaban
los grupos nativoamericanos Charrdas, Minuanes, Arachanes, Chanas y Guaranies
(Cabrera, 1992). La colonizacion de Uruguay se dio principalmente por portugueses,
espafoles (provenientes de Asturias, Islas Canarias y Galicia) y luso-brasilefios (Pi &
Vidart 1969; Sans et al., 1992; 1994). Uruguay recibié también, por causa del trafico
de esclavos, poblaciones africanas de diversos origenes. Segun Isola (1975), el 56%
de los esclavos provenientes de Africa que ingresaron al Rio de la Plata entre los

afios 1742 y 1806 eran Bantues.

Desde el punto de vista genético, la poblacién uruguaya es considerada una
poblacion trihibrida (Sans, 1997; Bonilla et al. 2004; Hidalgo et al., 2005; Bonilla et
al., 2015), con un aporte mayoritariamente europeo de entre 70-80% y, en menor

proporcion, nativoamericano (10-14%) y africano (6-9,5%) (Sans et al., 2021).

Esta estructura genética ancestral, que refleja la historia de la poblacion uruguaya,
convierte a nuestra poblacibn en un gran atractivo para realizar estudios
farmacogenéticos. La mayor parte de las guias farmacogenéticas se basan en
estudios provenientes de los Estados Unidos o Europa, en los que no se incluyen a
las poblaciones latinoamericanas o, cuando lo hacen, son consideradas como un
anico gran grupo. América Latina es una region extensa, con una gran diversidad
genética, con frecuencias o polimorfismos que no se encuentran en otras regiones,
lo que no permite la facil implementacion de investigaciones realizadas en otras

poblaciones.
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2 RELEVANCIA DE LA INVESTIGACION

Debido a que la tasa de cura de LLA pediatrica ha mejorado notoriamente en las
Gltimas décadas, actualmente los esfuerzos para mantener la buena tasa de
sobrevida se centran principalmente en intentar reducir las toxicidades ocurridas
durante y luego del tratamiento. En los ultimos afios se ha descripto el potencial de
los analisis farmacogenéticos/farmacogenémicos para mejorar el indice terapéutico
en el tratamiento oncologico. Comprender la base genética de la respuesta a los
farmacos y el riesgo de sufrir efectos adversos derivados del tratamiento, es uno de
los principales objetivos de la farmacogendmica. Estos analisis permiten identificar
aguellos pacientes que se beneficiarian de los cambios en los estandares del
tratamiento, reduciendo asi la incidencia de reacciones adversas y/o mejorando la
respuesta al mismo. A su vez, esta estrategia podria ser econémicamente
beneficiosa para los centros de salud y ayudar a reducir los costos emocionales,

sociales y econdmicos del paciente y sus familiares.

Esta tesis se enfocard en los farmacos PRED, VCR y L-ASP. Debido a que los
principales efectos adversos de la administracion de DNR son a nivel cardiovascular
y que, normalmente, se manifiestan a largo plazo; no se analizaran posibles
variantes genéticas asociadas con la DNR. A su vez, teniendo en cuenta que
durante la fase de induccién el MTX es administrado en bajas dosis, por via
intratecal y Unicamente en pacientes con SNC comprometido, en esta tesis tampoco

se analizaran genes vinculados al MTX.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

El objetivo de esta tesis es identificar variantes genéticas relacionadas con los
farmacos administrados durante la fase de induccion del tratamiento de la leucemia
linfoblastica aguda pediatrica, y analizar su contribucion a la respuesta y efectos

adversos, considerando la ancestralidad genética individual.

3.2 Objetivos especificos

» Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de 13 polimorfismos en los genes
ACP1, ABCB1, ABCG2, CYP3A5, CEP72, ASNS y GRIAl vinculados con la
administracion de Prednisona, Vincristina y L-Asparaginasa, en una muestra de

pacientes con LLA.

» Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de tres polimorfismos en los
genes ABCB1, CYP3A5 y ASNS en una muestra control.

« Comparar las frecuencias genotipicas de la muestra de pacientes con las de la
muestra control y las reportadas para otras poblaciones.

 Analizar el componente genético ancestral individual de la muestra de pacientes y

la muestra control.

* Relevar, a partir de las historias clinicas de los pacientes, los datos clinicos,

paraclinicos y los eventos adversos en la fase de induccién del tratamiento.

* Relevar, a partir de las historias clinicas de los pacientes, los datos de toxicidades

neuroldgicas, osteomusculares y alergia a la L-Asparaginasa en todo el tratamiento.

* Analizar la relacion entre las variantes genéticas de los 13 polimorfismos y la

respuesta al tratamiento al dia +8, +15y +33.

» Determinar la relacidon entre los las variantes genéticas de los 13 polimorfismos y
los eventos de mucositis, cushing, hiperglicemias, toxicidad gastrointestinal y
hepatica ocurridos en la fase de induccion.
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3 OBJETIVOS

» Determinar la relacion entre los genotipos y: la alergia a la L-Asparaginasa, la
toxicidad neurolégica y la toxicidad osteomuscular, observadas durante todo el

tratamiento.
* Determinar la relacién entre el componente genético ancestral y las toxicidades.

» Evaluar el efecto de las variantes genéticas de los 13 polimorfismos junto con la

ancestralidad sobre las toxicidades analizadas.
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4 MUESTRAS Y METODOLOGIA DE INVESTIGACION

4.1 Muestra de pacientes

Esta investigacion es un estudio de epidemiologia molecular retrospectivo. La
muestra se compone de 200 pacientes pediatricos (de entre 6 meses y 19 afios de
edad) diagnosticados con LLA, atendidos en el SHOP-CHPR y reclutados entre los
afos 2010 y 2020. A partir de una muestra de sangre periférica, se realizo la
extraccion del ADN mediante técnicas estandares de extraccibn salina y
precipitacion con alcohol (Miller et al., 1988). Las caracteristicas generales de la
muestra se exponen la Tabla 2. Debido a que el SHOP-CHPR es el servicio de
referencia para esta enfermedad en nuestro pais, los pacientes provienen de todo el

territorio nacional.

Tabla 2. Caracteristicas de la muestra de pacientes

Sexo % Grupo de Riesgo %
Femenino 43,5 Estandar 17,5
Masculino 56,5 Intermedio 65,6

Alto 16,9
Edad al diagndstico %
Hasta 1 3,7 SNC %
1 a 5 afos 53,9 1 86,1
de 6 a 15 afios 40,3 2 7,5
mads de 15 afios 2,1 3 6,4

Immunofenotipo % Recaida (<5 afios) %
Estirpe B 92,2 Si 31,5
Estirpe T 7,3 No 68,5
Estirpe Mixta 0,5

SNC: Sistema Nervioso Central

4.2 Muestra control

Esta consiste en ADN de 200 pacientes pediatricos que, en 2006, concurrieron al
CHPR de manera ambulatoria para realizarse examenes de rutina. Estas muestras
fueron obtenidas del banco de ADN del LGMH.
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4.3 Consideraciones éticas

Las muestras de sangre utilizadas en esta investigacion se obtuvieron en el SHOP-
CHPR (Fundacién Pérez Scremini), al momento en que los pacientes concurrieron a
realizarse sus andlisis de seguimiento de su patologia. La participacion fue
voluntaria y previo a la firma de un consentimiento informado por sus responsables
adultos y un asentamiento en los casos que correspondiese (concepto de autonomia
progresiva). La obtencién y uso de estas muestras fue aprobado por el comité de
ética de la Facultad de Medicina, (UdelaR) para el proyecto de Iniciacién a la
Investigacion 2011 (CSIC) (Exp. N°071140-001267-11), y por el comité de ética del
CENUR Litoral Norte para el proyecto CSIC-VUSP (Exp. N° 311170-000332-17),
ANII-FMV (Exp. 311170-001762-18), y para el proyecto Iniciacion a la Investigacion
(CSIC) (Exp. 311170-001142-19).

4.4 Determinacién de las variantes génicas

Se genotiparon un total de 13 polimorfismos en los genes ACP1, ABCB1, ABCGZ2,
CYP3A5, CEP72, ASNS y GRIA1 mediante las técnicas de PCR, PCR-RFLP, PCR-
HRM y Sondas Tagman (Tabla 3).

El polimorfismo rs2032582 (G>T/A) requiri6 2 aproximaciones complementarias
segun el alelo a identificar. El alelo G se identifico por la accion de la enzima BseYly
el alelo A fue determinado mediante la digestion con la enzima de restriccion Rsal
(Tabla 3). La validacién de los genotipos se realizO mediante secuenciacion de
Sanger (Macrogen, Inc). Para las variantes poco frecuentes se secuenciaron todos
los pacientes portadores de alelos variantes, asi como también un nimero similar de
pacientes no portadores. En el caso de las variantes frecuentes, se seleccion6 un

10% de la muestra, considerando la proporcion de genotipos encontrados.
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Tabla 3. Genes y polimorfismos analizados

Farmaco asociado Gen Polimorfismo Metodologia
rs11553746 Sondas Tagman
ACP1
rs12714403 PCR-RFLP (Xmnl)
ABCG2 rs2231137 PCR-RFLP (Bmrl)
PCR-RFLP (Rsal)
rs2032582
ABCB1 PCR-RFLP (BseYl)
rs9282564 Sondas Tagman
CEP72 rs924607 PCR-RFLP (Hpy188llI)
rs776746 Secuenciacién Sanger
CYP3A5 rs10264272 PCR-HRM
rs41303343 PCR-HRM ™
rs3832526 PCR™
ASNS
s rs1049674 Sondas Tagman
\ "I rs4958351 PCR-HRM
GRIA1
rs11951398 PCR-RFLP (BsaAl)

PRED: Prednisona. VCR: Vincristina. L-ASP: L-Asparaginasa. En el caso de la técnica PCR-RFLP se indica
entre paréntesis la enzima de restriccién utilizada.*1 Chambliss et al., 2017; *2 Akagi et al., 20009.

Para corroborar que las frecuencias genotipicas en la muestra de pacientes no se
encontraban sesgadas, se genotiparon tres de los 13 polimorfismos (rs2032582,
rs776746 y rs3832526) en 96 individuos de la muestra control.

En el caso de las variantes en el gen CYP3A5 (alelos *3, *6 y *7), los pacientes
fueron clasificados como “"expresores” y "no expresores'. Dentro del grupo
expresores se encuentran aquellos pacientes que presentan al menos un alelo
funcional (*1). Los pacientes considerados como "no expresores" son homocigotas o

heterocigotas compuestos para los alelos variantes.

4.5 Determinacion de la ancestralidad genética

El componente genético ancestral individual y global para la muestra de pacientes y
la muestra control fue determinado mediante el genotipado de 45 AIMs (marcadores
informativos de ancestralidad) autosémicos (ANEXO, Tabla 2). La seleccién de los

marcadores (a partir de la lista publicada por Yaeger et al. (2008)) y el genotipado de
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153 pacientes y los 200 controles fue realizado para la tesis de doctorado de la Dra.
Ana Maria Soler (Soler Cantera, 2021). Las restantes muestras fueron genotipadas
para esta tesis, mediante la técnica de MassArray SNP genotyping por la empresa
CD Genomics (45-1 Ramsey Road, Shirley, NY 11967).

4.6 Datos clinicos y paraclinicos

4.6.1 Relevamiento de informacion

A patrtir de las historias clinicas de los pacientes se obtuvieron los datos de:
e Recuento de leucocitos (GB) y blastos al dia +1, +8, +15y +33
e Enfermedad minima residual al dia +15y +33
e Presencia de recaidas y/o fallecimientos
e Para cada uno de los 33 dias de la fase de induccion:

o Administracion de PRED, VCR, L-ASP, DAUNO, MTX.

o Administracion concomitante de otros farmacos.

o Clinica: fiebre, adeno-hepato-esplenomegalias, sangrados (hemorragias,
petequias, equimosis), infecciébn, mucositis, eritemas, trastornos
gastrointestinales, alergias, cushing, dolores musculares y 6seos,
hiperglicemias y eventos neuroldgicos.

o Datos de hemograma: hematocrito, niveles de hemoglobina, recuento de
GB, recuento de neutréfilos, porcentaje de linfocitos, monocitos y
eosinofilos, cantidad de blastos y recuento de plaquetas.

o Datos del funcional renal: urea, creatinina, acido urico, sodio y calcio
iGnico en orina.

o Datos de funcional hepético: Transaminasas (GPT y GOT), bilirrubina total
(BT) y directa (Bd), fosfatasa alcalina (FA), albumina (ALB), y lactato
deshidrogenasa (LDH).

e Eventos osteomusculares y neurologicos en fases post-induccion
e Formulaciones de L-ASP administrada y presencia de alergia a la L-ASP

durante todo el tratamiento.
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4.6.2 Clasificacion y categorizacidn de efectos adversos

Las toxicidades mucositis, cushing, hiperglicemias esteroideas, hipoalbuminemia,
gastrointestinal, hepatica, osteomuscular y neurolégica se analizaron segun la
presencia o ausencia. Adicionalmente, se calcul6 el nUmero de eventos en que el

paciente tuvo mucositis, cushing, toxicidad gastrointestinal y hepatica.

El cushing y la mucositis se clasificaron en grados de severidad segun los criterios
del Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE), del NIH-NCI (grados
1,2y3).

Como eventos gastrointestinales se incluyeron los sintomas de nauseas, vomitos,
diarrea, estrefiimiento, distencion abdominal y epigastralgia. Los valores de BT,
GPT, GOT también fueron clasificaron en grados de severidad segun CTCAE. A
partir de éstas, se defini6 como evento de toxicidad hepética, los funcionales

hepaticos con valores de BT, GPT y/o GOT de grado 3y 4.

Los valores de albumina fueron analizados para determinar la presencia de
hipoalbuminemia (valores de albumina <3,5g/dL), y si la misma era considerada
ligera (3,0-3,4 g/dL), moderada (2,4-2,9 g/dL), o severa (<de 2,4 g/dL) (Maciques
Rodriguez et al., 2013). La hipoalbuminemia moderada y severa fueron clasificadas

como toxicidad grado 2 y 3, respectivamente.

Como eventos osteomusculares fueron considerados: la atrofia muscular, paresia,
pérdida de fuerza en miembros, osteonecrosis, impotencia funcional de algun

miembro, dificultad en la marcha y dolores de miembros o articulaciones.

Por otro lado, la toxicidad neuroldgica fue definida siguiendo los criterios de la
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, segun la presencia de alguno de los
siguientes sintomas: confusién progresiva, alucinaciones, afasia, alteracion en el
habla, letargia, somnolencia, convulsiones, ataxia, dismetria, disartria, nistagmo,
pardlisis facial, movimientos oculares rapidos, pérdida de sensibilidad en

extremidades y parestesias.

Por ultimo, teniendo en cuenta las recaidas y los fallecimientos como eventos, se

determind la SLEventos a cinco y tres afios.
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4.7 Tratamiento de datos

Los analisis estadisticos y de variabilidad intra e interpoblacional se llevaron a cabo
utilizando el software IBM SPSS Statistics 22 y Arlequin 3.5 (Excoffier & Lisher,
2010), con un intervalo de confianza del 95%. Los graficos fueron realizados

mediante el programa RStudio version 4.0.0.

Para cada uno de los polimorfismos, se calcularon las frecuencias genotipicas y
alélicas por el método de conteo manual y se determiné si se encontraban en

equilibrio de Hardy Weinberg (EHW), mediante el test de Chi-cuadrado.

Las frecuencias genotipicas para la muestra de LLA fueron comparadas mediante el
test de diferenciacion poblacional con las de la muestra control y las de otras
poblaciones mundiales (1000 Genomes Project Consortium, 2015), relacionadas con
la composicion genética uruguaya. Como europeas se eligié la poblacién ibérica
(IBS), la poblacion toscana (TSI) y los residentes de Utah (CEU), mientras que como
poblaciones africanas se consider6 la poblaciébn Yoruba de Nigeria (YRI) y la
poblacion Luhya de Kenia (LWK). Debido a que no existen datos de poblaciones
nativas de América Latina en la base de datos “1000 genomas”, se eligieron las
poblaciones asiaticas de la etnia Han, provenientes de Beijin (CHB) y del sur de
china (CHS). Por Uultimo, como poblaciones latinoamericanas se eligieron la
poblacién colombiana de Medellin (CLM), la mejicana de Los Angeles (MXL), la
peruana de Lima (PER) y la puertorriguefia de Puerto Rico (PUR) (1000 Genomes
Project Consortium, 2015).

La normalidad y homogeneidad de varianzas de las variables fueron analizadas

mediante los test de Kolmogorov-Smirnov y test de Levene, respectivamente.

La ancestralidad genética individual de los pacientes y los 200 controles, asi como el
componente genético ancestral global de ambas muestras fueron calculadas
mediante el programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Se utilizaron
100.000 iteraciones de burn-in period y 1.000.000 de iteraciones adicionales. Se
consideraron tres poblaciones parentales compuestas por 42 europeos (Panel
norteamericano de Coriell), 37 africanos occidentales (africanos que viven en
Londres y Carolina del Sur) y 30 nativo americanos (15 Mayas y 15 nahuas), que
fueron genotipados mediante GeneChip Human Mapping 100K (Affymetrix). Estos
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datos fueron amablemente proporcionados por el Dr. Bertoni (Departamento de
Genética, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo) y la Dra.
Fejerman (Universidad de California, San Francisco) al LGMH. Los datos de
ancestralidad individual obtenidos para cada muestra, fueron utilizados para obtener
los estadisticos descriptivos (media, desvio estandar, maximo y minimo) de cada
componente ancestral (europeo, nativo americano y africano). A su vez, se
comprobd si los datos tenian una distribucion normal mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov y se probé la homocedasticidad mediante el andlisis de
homogeneidad de varianzas (Test de Levene). Se calculé el EHW para los 45 AlMs
y se determinaron las proporciones globales de los tres componentes ancestrales
para la muestra LLA y la muestra control, segun los 45 AIMs. Finalmente, para
comparar si ambas muestras presentaban la misma ancestralidad se aplico el test
de Mann-Whitney. Para categorizar la ancestralidad se determinaron valores de
corte para cada componente ancestral, basados en cada una de sus medias.

La relacién entre los indicadores de la respuesta al tratamiento y cada una de las
variantes genéticas se analiz6 mediante el test de Mann-Whitney (2 genotipos) 6

Kruskal Wallis (mas de 2 genotipos).

Para estudiar la respuesta a la PRED se establecieron tres valores de corte para el
namero de blastos al dia +8: 1000 (protocolo ALL IC-BFM 2009), 100 y cero (Gasic
et al., 2018). Se realiz6 un analisis de riesgo entre cada uno de los puntos de corte y
las dos variantes del gen ABCB1 (rs2032582 y rs9282564), aplicando un test de odd
ratio (OR). En aquellos casos donde se encontré una asociacién entre la variante y
el nimero de blastos al dia +8, y no se ajustaba a ninguno de los valores de corte
propuestos, se realiz6 una curva COR (Receiver Operating Characteristic) para

determinar el mejor punto de corte.

La relacion entre la ancestralidad y la respuesta a la PRED se analiz6 mediante el
test de Mann Whitney (MW), entre cada componente genético ancestral y el nimero

de blastos en SP al dia +8, segun los valores de corte de cero, 100 y 1000 blastos.

El analisis entre las toxicidades y las variantes genéticas se realizé6 mediante el test
de Chi cuadrado. En la Tabla 4 se muestran los genes analizados para cada una de
las toxicidades.
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Tabla 4. Genes y toxicidades. Con un cruz (X) se indican los genes analizados para cada toxicidad.

Toxicidades
Genes Mucositis Sindrome Hiperglicemia Gastro Hepatica Alergia a Osteo- Neuro
de cushing L-ASP muscular

ACP1 X

ABCB1 X X X X X X X
ABCG2 X X X X X

CEP72 X
CYP3A5 X X X X X
ASNS X X X X X X

GRIA1 X X

Gasto: Gastrointestinal. L-ASP: L-Asparaginasa. Neuro: Neurotoxicidad

Para aquellos casos en los que el test de Chi cuadrado mostré diferencias
significativas, se realizaron analisis de riesgo (OR) entre cada una de las variantes y:
1) la presencia/ausencia de la toxicidad y 2) la severidad de la toxicidad (Gdo. 1 vs
Gdos. 2 y 3). A su vez, se establecio la relacién entre las variantes y el nUmero de
eventos de dicha toxicidad (Test de MW).

Aplicando el test de OR, se analiz6 la relacion entre presentar alergia a la L-ASP y la
clasificacion en grupos de riesgo. Asimismo, se analiz6 el riesgo de recaer habiendo

desarrollado alergia a la L-ASP o neurotoxicidad.

A su vez, se analizd la posible asociacidon entre las toxicidades y los tres
componentes ancestrales (test de MW). Para aquellas asociaciones
estadisticamente significativas, se realiz6 un OR utilizando los valores de corte del

componente ancestral.

Por ultimo, para realizar un analisis global de la toxicidad, que incluyese las
variantes genéticas y la ancestralidad, se realizaron arboles de clasificacion y
regresion segun el algoritmo CHAID (Chi-squared Automatic Interaction Detector).
Para este andlisis se utilizaron las toxicidades cémo variables dependientes y como
variables independientes, las variantes genéticas y la ancestralidad nativo americana
categorizada. Para el analisis de la alergia a la L-ASP también se incluyo el grupo de

riesgo.
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5 RESULTADOS

5.1 Frecuencias genotipicas y alélicas

Las frecuencias genotipicas y alélicas para las 13 variantes analizadas en la muestra
de pacientes se detallan en la Tabla 5. Con excepcion de la variante rs1049674 del

gen ASNS, todas las demas se encontraron en EHW.

Los tres polimorfismos analizados en la muestra control se ajustan a lo esperado por
el modelo de EHW. A su vez, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre las frecuencias genotipicas de la muestra de pacientes y la

muestra control (Tabla 6).

En la Tabla 7 se muestran las frecuencias del alelo menos comun de las 13
variantes para la muestra de pacientes y de las poblaciones IBS, TSI, CEU, YRI,
LWK, CHB, CHS, CLM, MXL, PEL y PUR (1000 Genomes Project Consortium,
2015). Resaltado en “negrita” se observan aquellos valores que, segun el test de
diferenciacion poblacional, presentan diferencias estadisticamente significativas con
la muestra de pacientes. (ANEXO, Tabla 1). Para la mayoria de los polimorfismos, la
muestra de pacientes difiere de las poblaciones africanas, seguido de las asiaticas y
de PEL y, en menor medida, con las poblaciones europeas y el resto de las

poblaciones latinoamericanas (Tabla 7).
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Tabla 5. Frecuencias genotipicas y alélicas de la muestra de pacientes

Gen Variante Genotipo N Frecuencia Alelo Frecuencia EHW p-valor
ACP1 rs12714403 GG 131 0,804 G 0,899
AG 31 0,190 A 0,101 1,000
AA 1 0,006
rs11553746 CcC 83 0,522 C 0,726
CT 65 0,409 T 0,274 0,842
T 11 0,069
ABCB1  rs2032582 CcC 56 0,354 C 0,611
CA 77 0,487 A 0,370
CT 4 0,025 T 0,019
AA 19 0,120 0,683
AT 2 0,013
T 0 0,000
rs9282564 1T 155 0,886 T 0,943
TC 20 0,114 C 0,057 0,725
CcC 0 0,000
ABCG2  rs2231137 CcC 110 0,696 C 0,839
CT 45 0,285 T 0,161 0,768
T 3 0,019
CYP3A5 rs776746 1T 3 0,019 T 0,113
TC 30 0,189 C 0,887 0,424
CcC 126 0,792
rs10264272 CcC 159 0,994 C 0,997
CcT 1 0,006 T 0,003 1,000
1T 0 0,000
rs41303343 A/A 158 0,994 A 0,997
A-/AA 1 0,006 AA 0,003 1,000
AA/AA 0 0
CEP72 rs924607 cC 61 0,377 C 0,593
CT 70 0,432 T 0,407 0,193
1T 31 0,191
ASNS rs3832526 2R2R 101 0,605 2R 0,766
2R3R 54 0,323 3R 0,234 0,200
3R3R 12 0,072
rs1049674 1T 99 0,623 T 0,811
TA 60 0,377 A 0,189 0,001
AA 0 0,000
GRIA1 rs4958351 GG 80 0,516 G 0,710
GA 60 0,387 A 0,290 0,439
AA 15 0,097
rs11951398 CcC 142 0,899 C 0,949
CT 16 0,101 T 0,051 1,000
T 0 0,000

N: Numero de de pacientes. EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg
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Tabla 6. Comparacidn entre las frecuencias genotipicas de pacientes y controles

Muestra de pacientes Muestra control
Genotipo p-valor *
N Frecuencia EHW N Frecuencia EHW
rs2032582, ABCB1
CcC 56 0,354 32 0,333
CA 77 0,487 45 0,469
CT 4 0,025 0,683 4 0,042 0,949 0,875
AA 19 0,120 13 0,135
AT 2 0,013 2 0,021

rs776746, CYP3A5

TT 3 0,019 2 0,022
TC 30 0,189 0,424 23 0,247 1,000 0,481
cc 126 0,792 68 0,731
rs3832526, ASNS
2R/2R 101 0,605 66 0,688
2R/3R 54 0,323 0,200 24 0,250 0,092 0,255
3R/3R 12 0,072 6 0,063

N: nimero de individuos. EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg. *: p-valor para el Test de
diferenciacién poblacional
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Tabla 7. Frecuencia del alelo menos comun para la muestra de pacientes (Uruguay) y otras poblaciones mundiales.

Gen Variante Alelo mfenos Frecuencia del alelo menos comun

comun Uruguay IBS*  TSI* CEU* YRI* LWK* CHB* CHS* CLM* WMXL* PEL* PUR*

ACP1 rs12714403 A 0,101 0,127 0,070 0,241 0,019 0,010 0,112 0,119 0,090 0,102 0,129 0,091
rs11553746 T 0,274 0,304 0,285 0,359 0,107 0,076 0,359 0,243 0,234 0,211 0,235 0,240

ABCB1 52032582 A 0,370 0,365 0,402 0,429 0,000 0,015 0,408 0,343 0,415 0,406 0,294 0,365
rs9282564 C 0,057 0,047 0,061 0,059 0,000 0,005 0,000 0,000 0,053 0,039 0,012 0,024

ABCG2 rs2231137 T 0,161 0,051 0,084 0,035 0,056 0,116 0,306 0,338 0,144 0,227 0,459 0,149
CYP3A5 rs776746 T 0,113 0,075 0,051 0,040 0,833 0,879 0,311 0,271 0,186 0,234 0,124 0,264
rs10264272 T 0,003 0,009 0,005 0,000 0,167 0,242 0,000 0,000 0,011 0,023 0,012 0,043
rs41303343 insA 0,006 0,000 0,000 0,000 0,120 0,116 0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 0,005

CEP72  rs924607 T 0,407 0,397 0,458 0,384 0,08 0,061 0,408 0,314 0,325 0,297 0,294 0,341
ASNS rs3832526 3R 0,234 0,154 0,140 0,106 0,185 0,202 0,267 0,300 0,207 0,328 0,388 0,245
rs1049674 A 0,189 0,262 0,234 0,263 0,000 0,005 0,112 0,091 0,202 0,18 0,135 0,168

GRIA1  rs4958351 A 0,290 0,294 0,411 0,354 0,232 0,172 0,029 0,024 0,271 0,219 0,071 0,264
rs11951398 T 0,051 0051 0,098 0,030 0,148 0,116 0,000 0,000 0,090 0,008 0,006 0,039

En caso de haber mas de un alelo posible para el polimorfismo, se tomé la frecuencia del segundo alelo menos frecuente. En sombreado y negrita se
muestran las poblaciones que difieren significativamente con la muestra de Uruguay (test de diferenciacion poblacional). IBS: Ibéricos de Espafia.
TSI: Toscanos de Italia. CEU: Residentes de Utha con ancestralidad del norte y oeste europeo. YRI: Yorubas en Ibadan, Nigeria. LWK: Luhya en Webuye,
Kenia. CHB: Han en Beijin, China. CHS: Han del sur, China. CLM: Colombianos de Medellin. MXL: Poblacién de Los Angeles con ancestralidad
mejicana. PEL: Peruanos de Lima. PUR: Puertorriquefios (* 1000 Genomes Project Consortium, 2015).
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5.2 Ancestralidad

Las frecuencias genotipicas y alélicas de cada uno de los 45 AIMs utilizados tanto
para la muestra de pacientes como para la muestra de controles se presentan en la
Tabla 2 del ANEXO.

El analisis del EHW realizado para la muestra de pacientes mostré que seis de los
45 AIMs analizados no se encontraban en EHW (rs1898280, rs4013967,
rs10508349, rs249847, rs4762106 y rs1451928), mientras que en la muestra control
fueron cinco los AlMs gque no estaban en EHW (rs1934393, rs6684063, rs10501474,
rs4762106 y rs10491097). Por este motivo, los analisis de la ancestralidad individual
y global para cada muestra fueron realizados tanto incluyendo como excluyendo
estos AlMs.

Ambas muestras presentaron un componente ancestral mayoritario de origen
europeo, seguido del componente nativoamericano y por ultimo del africano (Tabla
8). El componente que presentd mayor variabilidad para ambas muestras fue el
africano y el de menor variabilidad el componente europeo. Al excluir del andlisis
aguellos AlIMs que no estaban en EHW, las proporciones de los componentes
ancestrales no difieren de manera significativa (datos no mostrados). Por esta razon,

los andlisis de ancestralidad fueron realizados con la informacién de los 45 AlMs.

Tabla 8. Ancestralidad global de la muestra de pacientes y controles.

Pacientes Control
Componente ancestral - - MW p -valor
Media £ D.E. (%) Media £ D.E. (%)
Europeo 69,2 +14,0 70,4+11,8 0,614
Nativoamericano 20,1+12,3 17,1+9,9 0,029
Africano 10,7+7,4 12,5+8,4 0,030

D.E.: Desvio Estandar. MW: Test de Mann Whitney

A nivel individual, la distribucion de los tres componentes ancestrales presenta una
gran heterogeneidad (Figura 7). La proporcion de cada componente ancestral para
cada uno de los pacientes y controles se detalla en la Tabla 3 y 4 del ANEXO,

respectivamente.
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Figura 7. Ancestralidad individual de pacientes y controles. Cada barra representa un
individuo. Para cada uno se muestra el porcentaje de cada componente ancestral: africano
(azul), europeo ( ) y nativoamericano (verde). A) Pacientes. B) Controles.
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5.3 Respuesta al tratamiento, variantes genéticas y ancestralidad

Respecto al analisis entre las variantes y los indicadores de respuesta al tratamiento
se determind que, a excepcion de la variante rs9282564 (ABCB1), las restantes 12
no se encontraron asociadas con ninguno de los tres indicadores. La variante
rs9282564 se encontré asociada unicamente con el numero de blastos en SP al dia
+8 (Tabla 9). La media del niumero de blastos para el grupo de pacientes con
genotipo TT para esta variante fue de 210,6, mientras que para aquellos de genotipo
TC fue de 408,9.

Tabla 9. Asociacion entre las variantes genéticas y los indicadores de
respuesta al tratamiento

Gen Variante p-valor *
N°BLdia 8 EMR dia 15 EMR dia 33
ACP1 rs12714403 0,370 0,745 0,062
rs11553746 0,939 0,876 0,988
ABCB1 rs2032582 0,711 0,829 0,631
rs9282564 0,022 0,073 0,819
ABCG2 rs2231137 0,276 0,419 0,873
CYP3A5 rs776746 0,154 0,449 0,289
rs10264272 0,655 0,513 0,285
rs41303343 0,393 0,687 0,292
CEP72 rs924607 0,885 0,189 0,722
ASNS rs3832526 0,853 0,775 0,964
rs1049674 0,633 0,272 0,143
GRIA1 rs4958351 0,977 0,344 0,487
rs11951398 0,661 0,713 0,157

N°BL: niumero de blastos en sangre periférica. EMR: Enfermedad minima residual. *: p-valor
para el Test de Kruskal Wallis o Mann Whitney
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5.3.1 Respuesta a la Prednisona (PRED)

En relacion a la respuesta a la PRED, el 45% (N=75) de los pacientes tuvieron un
conteo de blastos positivo al dia +8. A su vez, el 33% (N=56) presentaron valores
mayores a 100 blastos, mientras que el 5,9% (N=10) tenian mas de 1000 blastos en
SP al dia +8. Segun el protocolo ALL IC-BFM 2009, estos ultimos serian los

pacientes que no responden adecuadamente a la PRED.

Respecto a la relacion entre las dos variantes en el gen ABCB1 y el numero de
blastos en SP al dia +8, los resultados obtenidos no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de pacientes con y sin variantes para

los tres valores de corte analizados (Tabla 10).

Tabla 10. Analisis de las variantes en el gen ABCB1 y el numero de blastos al dia
+8

N°BL OR N°BL OR N°BL OR
=0 =20 [95%IC] <100 >100 [95%IC] <1000 >1000 [95%IC]
N N  p-valor N N  p-valor N N p-valor

rs2032582
cc 24 26 0,67 57 26 0,74 78 5 0,74
CA/CT/AA/AT 48 35 [0,33-1,36] 31 19 [0,36-1,55] 46 4  [0,19-2,88]
(N=133) 0,271 0,431 0,661
rs9282564

T 72 55 2,24 8 41 2331 119 8 1,75

TC 7 12 [083608 9 10 [os8617] 17 2 (034894
(N=146) 0,112 0,089 0,501

N°BL: nimero de blastos en sangre periférica. N: nimero de pacientes. OR: odd ratio . IC: Intervalo de
Confianza.

El analisis de curvas COR para encontrar un nuevo valor de corte del nimero de
blastos en SP al dia +8 segun la presencia de la variante rs9282564 establecié que
344 blastos es el valor que mejor clasifica a los pacientes (AUC = 0,649 y p-valor =

0,036). En aquellos pacientes con mas de 344 blastos se observd un riesgo mayor
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de no culminar el tratamiento, recaer y no presentar una SLEventos> 3 y 5 afios

(datos no mostrados).

En relacion con la ancestralidad, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas Unicamente entre el componente nativoamericano y el niumero de
blastos al dia +8, segun el valor de corte de 1000. Especificamente, tener mayor
proporcion de este se encontrd asociado a valores menores de 1000 blastos al dia
+8 (Figura 8). De hecho, no fue posible realizar un analisis de riesgo con un valor de
corte de 20% para el componente nativo americano ya que todos los pacientes con
mas del 20% tenian menos de 1000 blastos. El andlisis de ancestralidad para el

valor de corte 344 no fue significativo (datos no mostrados).

Z

p-valor= 0,185 B) p-valor= 0,476 C) p-valor= 0,034
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Figura 8. Relacion entre el componente ancestral y el nimero de blastos al dia +8. En
cada grafico se muestra la relacién entre un componente genético ancestral y el nimero de
blastos al dia +8, segun el valor de corte de 1000. En el borde superior derecho de cada grafico
se indica el p-valor para el test de MW. A) Africano. B) Europeo. C) Nativoamericano.
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5.4 Toxicidades en la fase de induccién, variantes genéticas y
ancestralidad

Del total de pacientes incluidos en la muestra LLA (N=200), se tuvo acceso a 184

historias clinicas.

5.4.1 Mucositis

El 24% (N=44) de los pacientes sufrieron mucositis oral durante la fase de induccién,

presentando el 32% de ellos mucositis de grado dos y tres.

Al analizar la relacion entre las variantes génicas y la presencia de mucositis, se
encontraron diferencias significativas de desarrollar mucositis entre los grupos
expresores y no expresores de CYP3A5, y entre los genotipos de la variante
rs3832526 del gen ASNS. Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con las variantes de ABCB1, ABCG2 vy el rs1049674
de ASNS (Tabla 11).

Los pacientes no expresores de CYP3AD5, al igual que los de genotipo 3R/3R del gen
ASNS presentan un riesgo significativamente mayor de desarrollar mucositis que
aguellos pacientes expresores y los portadores del alelo 2R, respectivamente (Tabla
12).

A su vez, el grupo de pacientes no expresores de CYP3A5, al igual que los
pacientes de genotipo 3R/3R de la variante rs3832526 (ASNS) presentan un nimero
significativamente mayor de eventos de mucositis (p- valor = 0,034 y 0,001,
respectivamente). Sin embargo, no se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas entre ninguna de las variantes estudiadas y la presencia de mucositis

severa (datos no mostrados).
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Tabla 11. Relacién entre las variantes genéticas y la mucositis

Mucositis (N)

Genes, variantes y genotipos - - x> p-valor
Ausencia Presencia
ABCB1
rs2032582 CcC 41 12
CA 51 18
CcT 3 0 0,757
AA 4
AT 1 1
rs9282564 T 108 33 0,436
TC 13 6
ABCG2
rs2231137 cC 77 23
CT 28 12 0,417
T 3 0
CYP3A5 Expresores 25 2 0,033
No expresores 86 31
ASNS
rs3832526 2R2R 73 17
2R3R 37 11 0,004
3R3R 4 7
rs1049674 T 68 24
TA 42 10 0,352

N: nimero de pacientes. xZ: Test de Chi cuadrado

Tabla 12. Analisis del riesgo de desarrollar mucositis en funcion de los genotipos de

CYP3A5 y ASNS
OR [95%IC
Genes, variantes y genotipos Mucositis (N) [95%iIC]
p -valor
Ausencia Presencia
CYP3A5 expresores 25 2 4,55 [1,01-20,15]
no expresores 86 31 0,049
ASNS
rs3832526 2R2R / 2R3R 110 28 6,88 [1,88-25,14]
3R3R 4 7 0,004

N: nimero de pacientes. OR: odd ratio. IC: Intervalo de confianza.
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En relacion a la ancestralidad y la mucositis, no se encontraron diferencias
significativas entre la presencia/ausencia de esta toxicidad y ninguno de los

componentes ancestrales (datos no mostrados).

El analisis de clasificacién y regresion de la mucositis considera a la variante
rs3832526 (ASNS) como la variable de mayor peso. A su vez, los pacientes
portadores del alelo 2R fueron clasificados segun si son expresores 0 N0 expresores
de CYP3A5. Segun los resultados obtenidos de este analisis, el componente

ancestral no estaria relacionado con la presencia de mucositis (Figura 9).

Mucositis

% n

Ausencia 75,6 99
Presencia 24,4 32

Total 100 131

rs3832526 (ASNS)
p=0,000 X*=14,0

2R2R y 2R3R 3R3R
1 1
% n % n
Ausencia 79,5 97 Ausencia 22,2 2
Presencia 20,5 25 Presencia 77,8 7
Total 93,1 122 Total 6,9 9
CYP3A5

p= 0,007 X?=7,0

I 1
Expresores No expresores
| |
% n % n
Ausencia 100 23 Ausencia 747 74
Presencia 0,0 0 Presencia 25,3 25
Total 17,6 23 Total 75,6 99

Figura 9. Arbol de clasificacion para la mucositis. Se consider6 como variable
dependiente la presencia/ausencia de mucositis y como variables independientes
las variantes en los genes ABCB1, ABCG2, CYP3A5 y ASNS y la ancestralidad
nativoamericana (mayor o menor a 20%). n: nimero de pacientes. p=p-valor. X’=
coeficiente de Chi cuadrado
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5.4.2 Sindrome de Cushing

De los 184 pacientes estudiados, el 28% (N=51) presenté al menos un evento de
cushing en la fase de Induccion. Segun el analisis realizado entre las variantes
genéticas y la presencia/ausencia de cushing, el rs2032582 (ABCB1) y el rs1049674
(ASNS) influirian en la presencia de esta toxicidad (Tabla 13). Sin embargo, cuando
se analizé el riesgo en funcién de los genotipos y/o alelos del rs2032582 no se
observaron diferencias significativas. Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los genotipos y el nimero de eventos de cushing o el grado de

severidad del mismo (datos no mostrados).

En relacion al rs1049674 (ASNS), aquellos pacientes con genotipo TA presentaron
un riesgo significativamente mayor de sufrir cushing en relacién a los de genotipo TT
(Tabla 14). Por otra parte, se encontré6 una asociacion entre esta variante y el
namero de eventos (p-valor = 0,005), donde los individuos de genotipo TA
presentaron mayor niumero de eventos de cushing que los de genotipo TT. Sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la

presencia de esta variante y el grado de severidad (datos no mostrados).

La presencia/ausencia de esta toxicidad no mostré diferencias estadisticamente
significativas respecto a ninguno de los componentes ancestrales analizados (datos

no mostrados).
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Tabla 13. Relacidn entre las variantes genéticas y el sindrome de cushing

. Cushing (N) )
Genes y variantes - - X~ p-valor
Ausencia Presencia
ABCB1
rs2032582 CcC 37 16
CA 54 15
CT 0 3 0,033
AA 11 6
AT 2 0
rs9282564 T 103 38 0,953
TC 14 5
ABCG2
rs2231137
CcC 75 25 0,481
CT 26 14
T 2 1
CYP3A5 Expresores 22 5 0,267
No expresores 83 34
ASNS
rs3832526 2R2R 61 29
2R3R 39 9 0,241
3R3R 8 3
rs1049674 T 73 19
0,011
TA 31 21

N: nimero de pacientes. x: Test de Chi cuadrado

Tabla 14. Analisis del riesgo de desarrollar sindrome de cushing en funcion de la
variante rs1049674 (ASNS)

. . OR [95%IC]
Genotipo Cushing (N)
p -valor
Ausencia Presencia
T 73 19 2,60[1,23-5,51]
TA 31 21 0,012

N: nimero de pacientes. OR: odd ratio. IC: Intervalo de confianza.
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El analisis global de clasificacion del sindrome de cushing considera al genotipo de

la variante rs1049674 (ASNS) como la variante de mayor peso. A su vez, el analisis

de clasificacion separa a los pacientes heterocigotas segun el componente ancestral

nativoamericano. Especificamente, el porcentaje de individuos con cushing es mayor

en los pacientes con menos de 20% de componente ancestral nativoamericano

(Figura 10).
Cushing
% n
Ausencia 72,3 94
Presencia 27,7 36
Total 100 130
rs1049674 (ASNS)
p=0.009 X°=6,0
[ |
TIT 1;A
% n % n
Ausencia 80,2 65 Ausencia 59,2 29
Presencia 19,8 16 Presencia 40,8 20
Total 62,3 81 Total 37,7 49

Figura 10. Arbol

Componente ancestral
nativoamerizcano
p= 0,029 | X '=40

I 1
2210% <2|0%
% n % n
Ausencia 81,2 13 Ausencia 48,5 16
Presencia 18,8 3 Presencia 51,5 17
Total 12,3 16 Total 25,4 33

de clasificacidon para el sindrome de cushing. Se considero

como variable dependiente la presencia/ausencia de cushing y como variables

independientes,

las variantes en

los genes ABCB1, ABCG2 y ASNS vy la

ancestralidad nativoamericana (mayor o menor a 20%). n: nUmero de pacientes. p=p-
valor. X°= coeficiente de Chi cuadrado
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5.4.3 Hiperglicemia

Ocho pacientes sufrieron diabetes o hiperglicemia durante la fase de induccion,
representando el 4,3% del total. Solo uno de ellos presentaba antecedentes

familiares de diabetes e hipertension.

El analisis de variantes y la presencia de diabetes mostr6 diferencias
estadisticamente significativas entre los genotipos de la variante rs3832526 (ASNS)
y esta toxicidad (Tabla 15). Sin embargo, cuando se analiz6 el riesgo en funcion de
los alelos (2R o 3R) no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(OR [95% IC] = 5,00 [0,97 - 25,85], p-valor = 0,054).

Tabla 15. Relacion entre las variantes genéticas y la hiperglicemia
Hiperglicemia(N)

Genes y variantes Ausendia Presencia xzp-valor

ABCB1

rs2032582 cC 52 1
CA 63 6
cT 3 0 0,566
AA 16 1
AT 2 0

rs9282564 T 133 8 0,287
TC 19 0

ASNS

rs3832526 2R2R 88 2
2R3R 42 6 0,028
3R3R 11 0

rs1049674 T 87 5
TA 19 2 0,933

N: nimero de pacientes. )(2: Test de Chi cuadrado

Respecto a la ancestralidad y la hiperglicemia, no se encontraron diferencias
significativas entre la presencia/ausencia de esta toxicidad y ninguno de los

componentes ancestrales (datos no mostrados).
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5.4.4 Toxicidad gastrointestinal

El 44% de los pacientes sufrieron algun tipo de evento adverso gastrointestinal

durante la fase de induccion.

Ninguna de las variantes analizadas mostr6 diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia y la ausencia de eventos gastrointestinales (datos no
mostrados). En relacion al nimero de eventos, los pacientes con el genotipo TC de
la variante rs928564 (ABCB1) presentaron un nuamero significativamente mayor de
eventos gastrointestinales que aquellos con el genotipo homocigota TT (p-valor =
0,016).

En cuanto a la ancestralidad y la toxicidad gastrointestinal, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre la presencia/ausencia de esta y

ninguno de los componentes ancestrales (datos no mostrados).

5.4.5 Toxicidad hepatica

El 33,7% de los pacientes presentaron, al menos una vez, toxicidad hepética (grado
3 y/o 4). El andlisis de la relacién entre la toxicidad hepéatica y las variantes en los
genes ABCB1, ABCG2, CYP3A5 y ASNS no mostrd diferencias estadisticamente
significativas (datos no mostrados). Tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la hipoalbuminemia moderada o severa y las
variantes genéticas relacionadas con los GC y la L-ASP (datos no mostrados). Por
altimo, la presencia/ausencia de la toxicidad hepatica no muestra diferencias

estadisticamente significativas segun el componente ancestral.

5.5 Toxicidades en el tratamiento, variantes genéticas y ancestralidad

5.6.1 Hipersensibilidad a la L-Asparaginasa (L-ASP)

El 40,2% de los pacientes desarrollaron alergia a la L-ASP en algin momento del
tratamiento, de los cuales el 6,7% la manifestaron en la fase de induccion y el 93,3%

restante en fases posteriores.
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Por otro lado, los pacientes de riesgo alto tienen un mayor riesgo de desarrollar
alergia a la L-ASP que los de riesgo estandar e intermedio (OR [95% IC]= 7,74 [2,97
- 20,20], p-valor = 0,000).

A su vez, se observé que los pacientes alérgicos presentan un mayor riesgo de
recaer en comparacion con aquellos pacientes no alérgicos (OR [95% IC]= 3,28
[1,38 - 7,82], p-valor = 0,007).

No se encontré ninguna relacion estadisticamente significativa entre las variantes en
los genes ASNS y GRIAL y la presencia de alergia a la L-ASP (Tabla 16). Dentro de
los pacientes alérgicos, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los genotipos y si la alergia se desarrollé en la fase de induccion
0 posterior a esta (datos no mostrados). Por ultimo, la presencia/ausencia de alergia

a la L-ASP no se asoci6 con la ancestralidad (datos no mostrados).

Tabla 16. Relacidn entre las variantes genéticas y la alergia a la L-Asparaginasa

. ) Alergia a L-ASP (N) ’
Genes, variantes y genotipos AUsendia bresencia X~ p-valor
ASNS
rs3832526 2R2R 59 30
2R3R 27 22 0,380
3R3R 6 5
rs1049674 T 54 37
0,344
TA 35 17
GRIA1
rs4958351 GG 43 30
GA 37 15 0,223
AA 7 7
rs11951398 ccC 77 49 0,553
CT 11 5

N: nimero de pacientes. xz: Test de Chi cuadrado

El analisis global de clasificacion y regresion para la alergia a la L-ASP considera el
grupo de riesgo como la Unica variable que explicaria esta toxicidad. El porcentaje
de individuos alérgicos a la L-ASP es mayor dentro del grupo de RA en comparacion
con aquellos de RE y RI (Figura 11).
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Alergia a la L-Asparaginasa

% n

Ausencia 64,6 84
Presencia 354 46

Total 100 130

Grupo de Riesgo
p= 0,000 X*=20

I
Estandar (Ia Intermedio

Ausencia
Presencia

Total

|
Allto
% n % n
73,1 79 Ausencia 22,7 9
26,9 29 Presencia 77,3 17
83,1 108 Total 16,9 22

Figura 11. Arbol de clasificacion para la alergia a la L-Asparaginasa.
Se considerdé como variable dependiente la alergia a la L-ASP y como
variables independientes el grupo de riesgo, las variantes en los genes
ASNS y GRIAL y la ancestralidad nativoamericana (mayor 0 menor a

20%). n:
cuadrado.

5.5.2 Toxicidad osteomuscular

namero de pacientes. p=p-valor. X’=coeficiente de Chi

Se detectaron 13 pacientes que sufrieron al menos un evento osteomuscular durante

el tratamiento (7%). De éstos, siete los manifestaron en la fase de induccion.

El analisis de las variantes genéticas y la toxicidad osteomuscular no mostroé ninguna

diferencia estadisticamente significativa (datos no mostrados).

Tampoco se

encontraron asociaciones entre esta toxicidad y cada uno de los componentes

ancestrales (datos no mostrados).
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5.5.3 Toxicidad neurolégica

Un total de 29 pacientes (15,7%) sufrieron al menos un evento neurologico durante
el tratamiento. Solamente el 17% de las toxicidades neurolégicas se manifestaron en

la fase de induccion.

Se observo que los pacientes que desarrollaron neurotoxicidad presentan un mayor
riesgo de recaer en comparacion con aquellos pacientes que no desarrollaron (OR
[95% IC] = 4,12 [1,43 — 11,86], p-valor = 0,009).

El andlisis entre la neurotoxicidad y las variantes en los genes ABCB1, ABCG?2,
CYP3A5 y CEP72, muestra una relacién estadisticamente significativa entre esta
toxicidad y la variante rs9282564 del gen ABCB1 (p-valor = 0,005). Ademas, los
pacientes con genotipo TC presentan un riesgo significativamente mayor de

desarrollar toxicidad neuroldgica respecto a los de genotipo TT (Tabla 17).

Tabla 17. Analisis del riesgo de desarrollar toxicidad neurolégica en funcion de la
variante rs9282564 (ABCB1)
Neurotoxicidad (N)

OR [95%IC]

Genotipo 2 ).
P No presenta Presenta X' p-valor p-valor
T 124 17 4,25 [1,47-12,29]
0,005
TC 12 7 0,007

N: Numero de pacientes. x2: Test de Chi cuadrado. OR: odd ratio. IC: Intervalo de confianza

Con respecto a la ancestralidad, los pacientes con toxicidad neurolégica presentan
un componente nativoamericano significativamente menor que los que no la
desarrollan. El andlisis de riesgo muestra que, aquellos pacientes con un
componente nativoamericano mayor o0 igual a 20% presentan un riesgo
significativamente menor de desarrollar toxicidades neurolégicas durante el

tratamiento en comparacion con los que presentan menos de 20% (Tabla 18)

63



RESULTADOS

Tabla 18. Ancestralidad y toxicidad neuroldgica
Toxicidad Neurolégica

Componente ancestral Media = D.E. (%) Media + D.E. (%) MW p -valor
Ausencia Presencia
Europeo 68,7+ 14,0 72,6+11,9 0,156
Nativoamericano 21,4+12,2 14,6 £+10,9 0,002
Africano 9,9+6,7 12,8+ 8,6 0,065

Componente ancestral

. . Ausencia (N) Presencia (N) OR [95%IC] p -valor
nativoamericano
<20% 80 22 0,312 [0,120-0,812]
220% 70 6 0,017

D.E.: Desvio Estandar. MW: Test de Mann Whitney. N: Nimero de pacientes. OR: odd ratio. IC:
Intervalo de confianza

Por otro lado, se analiz6 la relacion entre la variante rs9282564 y los tres
componentes ancestrales. No se encontrdé ninguna relacion significativa para

ninguno de los tres componentes (Tabla 19).

Tabla 19. Analisis de asociacion entre la acestralidad y la variante rs9282564

Componente T TC
- - MW p -valor
ancestral Media £ D.E. (%) Media £ D.E. (%)
Europeo 69,5+ 14,4 71,5+10,7 0,842
‘Nativoamericano 20,0+11,7 18,5+ 10,7 0,688
Africano 10,5+7,2 10,0+ 6,8 0,826

D.E.: Desvio Estandar. MW: Test de Mann Whitney
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Al analizar la neurotoxicidad, junto con el componente ancestral nativoamericano y
los genotipos de las variantes en los genes ABCB1, ABCG2, CEP72 y CYP3A5 se
observo que el genotipo CT de la variante rs9282564 (ABCBL1) es la Unica variable
explicativa. Segun este analisis, el resto de las variables no serian predictivas para
este efecto adverso (Figura 12).

Toxicidad neuroldgica

% n

Ausencia 84,5 131
Presencia 15,5 24

Total 100 132

rs9282564 (ABCB1)
p=0,001 X =10,0

CIC CIT
% n % n
Ausencia 88,1 119 Ausencia 60,0 12
Presencia 11,9 16 Presencia 40,0 8
Total 87,1 135 Total 12,9 20

Figura 12. Arbol de clasificacion para la toxicidad neuroldgica. Se
considerd como variable dependiente la presencia/ausencia de neurotoxicidad y
como variables independientes las variantes en los genes ABCB1, ABCG2,
CEP72 y CYP3A5 vy la ancestralidad nativoamericana (mayor o menor a 20%).
n: nimero de pacientes. p=p-valor. X’= coeficiente de Chi cuadrado.
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6 DISCUSION

6.1 Frecuencias genotipicas y ancestralidad

De las 13 variantes analizadas en la muestra de pacientes, 12 se encontraron en
EHW. La variante rs1049674 (ASNS) no se encontr6 en EHW en la muestra de
pacientes, observandose un exceso de heterocigotas (Tabla 5). Esta desviacion del
equilibrio podria deberse a un error en el genotipado de este polimorfismo, a que
existiese cierta seleccion a favor o en contra de alguno de los alelos o a una
subestructuracion poblacional. Debido a que en la muestra control esta variante
tampoco se encontré en EHW y que, ademas, no mostré diferencias significativas en
las frecuencias genotipicas con la muestra de pacientes (datos no mostrados), la
presencia de una subestructura poblacional seria la explicacion mas plausible. Por
otro lado, tampoco se observaron diferencias significativas entre ambas muestras

para las otras variantes analizadas (Tabla 6).

Al comparar las frecuencias genotipicas con las de otras poblaciones mundiales, la
muestra de pacientes difiere para la mayoria de las variantes con las poblaciones
africanas, seguido de las asiaticas y de PEL y, en menor grado, con las europeas y
el resto de las poblaciones latinoamericanas (Tabla 7 y ANEXO, Tabla 1). Este
resultado es compatible con la historia de Uruguay (Pi & Vidart 1969; Isola, 1975;
Cabrera, 1992; Sans et al., 1992; 1994), asi como también con estudios previos que
reportan una estructura tri-hibrida a nivel genético, con un componente mayoritario
europeo, seguido del nativoamericano y por ultimo del africano (Sans, 1997; Bonilla
et al., 2004; Hidalgo et al., 2005; Bonilla et al., 2015; Sans et al., 2021). A modo de
ejemplo, los alelos *6 y *7 (rs10264272 y rs41303343, respectivamente) de CYP3A5
son indicadores de ancestralidad africana, mientras que el alelo *3 (rs776746) es
mas frecuente en poblaciones europeas (1000 genomas). La frecuencia del alelo *3
en la muestra de pacientes (0,887) se encuentra disminuida en comparacién con la
de las poblaciones europeas (0,925, 0,949 y 0,960), posiblemente debido al aporte
del componente ancestral africano y nativoamericano en nuestra poblacion. En este
mismo sentido, si bien las frecuencias del alelo *6 y *7 en la muestra de pacientes
son bajas, no son nulas. Probablemente, la presencia de estas variantes en nuestra

poblacion se deba al aporte africano (Tabla 7).
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Por otro lado, llama la atencion que la frecuencia del alelo T de la variante
rs2231137 (ABCG2) en la muestra de pacientes (16,1%) sea 2 a 3 veces la
reportada para las poblaciones europeas (3,5-8,4%), siendo este el componente
principal en nuestra poblacion (Tabla 7). Teniendo en cuenta que en las poblaciones
asidticas la frecuencia es 30-33% y que el aporte nativoamericano en la poblacion
uruguaya oscila entre el 10-14% (Sans et al., 2021), la frecuencia del alelo T no
podria explicarse Unicamente por el mestizaje. Un efecto fundador de las
poblaciones ancestrales podria explicar este fenomeno. A su vez, es de destacar
que se desconoce la frecuencia de este alelo en las poblaciones ancestrales
nativoamericanas y estas podrian diferir con las asiaticas. Para la variante
rs3832526 (ASNS) se observa un patron similar (Tabla 7).

6.2 Ancestralidad

De los 45 AIMs analizados, seis no se encontraron en EHW en la muestra de
pacientes y cinco en la de controles (ANEXO, Tabla 2). Las posibles causas de las
desviaciones del equilibrio fueron discutidas anteriormente para la variante
rs1049674 del gen ASNS. Ya que algunos de estos AIMs se encuentran en intrones,
no podriamos descartar efectos de seleccién. Sin embargo, debido a que la mayoria
se ubican en regiones intergénicas, una subestructuracion poblacional seria la

explicacion mas probable.

En relacion a la ancestralidad individual, se observé una gran heterogeneidad en
ambas muestras (Figura 7, ANEXO, Tabla 3 y 4). Esta no llama la atencion, ya que
los pacientes provienen de todo el territorio uruguayo, en donde datos genéticos y
sociodemogréaficos han reportado diferencias en cuanto a la ancestralidad (I.N.E.,
2011; Sans et al., 2021).

Respecto a la ancestralidad global, las proporciones de los tres componentes
ancestrales para ambas muestras son acordes a las reportadas para nuestro pais
(Tabla 8). Sin embargo, se observa que los componentes nativoamericano y africano
son levemente superiores a los previamente publicados (Sans, 1997; Bonilla et al.,
2004; Bonilla et al., 2015; Sans et al., 2021). Esta diferencia podria deberse a que
las muestras analizadas en esta tesis presentan una mayor proporcion de pacientes
gue se atienden en salud publica. Segun Bonilla et al., (2015) y Sans et al., (2021)

tanto el componente nativoamericano como el africano son levemente mayores en la
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poblacion que se atiende en el sistema publico de salud, manifestando una

heterogeneidad en la ancestralidad de acuerdo al nivel socioeconémico.

Es de destacar las diferencias significativas de los componentes ancestrales
nativoamericano y africano entre ambas muestras (Tabla 8). Esta diferencia
concuerda con reportes previos que indican que la LLA es mas frecuente en
poblaciones latinoamericanas o hispanas (Walsh et al., 2013; Howlader et al., 2014,
Quiroz et al., 2019;). Walsh et al. (2013) postulan que la incidencia de LLA es mayor
en hispanos que en caucéasicos no hispanos y afroamericanos. Segun estos autores,
un incremento del 20% de la proporciéon del componente ancestral nativoamericano
aumenta 1,2 veces el riesgo de desarrollar LLA-B. Esto podria deberse a factores de
riesgo genéticos asociados con la ancestralidad nativoamericana. Por ejemplo,
variantes en los genes ARID5B, CDKN2A, CEBPE, IKZF1 y PIP4K2A han sido
descriptos como alelos de riesgo de LLA en numerosas poblaciones. Sin embargo,
estos alelos son mas frecuentes en poblaciones con ascendencia nativoamericana
(Yang et al., 2010; Xu et al., 2012; 2013; Walsh et al., 2013). Por otro lado, segun
Matasar et al. (2006) y Walsh et al. (2013), la incidencia de LLA en poblaciones

afrodescendientes es menor que en poblaciones caucasicas e hispanas.

De todos modos, teniendo en cuenta que las poblaciones latinoamericanas son
inmensamente diversas y que la mayoria de las investigaciones son realizadas en
poblaciones hispanas de Estados Unidos, estos trabajos deben ser tomados con
cautela. A su vez, contar con datos gendmicos de poblaciones ancestrales mas
representativas de la poblacion uruguaya, asi como también un mayor nimero de
AIMs, permitiria estimar la ancestralidad de manera mas precisa. De hecho, si bien
determinar la ancestralidad mediante 45 AIMs es una aproximacion valida, existen

trabajos que recomiendan un uso minimo de 50 marcadores (Russo et al., 2016).

6.3 Respuesta al tratamiento al dia +33

Como era de esperar, el analisis del niumero de blastos al dia +8 y las variantes en
los genes no relacionados con la PRED no mostré asociaciones significativas. Por
otro lado, tampoco se encontraron asociaciones significativas entre los tres
indicadores de respuesta al tratamiento y la mayoria de las variantes en los genes
relacionados con la PRED, VCR y L-ASP. Aunque las variantes puedan tener un

efecto en la respuesta al tratamiento, este podria ser pequeiio e invisibilizado por las
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altas dosis administradas. Asimismo, teniendo en cuenta que la EMR al dia +15 y
+33 es un reflejo de la accidn conjunta de todos los farmacos administrados durante
la fase de induccion, el efecto de una variante en un gen particular podria verse

enmascarado por la presencia/ausencia de una variante en otro gen.

Respecto a las variantes en ABCB1, unicamente el rs9282564 se encontré asociado
con el nimero de blastos al dia +8 (Tabla 9), pero no asi con los valores de corte
analizados (Tabla 10). Este es el primer reporte en donde se observa la posible
implicancia de la variante rs9282564 en la respuesta a la PRED. Aunque Gasic et al.
(2018) plantean que tener un recuento de blastos al dia +8 nulo o bajo (< 100)
podria ser importante para detectar pacientes con una respuesta diferencial a la
terapia con GC, ellos no encuentran relacion entre estos valores de corte y las
variantes rs1045642, rs1128503 y rs2032582 del gen ABCB1. Sin embargo, la
variante rs9282564 no fue considerada en dicho estudio.

El valor de corte determinado por el andlisis de curva COR fue 344 blastos. Valores
superiores a 344 se asociaron con un riesgo mayor de no culminar el tratamiento,
recaer y no presentar una SLEventos> 3 y 5 afios (datos no mostrados). Estos
resultados son concordantes con multiples estudios que han demostrado una peor
SLEventos en aquellos pacientes con una respuesta pobre a la PRED (Mdéricke et
al., 2010; Gao & Liu, 2018).

Por otro lado, se analiz6 el rol de la ancestralidad y el nUmero de blastos al dia +8.
Si bien las correlaciones entre el numero de blastos y los tres componentes
ancestrales no fueron significativas (datos no mostrados), los pacientes con menos
de 1000 blastos al dia +8 tienen un componente ancestral nativoamericano
significativamente mayor que los que presentan 1000 o mas (Figura 8). Hasta el
momento ningun estudio ha reportado una asociacion entre el nimero de blastos al
dia +8 y la ancestralidad nativoamericana. Sin embargo, teniendo en cuenta que el
namero de blastos es un indicador de respuesta al tratamiento y que existen trabajos
gue asocian una peor respuesta con la ancestralidad nativoamericana (Bhatia et al.,
2002; Kadan-Lottick et al., 2003; Bhatia, 2011; Yang et al., 2012; Quiroz et al., 2019;
Lee et al., 2022), este resultado llama la atencidén. Por consiguiente, podrian existir
otros factores genéticos y no genéticos, asociados al componente nativoamericano

gue pudieran explicar lo observado.
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Cabe destacar que, en estos analisis no se incluyo el total de la muestra debido a
que en muchas historias clinicas figura unicamente “<1000blastos” y, por ende,
estos pacientes fueron excluidos. A su vez, muchos de los pacientes que no tienen
blastos al dia +8 tampoco tenian al debut, ya que la LLA no habia alcanzado la SP.
Por lo antes dicho, estos resultados deben ser tomados con cautela y continuaran
siendo estudiados. A pesar de esto, tanto la variante rs9282564 como el
componente nativoamericano serian potenciales indicadores de la respuesta a la
PRED vy, a futuro, podrian ser tenidos en cuenta para adecuar el esquema
terapéutico.

6.4 Toxicidades en la fase de induccién

En relacidon a la mucositis, se encontraron asociaciones entre esta y variantes en
los genes CYP3A5 y ASNS (Tabla 11). Concretamente, los pacientes no expresores
de CYP3A5 y los de genotipo 3R3R (rs3532526, ASNS) presentaron un riesgo
mayor de desarrollar mucositis que aquellos expresores y portadores del alelo 2R,
respectivamente (Tabla 12). En el mismo sentido, los pacientes con estas variantes
tuvieron un mayor numero de eventos de mucositis. De hecho, estas mismas
variantes siguen siendo las Unicas que explican la presencia/ausencia de la
mucositis al analizarlas junto con las otras variantes genéticas de la Tabla 11 y la

ancestralidad nativoamericana (Figura 9).

Pese a que la mucositis oral es uno de los efectos secundarios mas frecuentes de la
terapia antineoplasica, existen pocos estudios que analicen posibles factores de

riesgo genéticos.

La enzima CYP3A5 convierte a la VCR en metabolitos inactivos en las células
hepaticas (LOpez-Lopez et al.,, 2016). Un déficit de esta enzima llevaria a un
acumulo de VCR en la célula, lo que podria propiciar el desarrollo de toxicidades
como la mucositis. Esto concuerda con el trabajo de Gao et al. (2022) donde
variantes en CYP3A5, que propician la acumulacién de metabolitos activos de

hidroxicloroquina, se encontraron asociadas con efectos adversos en la mucosa.

Por otro lado, varios estudios relacionan la mucositis con la administracion de L-ASP
(Muller et al., 2000; Ortiz et al., 2013; Proc et al., 2020), aunque ninguno de ellos

investiga el rol de las variantes génicas en esta. La hipersensibilidad es el efecto
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adverso mas frecuente de la administracion de L-ASP. Aunque la hipersensibilidad
se manifiesta generalmente como anafilaxia, edema, broncoespasmo, urticaria,
prurito, eritema o hinchazon (Fonseca et al., 2021), no podemos descartar a la
mucositis como una posible manifestacion. Teniendo en cuenta que el genotipo
3R3R (rs3532526, ASNS) se ha visto asociado con un mayor riesgo a desarrollar
hipersensibilidiad a la L-ASP (Ben Tanfous et al., 2015), la asociacion entre este

genotipo y la mucositis era factible.

Respecto a la presencia/ausencia del sindrome de cushing, se encontraron
diferencias significativas en la distribucion de los genotipos para las variantes
rs2032582 (ABCB1) y rs1049674 (ASNS) (Tabla 13). Si bien existen numerosos
estudios sobre estos genes, ninguno ha reportado una asociacion entre estas
variantes y el cushing en LLA.

En relacién al rs2032582, aunque la distribucion de genotipos mostré diferencias
significativas (Tabla 13), el analisis de riesgo no establecié ninguna relacion entre los
genotipos y la presencia de cushing (datos no mostrados), asi como tampoco el
analisis de clasificacion y regresion (Figura 10). De todos modos, llama la atencion
que la totalidad de los pacientes de genotipo CT (N=3) presentan esta toxicidad
(Tabla 13). A pesar de que son Unicamente tres, no se puede descartar una posible
relacion entre este genotipo y la presencia de cushing. Se deberia analizar un mayor

namero de pacientes para confirmar o descartar esta eventual relacion.

Asimismo, los pacientes de genotipo TA para la variante rs1049674 (ASNS)
presentan un riesgo mayor de sufrir cushing que los de genotipo TT (Tabla 14) y un
mayor numero de eventos. Esto podria explicarse por un posible efecto de esta
variante en la expresion o funcion de ASNS, lo que conllevaria a una menor cantidad
de Asny, por ende, a una acumulacion L-ASP, que podria provocar cushing. Esta es
la primera investigacion que encuentra una relacion entre esta variante y una

toxicidad del tratamiento de LLA pediatrica.

Por otra parte, no se encontro relacion entre el sindrome de cushing y los tres
componentes ancestrales (datos no mostrados). Sin embargo, al analizar la
presencia de esta toxicidad integrando todas las variantes de la Tabla 13 y el
componente ancestral nativoamericano (Figura 10), las variables explicativas son el

rs1049674 (ASNS) y la ancestralidad. Especificamente, los pacientes de genotipo
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TA con menos de 20% de componente nativoamericano desarrollan mas cushing
gue los que tienen mayor proporcién de este componente. Es de destacar que este
es el segundo resultado donde se observa un efecto “protector” del componente

nativoamericano.

En cuanto a la hiperglicemia, se encontr6 una relacion entre esta y la variante
rs3832526 del gen ASNS (Tabla 15). Sin embargo, el andlisis de riesgo no
establecié ninguna relacibn entre los genotipos y este efecto adverso. La
hiperglicemia es una manifestacion clinica que suele observarse durante la fase de
induccion, debido a la coadministracion de PRED y L-ASP. Teniendo en cuenta que
el alelo 3R actia como potenciador del gen ASNS (Akagi et al.,, 2010) y que
presentar altos niveles de Asn (o bajos de Asp) aumenta el riesgo de desarrollar
diabetes (Luo et al., 2020), se esperaba encontrar una posible relaciéon entre esta
variante y la hiperglicemia. La falta de asociacion podria deberse a que Unicamente

ocho pacientes desarrollaron hiperglicemia durante la fase de induccion.

Con respecto a la toxicidad gastrointestinal, aquellos pacientes de genotipo TC
(rs9282564, ABCB1) presentaron mas eventos de toxicidad gastrointestinal que los
TT. Sin embargo, ni el andlisis de distribucion de genotipos ni el de riesgo mostraron
diferencias significativas (datos no mostrados). Considerando que la toxicidad
gastrointestinal, en particular las nauseas y los vomitos, es uno de los efectos
secundarios mas comunes de las quimioterapias (Ortiz et al., 2013; Tao et al., 2020),
el efecto del genotipo podria verse enmascarado. Por otro lado, la asociacion
encontrada deberia ser tomada con cautela ya que el nimero de eventos de
toxicidad gastrointestinal podria estar sobreestimado (por ejemplo, tener vémitos por
cuatro dias se ve reflejado como cuatro eventos y no como uno). A su vez, la
heterogeneidad de sintomatologia considerada como toxicidad gastrointestinal en
esta investigacion podria influir en los resultados. A modo de ejemplo, los sintomas
de diarrea y estrefiimiento fueron considerados de manera indistinta como toxicidad
gastrointestinal y, quizas, deberian haber sido analizados por separado. Sin
embargo, debido al tamafio de la muestra dichos analisis no fueron factibles. Por
altimo, las historias clinicas son, en parte, un reflejo de lo que los pacientes

exteriorizan. Si bien el “dolor de panza” no fue incluido dentro de la toxicidad
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gastrointestinal debido su caracter subjetivo, sintomas como nauseas o “ganas de

vomitar” también podrian variar de paciente a paciente.

En relacion con la toxicidad hepética, la falta de asociacién observada podria
deberse a la heterogeneidad en el namero de funcionales hepaticos de los
pacientes. Por ejemplo, mientras que para algunos pacientes no hay registros, para

otros figuran mas de 10 en los 33 dias que dura la induccion.

6.5 Toxicidades en el tratamiento de LLA

El 40,2% de los pacientes desarrollaron alergia a la L-ASP en algin momento del
tratamiento, de los cuales 6,7% la manifestaron en la fase de induccién y 93,3% en

etapas posteriores.

Debido a que el evento adverso mas frecuente de la administracion de L-ASP es la
reaccion inmunitaria, era de esperarse que un porcentaje elevado de pacientes
desarrollasen esta toxicidad. De hecho, este porcentaje es similar a los previamente
reportado por otros autores (Chen et al., 2010; Pieters et al., 2011; Ben Tanfous et
al., 2015; Kutzegi et al., 2015; Rajic et al., 2015).

En relacion al momento del tratamiento en que los pacientes desarrollan la toxicidad,
la diferencia observada entre los porcentajes en la fase de induccién y post
induccion concuerda con lo previamente reportado. Segun varios autores, la
manifestacion de este efecto adverso ocurre principalmente en etapas post
induccion (Zalewska-Szewczyk et al., 2007; Pieters et al., 2011; Rajic et al., 2015). Si
bien la produccion de anticuerpos anti L-ASP en la fase de induccion podria ser
medible, el tratamiento intensivo con GC podria provocar un retraso de la respuesta
inmunitaria enmascarando los sintomas caracteristicos de la hipersensibilidad a la L-
ASP. Posteriormente, en respuesta a la re-exposicion a la L-ASP, las células B
producen anticuerpos IgG o IgE provocando reacciones alérgicas (Pieters et al.,
2011; Rajic et al., 2015).

En relacion al grupo de riesgo, y en concordancia con lo reportado por Rajic et al.
(2015) y Kutszegui et al. (2015), aquellos pacientes de RA presentan un riesgo
mayor de desarrollar alergia a la L-ASP en comparacion con el grupo RE y RI. A

diferencia de los pacientes de RE y RI, los de RA reciben también L-ASP en la fase
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de consolidacion (tres pulsos de 25.000 U/m?. La mayor dosis acumulada del

farmaco y la frecuencia de administracion podrian explicar este resultado.

Por otro lado, los pacientes alérgicos a la L-ASP presentan un mayor riesgo a recaer
qgue aquellos no alérgicos. Esta observacion concuerda con investigaciones previas
en donde, se asocio la hipersensibilidad a la L-ASP con una menor SLEventos y SG
(Zalewska-Szewczyk et al., 2007; Rajic et al., 2015). Sin embargo, se ha visto que
los pacientes que no reciben L-ASP o aquellos que reciben menos del 80% de la
dosis estandar tienen un prondstico menos prometedor (Silverman et al., 2001,
Pieters et al., 2011). Por consiguiente, a pesar de la alta frecuencia de
hipersensibilidad a la L-ASP, la administracion de este farmaco es fundamental en el

tratamiento de la LLA.

Las variantes en los genes ASNS y GRIAL analizadas no se relacionaron con la
presencia de alergia a la L-ASP (Tabla 16). La ausencia de asociacién con las
variantes de ASNS son compatibles con los reportados por Youssef et al., 2021 y
por Ben Tanfous et al. (2015) para la cohorte de validacion. Respecto a GRIAL, los
resultados obtenidos difieren de los reportados por Rajic et al. (2015) y Chen et al.
(2010), aunque concuerdan con lo reportado por Kutszegi et al. (2015) para el total
de su muestra. En particular, Kutszegi et al. (2015) si encuentran una asociacion
entre la variante rs4958351 (GRIA) y la alergia a L-ASP en aquellos pacientes con
LLA-T de RA. Debido a que unicamente 7,3% (N=14) de los pacientes de esta tesis
tuvieron LLA-T y que, de éstos, Unicamente cuatro son de RA, no fue viable realizar
un estudio mas exhaustivo. Otro aspecto a tener en consideracion es la posible
existencia de hipersensibilidad silenciosa, que en nuestro caso no fue posible
detectar, que podria estar relacionada con la presencia de variantes en estos genes.
Debido a que los efectos de la hipersensibilidad silenciosa son también importantes,
seria de gran interés realizar estudios farmacogenéticos utilizando la medicion de
anticuerpos, asi como también de los niveles plasmaticos de L-ASP (Lopez-Santillan
et al., 2017). Debido a la importancia de la L-ASP en el tratamiento, seria prudente
poder determinar cualquier reaccién de hipersensibilidad para adecuar el

tratamiento.

Por otra parte, no se encontré relacion entre la hipersensibilidad a la L-ASP vy los tres

componentes ancestrales (datos no mostrados). Asimismo, al analizar la presencia
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de hipersensibilidad a la L-ASP incluyendo todas las variantes de la Tabla 16 junto
con la ancestralidad nativoamericana y los grupos de riesgo, estos ultimos son la
Gnica variable explicativa (Figura 11). Estos resultados difieren a lo reportado por
Chen et al (2010), quienes postulan que la ancestralidad nativoamericana se asocia
con un menor riesgo de desarrollar alergia a la L-ASP. Teniendo en cuenta que las
poblaciones hibridas, como la de esta tesis o la analizada por Chen et al. (2010),
pueden presentar una composicion ancestral distinta, el componente

nativoamericano de dichas poblaciones no es necesariamente comparable.

Es de destacar que la hipersensibilidad a la L-ASP ha sido relacionada
principalmente con el uso de L-ASP de E. coli nativa (Guilleme et al., 2013). En la
muestra analizada en esta tesis coexisten pacientes a los que se les administré una
o las dos formulaciones de E. coli. En comunicacion personal con la Dra. Schelotto,
meédica tratante en la Fundacion Pérez Scremini, constatamos que hasta hace
aproximadamente dos afios se administraba en primera instancia L-ASP de E. coli
nativa (Kidrolase ®) a todos los pacientes. Si el paciente desarrollaba algun tipo de
alergia, se evaluaba el estado del mismo y, segun correspondiese, se procedia a
intentar conseguir la formulacion alternativa (L-ASP de E. coli-PEG, Oncospar ®).
Esta formulacion era extremadamente dificil de adquirir y costear en Uruguay, por lo
que no se realizaba el cambio de formulacion en todos los pacientes. Por este
motivo, no fue posible analizar el rol de la formulacion administrada en la
susceptibilidad a la L-ASP. Actualmente, el Oncospar ® forma parte del Fondo

Nacional de Recursos y es la formulacion elegida como primera opcion.

En relacion a la toxicidad osteomuscular no se encontraron relaciones entre esta
toxicidad y las variantes genéticas y tampoco con la ancestralidad (datos no
mostrados).

En primer lugar, la falta de asociacion podria deberse al bajo nUmero de pacientes
gue desarrollaron estos eventos adversos (7%, N=13). En segundo lugar, debemos
considerar la manera en que se determiné la toxicidad osteomuscular en esta tesis.
Los trabajos en los que se reporta algun tipo de asociacion entre variantes genéticas
y los problemas 6seos, contaban con un estudio o examen médico detras de la
sintomatologia. En el caso de Kawedia et al. (2011), independientemente de los

sintomas, los pacientes eran sometidos a una resonancia magnética de cadera y
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rodillas en dos momentos del tratamiento y una vez finalizado el mismo. Asimismo,
en el estudio de Gagné et al. (2019) la ON sintomatica fue confirmada por
radiografia, tomografia computarizada o resonancia magnética. Debido a que en las
historias clinicas analizadas en esta tesis no se especificaba la etiologia de la
manifestacion clinica, fue inviable distinguir los problemas 6seos de los musculares.
Por esta razon, una posible asociacion entre las variantes genéticas y/o la

ancestralidad con la toxicidad 6sea no deberia descartarse por completo.

Por dltimo, cerca del 16% de los pacientes desarrollaron neurotoxicidad. Teniendo
en cuenta que el 83% de estos la manifestaron en fases post induccion, no se puede
afirmar que esta toxicidad se deba Unicamente a la administracion de VCR. Otros
farmacos, como por ejemplo el MTX, podrian estar influyendo en el desarrollo de
esta toxicidad (Vezmar et al., 2003; Bhojwani et al., 2014).

A su vez, aquellos pacientes de genotipo TC para la variante rs9282564 (ABCB1)
presentaron un riesgo mayor de desarrollar este efecto adverso que los de genotipo
TT (Tabla 17). Al momento, esta variante no ha sido asociada a ningun efecto
adverso derivado del tratamiento de LLA. Debido a que la VCR y el MTX pueden ser
transportados al exterior celular por ABCB1 (Whirl-Carrillo et al., 2012; Lopez-L6pez
et al., 2016; Triarico et al.,, 2021), variantes que modifiquen la actividad de este
transportador podrian provocar distintas toxicidades, como por ejemplo la

neuroldgica.

Por otro lado, aquellos pacientes con toxicidad neurologica presentaron un
componente nativoamericano significativamente menor que los que no la
desarrollaron (Tabla 18). Este resultado concuerda con lo reportado por Renbarger
et al. (2008), Sims (2016) y McClain et al., (2018), quienes describen una mayor
frecuencia de neuropatias inducidas por VCR en nifios caucasicos que en
afroamericanos e hispanos. Una vez mas, los resultados de esta tesis muestran una
relacion entre tener un mayor componente ancestral nativoamericano y un menor

riesgo a desarrollar una toxicidad, en este caso la neurolégica.

Debido a que el componente ancestral nativoamericano y la variante rs9282564 no
se encontraron asociados (Tabla 19), estas dos variables explicarian de manera
independiente la presencia de neurotoxicidad.
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Al analizar la toxicidad neurolégica incluyendo como variables independientes la
ancestralidad nativoamericana junto con las variantes en los genes ABCB1, ABCG2,
CYP3A5 y CEP72, la unica variable explicativa es el rs9282564 del gen ABCB1
(Figura 12). Pese a que el analisis de neurotoxicidad y ancestralidad
nativoamericana mostré diferencias significativas (Tabla 18), el arbol de clasificacion
y regresion no consideré a la misma como variable explicativa (Figura 12). Esta
exclusion podria deberse a que en el anadlisis de clasificacion y regresion se
consideraron individuos que tuvieran datos para todas las variables, de los cuales 24
habian desarrollado neurotoxicidad; mientras que en el andlisis de la ancestralidad
(Tabla 18) se consideraron 28 pacientes con este efecto adverso. Cabe destacar
que, los cuatro pacientes con neurotoxicidad excluidos no pudieron ser genotipados
para la variante rs9282564, pero su ancestralidad mostré6 un componente

nativoamericano menor al 20%.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se realizé el mismo analisis de clasificacion y
regresion, pero flexibilizando el valor de significancia (p < 0,1). Como resultado, se
observa que la variante rs9282564 sigue explicando de manera significativa esta
toxicidad y, ademas, los pacientes de genotipo CT son clasificados segun la
ancestralidad nativoamericana (Figura 13). Aunque, el nodo que separa los
individuos con mas o menos de 20% de componente nativoamericano no alcanza la
significancia deseada (p = 0,085), no podemos descartar un posible efecto de la
ancestralidad en la toxicidad neuroldgica. Seria deseable poder determinar el
genotipo de los cuatro pacientes excluidos y/o analizar un mayor numero de
pacientes para determinar, de manera mas precisa, la importancia de la

ancestralidad en la neurotoxicidad.
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Toxicidad neurolégica

% n
Ausencia 84,5 134
Presencia 15,5 24
Total 100 132

r$9282564 (ABCB1)
p=0,001 X’=10,0

C|C CIT
% n % n
Ausencia 88,1 119 Ausencia 60,0 12
Presencia 11,9 16 Presencia 40,0 8
Total 87,1 135 Total 12,9 20
I
Componente ancestral
nativoamericano
p=0,085 X*=20
I
22;0% <2;0%
% n % n
Ausencia 85,8 6 Ausencia 46,2 6
Presencia 14,3 1 Presencia 53,8 7
Total 45 7 Total 8,4 13

Figura 13. Arbol de clasificacion para la neurotoxicidad. Se consider6 como
variable dependiente la presencia/ausencia de neurotoxicidad y como variables
independientes las variantes en los genes ABCB1, ABCG2, CEP72 y CYP3A5 y la
ancestralidad nativoamericana (mayor o menor a 20%), con un nivel de significancia

de 0,1. n: nimero de pacientes. p=p-valor. X*= coeficiente de Chi cuadrado.
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Teniendo en cuenta que en Uruguay cerca de 23 nifios son diagnosticados con LLA
por afio, y que la muestra comprende 200 nifios reclutados entre 2010 y 2020
procedentes de todo el territorio uruguayo; se puede decir que la muestra utilizada
es representativa del total de casos de LLA pediétrica reportados en nuestro pais.

Concordante con lo previamente reportado para nuestro pais, la muestra de
pacientes presentdé una composicion tri-hibrida, con un aporte principal europeo
(69,2%), seguido del nativoamericano (20,1%) y el africano (10,7%), aunque con

gran heterogeneidad a nivel individual.

La ancestralidad nativoamericana observada en la muestra de pacientes concuerda
con reportes previos que indican una mayor incidencia de LLA en poblaciones

latinoamericanas o hispanas.

Contrariamente a lo esperado, uno de los indicadores de respuesta al tratamiento
(blastos al dia +8) se encontr6 asociado con la ancestralidad nativoamericana, lo

gue sugiere que podrian existir otros factores asociados este componente ancestral.

Por primera vez, variantes en los genes CYP3A5 y ASNS fueron asociadas con el
riesgo de desarrollar mucositis durante la fase de induccion del tratamiento de LLA

pediatrica.

La variante rs1049674 del gen ASNS y la ancestralidad nativoamericana explican,
en parte, la presencia de sindrome de cushing durante la fase de induccion del

tratamiento de LLA pediatrica.

La variante rs9282564 del gen ABCB1, vinculado al transporte de VCR, se encontr6
asociada con un mayor riesgo de desarrollar neurotoxicidad durante el tratamiento
de LLA pediatrica.

En contraposicién a lo reportado en otros trabajos, existe una aparente proteccion
del componente nativoamericano a las distintas toxicidades observadas en este

trabajo. Esto podria ser debido a varios factores:

e Debido a que la poblacion analizada en este estudio pertenece mayoritariamente
al sistema publico de salud, las diferencias en el acceso a la salud serian un

factor de menor peso para explicar las toxicidades. Esta mayor homogeneidad

79



7 CONCLUSIONES

permite evidenciar factores genéticos que podrian no ser observados en otras

poblaciones mas heterogéneas.

e EI componente nativoamericano de la poblacion uruguaya podria no ser igual a
los reportados para otras poblaciones ya que, en su mayoria, las investigaciones
de farmacogenética y ancestralidad son realizadas con hispanos de Estados
Unidos.

e Finalmente, no se pueden descartar factores micro-evolutivos como deriva
genética o efectos fundadores que hayan aumentado la frecuencia de variantes

protectoras dentro del componente ancestral nativoamericano.

Las asociaciones observadas entre la respuesta al tratamiento y/o las toxicidades
con la ancestralidad nativoamericana resaltan la importancia de estudiar las
poblaciones de Latinoamérica debido a sus diferencias con las poblaciones

ancestrales y su gran heterogeneidad.
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e Aumentar el numero de AIMs para determinar con mayor exactitud la

ancestralidad tanto individual como global de la muestra.

e Estudiar variantes en los genes ARID5B, CDKN2A, CEBPE, IKZF1 y PIP4K2A
para detectar posibles factores de riesgo genéticos asociados a la predisposicion

de LLA y a la ancestralidad nativoamericana.

e Profundizar el analisis sobre la contribucibn del componente genético
nativoamericano en la toxicidad neurolégica para corroborar el posible efecto
protector de este componente.

e Analizar la presencia de variantes en otros genes vinculados con el transporte y
metabolismo de la PRED, VCR y L-ASP como por ejemplo ABCC1, ABCC3, ATF5
y CYP3A4 con el fin de investigar su implicancia en las toxicidades derivadas de

la administracion de estos farmacos.

¢ Identificar las posibles variantes genéticas hereditarias involucradas con el riesgo
de recaida en pacientes pediatricos con LLA. Para esto, el equipo de trabajo del
LGMH tiene un proyecto financiado por CSIC (I1+D 2020), que plantea secuenciar
mediante NGS el exoma de pacientes con y sin recaidas con el fin de identificar

variantes de riesgo.
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ANEXO

Tabla 1. Diferencias poblacionales respecto a la muestra de pacientes. Para cada variante se muestran los valores de
significancia del tets de diferenciacidon poblacional entre las frecuencias genotipicas determinadas para la muestra de
pacientes y las de la base de datos "1000 genomas". Valores <0,05 indican que existen diferencias entre las poblaciones.

Gen Variante IBS* TSI* CEU* YRI* LWK* CHB* CHS* CLM* MXL* PEL* PUR*

ACP1 rs12714403 0,651 0435 0,124 0000 0000 0,343 0614 0921 0,662 0,474 1,000
rs11553746 0,607 0,904 0,085 0000 0000 0,628 0,156 0,592 0,372 0,608 0,704

ABCB1 rs2032582 0,976 0,681 0,690 0000 0000 0000 0000 0,182 0,479 0000 0,949
rs9282564 0,245 1,000 0,142 0000 0001 0000 0000 0,372 0,479 0,015 0,065

ABCG2 rs2231137 0,000 0,007 0000 0001 0,438 0000 0000 0,915 0,050 0,000 1,000

CYP3A5 rs776746 0,449 0048 0014 0000 0000 0000 0000 0,075 0002 0,954 0,000
rs10264272 0,565 1,000 1,000 0000 0000 1,000 1,000 0,558 0,070 0,278 0,001
rs41303343 1,000 1,000 1,000 0000 0000 1000 1000 1,000 1,000 1,000 1,000

CEP72 rs924607 0,117 0,415 0,034 0000 0000 0,317 0,09 0038 0,105 0,067 0,312
ASNS rs3832526 0001 0035 0000 039 0,370 0300 0,192 0,428 0,100 0001 0,862

rs1049674 0,000 0,047 0,003 0000 0000 0008 0000 0033 0,08 0030 0,001
GRIA1 rs4958351 0,983 0002 0,328 0,260 0012 0000 0000 097 0,361 0000 0,554

rs11951398 1,000 0,057 0,357 0,000 0,005 0,000 0001 0,137 0,032 0,007 0,650

* . Datos extraidos de la base de datos "1000 genomas". IBS: Poblacidén ibérica de Espafia. TSI: Poblacién toscanini de Italia. CEU:
Residentes de Utha con ancestralidad del norte y oeste europeo. YRI: Poblacidn de Yoruba en Ibadan, Nigeria. LWK: Poblaciéon de
Luhya en Webuye, Kenia. CHB: Poblacion Han en Beijin, China. CHS: Poblacion Han del sur, China. CLM: Poblacién colombiana de
Medellin. MXL: Poblacién de Los Angeles con ancestralidad mejicana PEL: Poblacién peruana de Lima. PUR: Poblacién de Puerto Rico.
(1000 Genomes Project Consortium, 2015).



ANEXO

Tabla 2. Marcadores Informativos de ancestralidad (AIMs) en pacientes y controles

PACIENTES CONTROLES
Crom. AlMs Frec. Frec. Frec. Frec. Frec. Frec.
alélica’ homocigota > heterocigota  alélica ! homocigota heterocigota

1  rs1934393~ 0,391 0,162 0,457 0,383 0,095 0,575
rs2817611 0,107 0,012 0,191 0,085 0,000 0,170
rs6684063~ 0,332 0,121 0,422 0,314 0,050 0,528

2 rs1036543 0,227 0,052 0,351 0,193 0,040 0,307
rs842634 0,251 0,058 0,387 0,299 0,082 0,434
rs1470524 0,746 0,555 0,382 0,712 0,494 0,437

3 rs10510791 0,526 0,285 0,482 0,560 0,345 0,430
rs9310888 0,945 0,890 0,110 0,918 0,849 0,138

4 rs10519979 0,528 0,270 0,515 0,508 0,245 0,525
rs1398829 0,040 0,006 0,069 0,060 0,006 0,107

5  rs10515535 0,431 0,195 0,472 0,477 0,236 0,482
rs257748 0,451 0,214 0,474 0,462 0,205 0,513

6  rs10484578 0,446 0,194 0,505 0,453 0,185 0,535
rs6911727 0,607 0,368 0,479 0,558 0,333 0,449
rs9320808 0,723 0,526 0,393 0,678 0,471 0,414

7 rs10248051 0,636 0,400 0,472 0,680 0,445 0,470
rs10214949 0,116 0,017 0,197 0,126 0,025 0,201
rs10486576 0,759 0,595 0,327 0,752 0,584 0,336

8  rs1898280* 0,661 0,490 0,342 0,699 0,495 0,409
rs4733652 0,267 0,064 0,407 0,239 0,057 0,363

9 rs10491654 0,444 0,172 0,543 0,384 0,125 0,518
rs4013967* 0,734 0,572 0,324 0,741 0,557 0,367

10 rs10508349* 0,115 0,031 0,168 0,095 0,020 0,150
rs1397618 0,055 0,000 0,110 0,076 0,006 0,139

11  rs10501474~ 0,584 0,321 0,526 0,595 0,390 0,410
rs948360 0,901 0,807 0,187 0,896 0,811 0,170

12 rs249847* 0,569 0,390 0,359 0,558 0,335 0,445
rs4762106*~ 0,712 0,558 0,308 0,680 0,506 0,348

13 rs10507688 0,750 0,566 0,367 0,796 0,633 0,327
rs2585901 0,313 0,105 0,415 0,320 0,101 0,437

14 rs10131076 0,127 0,014 0,226 0,126 0,015 0,221
rs1451928* 0,301 0,047 0,509 0,282 0,082 0,399

15 rs10520678 0,806 0,638 0,337 0,793 0,610 0,365
rs9302185 0,150 0,023 0,254 0,190 0,045 0,290

16 rs1004704 0,288 0,092 0,393 0,265 0,060 0,410
rs10500505 0,216 0,053 0,325 0,145 0,026 0,237

17 rs10491097~ 0,434 0,184 0,500 0,368 0,170 0,395
rs2253624 0,905 0,815 0,179 0,918 0,842 0,152

18 rs1013459 0,172 0,041 0,262 0,143 0,006 0,274
rs12953952 0,939 0,878 0,122 0,899 0,810 0,177

19 rs888861 0,349 0,145 0,407 0,348 0,127 0,443
20 rs708915 0,668 0,474 0,387 0,689 0,453 0,472
rs2208139 0,459 0,233 0,453 0,469 0,255 0,428

21 rs2829454 0,669 0,462 0,415 0,698 0,495 0,405
22 rs138022 0,240 0,051 0,378 0,273 0,095 0,355

1: Frecuencia del alelo de referencia. 2: Frecuencia del genotipo homocigota para el alelo de referencia.

*: AIMs en no equilibrio de Hardy Weinberg en |la muestra LLA

~: AIMs en no equilibrio de Hardy Weinberg en la muestra control
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Tabla 3. Ancestralidad individual de la muestra de pacientes

ID Africana  Europea Nativo Am. ID Africana  Europea Nativo Am.
FL1 0,089 0,413 0,498 FL51 0,080 0,845 0,167
FL3 0,034 0,865 0,101 FL52 0,061 0,716 0,223
FL4 0,041 0,883 0,083 FL54 0,248 0,319 0,433
FL5 0,025 0,558 0,417 FL55 0,048 0,846 0,106
FL6 0,102 0,824 0,076 FL56 0,113 0,681 0,206
FL7 0,039 0,816 0,145 FL57 0,102 0,840 0,058
FL8 0,276 0,590 0,134 FL58 0,113 0,593 0,294
FL9 0,036 0,902 0,062 FL59 0,067 0,856 0,297
FL10 0,115 0,779 0,115 FL61 0,074 0,686 0,240
FL11 0,182 0,572 0,246 FL62 0,176 0,715 0,109
FL12 0,053 0,593 0,354 FL64 0,107 0,772 0,423
FL13 0,310 0,824 0,199 FL66 0,249 0,502 0,249
FL14 0,100 0,722 0,178 FL67 0,100 0,708 0,192
FL15 0,075 0,826 0,368 FL68 0,209 0,550 0,477
FL16 0,046 0,828 0,126 FL70 0,136 0,737 0,202
FL17 0,143 0,819 0,038 FL71 0,062 0,837 0,219
FL19 0,183 0,422 0,395 FL72 0,331 0,631 0,038
FL21 0,033 0,860 0,107 FL73 0,108 0,501 0,391
FL22 0,195 0,643 0,162 FL74 0,068 0,579 0,308
FL23 0,064 0,801 0,135 FL75 0,343 0,888 0,094
FL24 0,096 0,810 0,224 FL76 0,057 0,888 0,055
FL25 0,029 0,777 0,194 FL77 0,097 0,851 0,052
FL26 0,091 0,543 0,366 FL78 0,054 0,800 0,146
FL27 0,044 0,921 0,035 FL79 0,046 0,683 0,271
FL29 0,087 0,496 0,417 FL8O 0,062 0,548 0,390
FL30 0,050 0,853 0,097 FL81 0,227 0,547 0,226
FL31 0,090 0,682 0,243 FL82 0,047 0,709 0,244
FL33 0,090 0,881 0,029 FL83 0,070 0,704 0,226
FL35 0,301 0,529 0,170 FL84 0,135 0,642 0,223
FL36 0,055 0,779 0,166 FL85 0,071 0,612 0,141
FL37 0,379 0,197 0,424 FL86 0,077 0,839 0,084
FL38 0,313 0,570 0,117 FL87 0,125 0,587 0,073
FL39 0,036 0,692 0,018 FL88 0,069 0,904 0,027
FL40 0,173 0,611 0,096 FL89 0,250 0,687 0,063
FL42 0,132 0,907 0,476 FL9O 0,041 0,697 0,262
FL43 0,056 0,777 0,167 FL91 0,050 0,849 0,101
FL44 0,057 0,767 0,176 FL92 0,029 0,747 0,224
FL45 0,097 0,713 0,190 FL93 0,034 0,512 0,454
FL46 0,082 0,504 0,414 FL94 0,023 0,756 0,254
FL47 0,057 0,771 0,172 FL95 0,062 0,692 0,064
FLA8 0,051 0,762 0,071 FL96 0,198 0,601 0,201
FL49 0,127 0,715 0,158 FL97 0,110 0,586 0,304
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ID Africana  Europea Nativo Am. ID Africana  Europea Nativo Am.
FL98 0,084 0,734 0,182 FL140 0,024 0,855 0,121
FL99 0,112 0,805 0,083 FL141 0,180 0,791 0,040

FL100 0,061 0,679 0,260 FL142 0,155 0,710 0,135
FL101 0,064 0,479 0,457 FL143 0,120 0,545 0,335
FL102 0,072 0,748 0,180 FL144 0,084 0,921 0,089
FL103 0,038 0,720 0,242 FL145 0,081 0,639 0,280
FL104 0,124 0,798 0,167 FL146 0,064 0,685 0,093
FL105 0,068 0,841 0,091 FL147 0,074 0,545 0,574
FL106 0,274 0,416 0,310 FL148 0,202 0,716 0,082
FL107 0,032 0,855 0,223 FL149 0,096 0,728 0,176
FL108 0,073 0,891 0,036 FL150 0,079 0,708 0,213
FL109 0,415 0,543 0,042 FL151 0,050 0,665 0,285
FL110 0,102 0,762 0,136 FL152 0,227 0,592 0,181
FL111 0,036 0,672 0,348 FL153 0,046 0,728 0,361
FL112 0,094 0,816 0,090 FL154 0,041 0,739 0,220
FL113 0,171 0,693 0,136 FL157 0,115 0,778 0,107
FL114 0,168 0,633 0,162 FL158 0,038 0,770 0,192
FL115 0,115 0,726 0,159 FL159 0,152 0,816 0,032
FL116 0,091 0,610 0,463 FL160 0,133 0,734 0,133
FL117 0,118 0,792 0,085 FL161 0,061 0,773 0,166
FL118 0,028 0,624 0,348 FL162 0,121 0,532 0,347
FL119 0,167 0,763 0,197 FL163 0,148 0,746 0,106
FL120 0,060 0,626 0,314 FL164 0,184 0,517 0,299
FL121 0,038 0,600 0,084 FL165 0,115 0,581 0,304
FL122 0,023 0,813 0,164 FL166 0,025 0,927 0,048
FL123 0,210 0,396 0,394 FL167 0,161 0,758 0,081
FL124 0,048 0,690 0,149 FL168 0,246 0,321 0,433
FL125 0,140 0,544 0,316 FL169 0,039 0,843 0,118
FL126 0,055 0,864 0,081 FL170 0,057 0,643 0,300
FL127 0,093 0,769 0,138 FL171 0,202 0,732 0,066
FL128 0,188 0,266 0,546 FL172 0,076 0,737 0,187
FL129 0,054 0,874 0,072 FL173 0,053 0,650 0,297
FL130 0,235 0,641 0,124 FL174 0,045 0,736 0,219
FL131 0,033 0,433 0,534 FL175 0,079 0,688 0,296
FL132 0,045 0,780 0,175 FL176 0,082 0,850 0,068
FL133 0,139 0,734 0,127 FL178 0,218 0,663 0,222
FL134 0,113 0,789 0,098 FL179 0,190 0,699 0,092
FL135 0,149 0,596 0,255 FL180 0,046 0,814 0,140
FL136 0,072 0,896 0,456 FL181 0,052 0,724 0,224
FL137 0,147 0,680 0,173 FL182 0,037 0,885 0,078
FL138 0,167 0,752 0,081 FL184 0,156 0,679 0,165
FL139 0,047 0,715 0,238 FL185 0,218 0,645 0,137
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ID Africana Europea Nativo Am.
FL186 0,050 0,763 0,187
FL189 0,200 0,674 0,126
FL190 0,090 0,855 0,183
FL192 0,103 0,834 0,063
FL194 0,054 0,808 0,138
FL195 0,065 0,482 0,453
FL198 0,154 0,701 0,145
FL199 0,036 0,850 0,114
FL200 0,120 0,811 0,069
FL201 0,210 0,656 0,134
FL202 0,072 0,683 0,245
FL203 0,112 0,515 0,373
FL206 0,036 0,721 0,243
FL207 0,176 0,741 0,083
FL209 0,094 0,717 0,189
FL210 0,157 0,668 0,175
FL211 0,038 0,772 0,190
FL212 0,032 0,596 0,372
FL213 0,047 0,611 0,468
FL214 0,148 0,575 0,277
FL215 0,099 0,824 0,077
FL216 0,057 0,838 0,385
FL217 0,054 0,662 0,207
FL218 0,035 0,770 0,195
FL219 0,043 0,937 0,020
FL221 0,110 0,559 0,138
FL222 0,081 0,574 0,517
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Tabla 4. Ancestralidad individual de la muestra control

ID Africana  Europea Nativo Am. ID Africana  Europea Nativo Am.
601 0,078 0,729 0,193 643 0,121 0,845 0,034
602 0,087 0,578 0,335 644 0,249 0,670 0,081
603 0,149 0,768 0,083 645 0,115 0,751 0,134
604 0,205 0,750 0,045 646 0,239 0,525 0,236
605 0,043 0,824 0,133 647 0,017 0,770 0,213
606 0,075 0,740 0,185 648 0,084 0,644 0,272
607 0,188 0,618 0,194 649 0,090 0,877 0,033
608 0,093 0,801 0,106 650 0,096 0,856 0,048
609 0,047 0,779 0,174 651 0,051 0,855 0,094
610 0,076 0,570 0,354 652 0,017 0,931 0,052
611 0,155 0,614 0,231 653 0,178 0,772 0,050
612 0,111 0,824 0,065 654 0,035 0,923 0,042
613 0,227 0,693 0,080 655 0,051 0,753 0,196
614 0,095 0,826 0,079 656 0,100 0,423 0,477
615 0,022 0,689 0,289 657 0,136 0,737 0,127
616 0,350 0,522 0,128 658 0,083 0,837 0,080
617 0,121 0,741 0,138 659 0,072 0,732 0,196
618 0,066 0,772 0,162 660 0,261 0,586 0,153
619 0,260 0,648 0,092 661 0,172 0,579 0,249
620 0,180 0,664 0,156 662 0,067 0,888 0,045
621 0,068 0,810 0,122 663 0,068 0,899 0,033
622 0,335 0,618 0,047 664 0,221 0,716 0,063
623 0,280 0,603 0,117 665 0,067 0,679 0,254
624 0,041 0,777 0,182 666 0,219 0,489 0,292
625 0,027 0,688 0,285 667 0,074 0,708 0,218
626 0,071 0,901 0,028 668 0,065 0,754 0,181
627 0,103 0,682 0,215 669 0,200 0,521 0,279
628 0,093 0,843 0,064 670 0,098 0,661 0,241
629 0,268 0,400 0,332 671 0,037 0,787 0,176
630 0,109 0,759 0,132 672 0,288 0,612 0,100
631 0,039 0,777 0,184 673 0,152 0,702 0,146
632 0,051 0,789 0,160 674 0,190 0,587 0,223
633 0,188 0,692 0,120 675 0,022 0,850 0,128
634 0,136 0,611 0,253 676 0,075 0,820 0,105
635 0,018 0,907 0,075 677 0,210 0,600 0,190
636 0,091 0,672 0,237 678 0,247 0,657 0,096
637 0,164 0,558 0,278 679 0,099 0,758 0,143
638 0,047 0,687 0,266 680 0,209 0,741 0,050
639 0,038 0,849 0,113 681 0,110 0,756 0,134
640 0,090 0,773 0,137 682 0,029 0,692 0,279
641 0,065 0,762 0,173 683 0,073 0,710 0,217
642 0,159 0,555 0,286 684 0,155 0,770 0,075
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ID Africana  Europea Nativo Am. ID Africana  Europea Nativo Am.
685 0,017 0,534 0,449 727 0,080 0,827 0,093
686 0,027 0,598 0,375 728 0,130 0,791 0,079
687 0,057 0,659 0,284 729 0,048 0,734 0,218
688 0,417 0,523 0,060 730 0,073 0,877 0,050
689 0,068 0,756 0,176 731 0,035 0,921 0,044
690 0,159 0,801 0,040 732 0,129 0,791 0,080
691 0,057 0,798 0,145 733 0,184 0,685 0,131
692 0,044 0,790 0,166 734 0,262 0,545 0,193
693 0,206 0,719 0,075 735 0,161 0,696 0,143
694 0,042 0,855 0,103 736 0,073 0,816 0,111
695 0,281 0,381 0,338 737 0,093 0,540 0,367
696 0,064 0,879 0,057 738 0,186 0,627 0,187
697 0,078 0,777 0,145 739 0,088 0,878 0,034
698 0,158 0,672 0,170 740 0,129 0,728 0,143
699 0,121 0,551 0,328 741 0,167 0,674 0,159
700 0,214 0,675 0,111 742 0,265 0,690 0,045
701 0,305 0,633 0,062 743 0,109 0,840 0,051
702 0,300 0,551 0,149 744 0,054 0,635 0,311
703 0,317 0,220 0,463 745 0,104 0,721 0,175
704 0,044 0,792 0,164 746 0,137 0,764 0,099
705 0,098 0,636 0,266 747 0,184 0,691 0,125
706 0,167 0,763 0,070 748 0,074 0,892 0,034
707 0,056 0,768 0,176 749 0,084 0,740 0,176
708 0,080 0,600 0,320 750 0,047 0,625 0,328
709 0,036 0,596 0,368 751 0,294 0,649 0,058
710 0,055 0,676 0,269 752 0,209 0,755 0,036
711 0,023 0,690 0,287 753 0,215 0,463 0,322
712 0,040 0,731 0,229 754 0,090 0,619 0,291
713 0,020 0,750 0,230 755 0,084 0,651 0,265
714 0,052 0,840 0,108 756 0,198 0,708 0,094
715 0,301 0,624 0,075 757 0,036 0,806 0,158
716 0,173 0,645 0,182 758 0,108 0,798 0,094
717 0,117 0,772 0,111 759 0,100 0,768 0,132
718 0,056 0,617 0,327 760 0,083 0,551 0,366
719 0,191 0,512 0,297 761 0,100 0,771 0,129
720 0,340 0,509 0,151 762 0,062 0,688 0,250
721 0,051 0,888 0,061 763 0,339 0,515 0,146
722 0,057 0,782 0,161 764 0,189 0,663 0,148
723 0,121 0,423 0,456 765 0,092 0,699 0,209
724 0,039 0,782 0,179 766 0,048 0,829 0,123
725 0,211 0,511 0,278 767 0,111 0,767 0,122
726 0,166 0,754 0,080 768 0,131 0,631 0,238
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ID Africana Europea Nativo Am.
769 0,054 0,840 0,106
770 0,134 0,747 0,119
771 0,254 0,697 0,049
772 0,203 0,631 0,166
773 0,117 0,855 0,028
774 0,055 0,798 0,147
775 0,087 0,799 0,114
776 0,022 0,742 0,236
777 0,065 0,685 0,250
778 0,081 0,577 0,342
779 0,051 0,645 0,304
780 0,061 0,712 0,227
781 0,134 0,785 0,081
782 0,121 0,786 0,093
783 0,200 0,689 0,111
784 0,277 0,549 0,174
785 0,065 0,679 0,256
786 0,150 0,715 0,135
787 0,037 0,876 0,087
788 0,209 0,562 0,229
789 0,140 0,611 0,249
790 0,051 0,853 0,096
791 0,057 0,695 0,248
792 0,103 0,838 0,059
793 0,181 0,662 0,157
794 0,199 0,707 0,094
795 0,203 0,689 0,108
796 0,223 0,559 0,218
797 0,035 0,574 0,391
798 0,329 0,492 0,179
799 0,087 0,726 0,187
800 0,061 0,607 0,332
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