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RESUMEN
El mieloma multiple es una enfermedad causada por la degeneracién maligna
de las células plasmaticas, originando una proliferacién anormal de las mismas.
Actualmente, esta enfermedad representa el 1% de todas las neoplasias y la
incidencia mundial es de 0,2 a 5,1 casos por 100.000 habitantes por afio. En un
estudio previo, se evidencio alteraciones en el grupo de proteinas quinasas. Se
conoce que el gen AKT1 codifica una serina-treonina quinasa, la cual esta
implicada en el crecimiento, proliferacion y supervivencia celular, por lo que es
de alta importancia a nivel oncolégico. A pesar de esto, hasta el momento no
se han reportado mutaciones de forma masiva para este gen en mieloma
multiple. Razén por la cual se correlacion6 la presencia de los polimorfismos
E319G, P388T, D32E del gen AKT1l con datos clinicos, clasificacion
cromosOmica y supervivencia en pacientes ecuatorianos con mieloma multiple
en el presente estudio. Sin embargo, se encontr6 que no existen los SNPs
antes mencionados en pacientes con la enfermedad y controles de diferentes
grupos étnicos. No obstante, se evidencio la presencia de otros polimorfismos
durante la amplificacion de estos fragmentos, estos fueron rs2494732,
rs3803304 y rs35622471. Adicionalmente se identificaron 3 nuevas variantes
aun no registradas en el NCBI, en las posiciones 104.772.763, 104.772.762 y
104.772.760. Después de realizar el analisis estadistico relacionando la
frecuencia de los polimorfismos entre el grupo afecto y control, se determiné
que rs2494732 y 104.772.763 arrojan una distribucién distinta entre ambos
grupos (p<0,05). Asimismo, se evidencié que rs2494732 y 104.772.763 no se
encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg dentro de la poblacién investigada.
También, los genotipos C/C y C/C+C/G del polimorfismo 104.772.763
presentan una relacion con el riesgo de desarrollar mieloma mdltiple. De igual
manera al correlacionar los polimorfismos con los historiales clinicos se
encontraron valores significativos para albumina y beta-2-microglobulina en los
SNPs 104.772.763 y rs2494732 respectivamente, por lo que estos podrian
estar implicados la progresion de la enfermedad. Los resultados del presente
estudio sirven de base para poder profundizar sobre este gen y comprender su

rol en el mieloma mudltiple y la poblacién ecuatoriana.
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ABSTRACT
Multiple myeloma is a malignant disease caused by degeneration of plasma
cells, facilitating an abnormal proliferation of them. Actually, this disease
represents 1% of all cancer malignancies and the global incidence is 0.2 to 5.1
cases per 100,000 men and women per year. In a previous study, changes
were evident in the group of protein kinases. It is known that the AKT1 gene
encodes a serine-threonine kinase, which is involved in growth, proliferation and
cell survival, so it is really important in cancer. Despite this, at the moment there
have not been reported mutations for this gene in multiple myeloma massively.
That is why the presence of the polymorphisms of AKT1 gene E319G, P388T,
D32E were correlated with clinical data, chromosome classification and survival
in Ecuadorian patients with multiple myeloma in this study. However, the SNPs
previously mentioned were not present in patients with the disease and controls
of different ethnic groups. But during the amplification of these fragments, the
presence of other polymorphisms was evidenced, these were rs2494732,
rs3803304 and rs35622471. Additionally, three new variants that are not
registered in the NCBI were identified on 104.772.763, 104.772.762 and
104.772.760 positions. After performing statistical analysis relating the
frequency of polymorphisms between affect and control groups, it was
determined that rs2494732 and 104772763 show a different distribution
between the two groups (p<0.05). It was also found that rs2494732 and
104,772,763 are not in Hardy-Weinberg equilibrium within the researched
population. Moreover, genotypes C/C and C/C+C/G of 104.772.763
polymorphism have a relationship with the risk of developing multiple myeloma.
Similarly, in the correlation of polymorphisms with clinical histories there were
found significant values for albumin and beta-2-microglobulin with the SNPs
rs2494732 and 104 772 763 respectively, so these could be implicated in
disease progression. The results of this study provide the basis to understand

this gene and its role in multiple myeloma and Ecuadorian population.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Segun un estudio retrospectivo realizado en Centroamérica se identificd que el
primer caso de mieloma mudultiple habia sido diagnosticado en el afio de 1845,
ya que este era confundido con otro tipo de enfermedades (Estrada, 2012,
p. 343). Esta enfermedad representa el 1% de todos los tumores malignos, el
10% de las neoplasias hematolégicas y el 2% de las muertes a razon de cancer
(Sabin, 2013). La incidencia reportada a nivel mundial oscila entre
aproximadamente 114.000 casos nuevos anualmente (Globocan, 2012). Sin
embargo, en el Ecuador su incidencia es de 91 casos nuevos para hombres y

64 para mujeres por cada 100.000 habitantes (Cueva y Yépez, 2014, p. 43).

Este tipo de céancer se presenta principalmente en la poblaciéon adulta, en un
rango de edad de 65 y 70 afios, con una supervivencia media de tan solo tres
afos. Es una enfermedad con una alta morbilidad y mortalidad causada por las
infecciones. Sin embargo, se ha podido determinar que existe una mayor
frecuencia en la raza negra y en el sexo masculino (Ries, Eisner y Kosary,
2005).

Actualmente, se desconoce el origen de esta enfermedad, pero se ha podido
determinar que existe mayor susceptibilidad a contraer la misma segun el oficio
al que cada persona se dedica. Se ha visto que la exposicidbn a genotoxicos
(insecticidas, herbicidas, y metales pesados) puede aumentar el riesgo de
contraer cancer (Alavanja, Ross y Bonner, 2013, p. 122). De acuerdo a
Eriksson y Karlsson (1992, p. 100), los agricultores tienen una mayor
vulnerabilidad ante esta enfermedad debido a la exposicion prolongada a
sustancias quimicas como pesticidas. No obstante, no se encontrd una relaciéon
entre la exposicion a solventes organicos y la factibilidad de adquirir mieloma

multiple.



Los estudios epidemioldgicos y/o genéticos en mieloma multiple son escasos
en Latinoameérica, Unicamente Argentina, Brasil, Chile y México presentan
informacion perteneciente a esta enfermedad y a nivel nacional hay pocos
datos (Leone et al., 2013, p. 9; Paz y Mifio et al., 2013, p. 109).

A nivel mundial se han realizado un sin nimero de investigaciones genéticas
en esta enfermedad debido a su relevancia en la salud, lo que ha permitido
clasificar a los casos con mieloma multiple (MM) en dos grupos basados en la
distribucion del numero cromosémico: hiperdiploides y no hiperdiploides. Estas
alteraciones guardan relacion con el pronostico de los enfermos, siendo el
grupo con translocaciones cromosomicas o no hiperdiploides el de peor
evolucion (Debes-Marun, Dewald y Bryant, 2003, pp. 427-436).

La introduccién de tecnologias de alta resolucién han permitido avanzar en el
conocimiento de las alteraciones genéticas del MM. Asi, en un estudio previo
realizado en lineas celulares por arrays de mapeo genético, se evidencio
alteraciones en el grupo de proteinas quinasas (Elosua et al., 2008, p. 1694;
Leone et al., 2009, p. 942).

Se conoce que el gen AKTL1 codifica una serina-treonina quinasa la cual esta
implicada en el crecimiento, proliferacion y supervivencia celular, por lo que es
de alta importancia a nivel oncolégico. Es por ello que hoy en dia se estan
desarrollando farmacos especificos para la regulacion de AKT, presentando asi
un posible tratamiento para esta enfermedad incurable (Vivanco y Sawyers,
2002, p. 490).

De acuerdo a andlisis informaticos se ha reportado alrededor de 22 mutaciones
puntuales del gen antes mencionado, donde las mas destacadas son: E17K,
E319G, L357P, P388T, D32E, T479M, A399T, R69Q, R406H, H143Y y E17S.
Siendo en su mayoria perjudiciales para el ADN, alterando la funcién y
estabilidad de ciertas proteinas, y a su vez desencadenando enfermedades

terminales como el cancer. Especificamente los polimorfismos E319G, P388T y



D32E exhiben caracteristicas de potencial dafio en la estabilidad y funcion de la
proteina para la que codifica, y por lo tanto mayor susceptibilidad de causar
enfermedades (Shanthi, Rajasekaran y Ramanathan, 2014, pp. 959-961).

En el presente trabajo se plantea contribuir al conocimiento cientifico mundial
con la descripcion del estado del MM en el Ecuador, a través de establecer el
papel de los polimorfismos E319G, D32E, P388T del gen AKT1 mediante la

asociacion con datos clinicos y citogenéticos.

1.2 Justificacién

El mieloma mudltiple al ser una enfermedad muy agresiva tiene un pronostico de
vida muy bajo, alrededor de 3 afios (Neira, Moran, Correa y Estrada, 2014,
p. 88). Esta patologia es muy frecuente en otros paises, sin embargo, datos
preliminares de Globocan (2012) indican que la incidencia en Ecuador es

ligeramente menor que la reportada mundialmente.

A pesar de la aparicion de importantes avances terapéuticos, la enfermedad
continda siendo incurable, razén por la cual la mayoria de pacientes fallece
rapidamente después del diagndéstico. A nivel mundial existen estudios
realizados en lineas celulares con MM para evaluar la influencia del gen AKT1,
perteneciente al grupo de proteinas quinasas. Sin embargo, en estas
investigaciones no se ha considerado el rol de los polimorfismos de este gen en
el desarrollo de la enfermedad. Es por ello que la presente investigacion
pretende caracterizar clinica y genéticamente a los pacientes ecuatorianos
mediante la evaluacion de los polimorfismos E319G, P388T y D32E del gen
AKTL1. Esta investigacion brindard conocimiento netamente teérico para que

posteriormente pueda ser aplicado de manera practica.

Es asi que la socializacibn de los resultados beneficiara a la comunidad
cientifica ya que servira como base para futuras investigaciones, asi como el

disefio de medicamentos de acuerdo a las diferencias genéticas. Esto permitira



mejorar la calidad de vida de los pacientes y a su vez aumentar la tasa de
supervivencia. Adicionalmente, los datos obtenidos podran entrar a una base
de datos a nivel nacional e internacional con el fin de comprender mejor el
mecanismo de accion de este cancer y poder establecer diferencias

patologicas segun la situacion geogréafica y étnica.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Correlacionar la presencia de los polimorfismos E319G, P388T, D32E del gen

AKT1 con datos clinicos, clasificacion cromosomica y supervivencia en

pacientes ecuatorianos con mieloma multiple.

1.3.2 Objetivos especificos

Asociar cada polimorfismo con los historiales clinicos.

Asociar el gen AKT1 en funcién de cada polimorfismo con la clasificacion

cromosodmica.

Comparar la frecuencia de los polimorfismos presentes en pacientes con

mieloma multiple y casos controles.

Evaluar la relacion existente entre la presencia de los polimorfismos y las

curvas de supervivencia en pacientes diagnosticados con mieloma multiple.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1 Biologia y patogenia del mieloma multiple

2.1.1 Origen y caracteristicas de la célula mielomatosa

El mieloma multiple es una enfermedad caracterizada por la degeneracion
maligna de las células plasmaticas o también denominadas plasmocitos. Este
tipo de células forman parte del sistema inmune el cual estd encargado de
reconocer y proteger el organismo ante la presencia de cuerpos extrafios
(antigenos). El sistema inmune cuenta con dos grupos celulares: mieloides y
linfoideos. Dentro de las células mieloides se encuentran neutrdfilos, basdfilos,
eosindfilos, macréfagos y células dendriticas. Mientras que el segundo grupo
celular comprende linfocitos By T (Arnaiz, Regueiro y Lopez, 1995, p. 19).

Los linfocitos B alcanzan su madurez en la médula ésea, y posteriormente se
dirigen a 6rganos especificos como el bazo y ganglios linfaticos. A lo largo de
este proceso se van conformando receptores de antigenos en su membrana
externa, y finalmente se activan mediante la exposicidn directa a agentes
extrafios. Una vez concluido este proceso, los linfocitos B maduros proliferan y
se diferencian en células plasméticas, células de memoria y productoras de

anticuerpos (Rojas, 2003, p. 83).

Los receptores de antigenos son también denominados inmunoglobulinas o
anticuerpos. Estos se encuentran formados por dos polipéptidos: cadenas
pesadas y cadenas livianas. Ambas cadenas son estructuralmente idénticas ya
gue tienen una region variable y una region constante. La regién constante
como su nombre lo indica es idéntica en todas las inmunoglobulinas (lgs);
mientras que la region variable es la encargada de otorgarle la caracteristica de
especificidad, debido a que por su ubicacién en el extremo amino mediara la

unién para determinados antigenos (Figura 1) (Parham, 2006, p. 23).
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Figura 1. Estructura de las inmunoglobulinas.
Tomado de Caballero, 2009, p. 126.

En cuanto a la clasificacion de cadenas ligeras y pesadas, se han descrito dos
tipos de cadenas ligeras (K, A) y cinco de cadenas pesadas (M, Y, 0, €, a). Por lo
que cualquier isotipo de cadena ligera puede unirse a distintas variantes de
cadenas pesadas (Roitt, 2008, p. 257).

El proceso de maduracién de los linfocitos B puede ser descrito en siete etapas
(Figura 2). Primero, una célula madre da lugar a la primera célula humana pro-
B, que posee los receptores CD19 y TdT, pero carece de inmunoglobulina
citoplasmatica o de unién a la superficie. EI CD19 es un antigeno propio del
estirpe By el TdT es un receptor del estirpe T (Gutiérrez, 2009, pp. 235-238).

Segundo, se desarrollan células pre-B que seran capaces de sintetizar cadenas
pesadas J con regiones constantes y variables. Tercero, empiezan a originarse
ambas clases de cadenas ligeras, por lo que al unirse con la cadena pesada p
comenzaran a expresar Igs M. En esta etapa las células B reciben el nombre

de inmaduras porgue no pueden proliferar y diferenciarse al estar expuestas a



antigenos, asimismo no podran expresar otro tipo de cadena pesada vy liviana
(Pefa, 2014).

Cuarto, las células inmaduras empiezan a producir cadenas pesadas ® y J que
al unirse con las cadenas ligeras expresardn inmunoglobulinas My G en la
superficie de su membrana. En esta fase las células inmaduras se movilizan de
la médula ésea hacia los érganos linfaticos para su maduracion y activacion
(Pefna, 2014).

Quinto, las células B maduras al estar expuestas a antigenos se activan y
adquieren la potencialidad de proliferacion y diferenciacion. Ademas, son
capaces de sintetizar Igs solubles, es decir anticuerpos. Sexto, una vez
activadas las células maduras pueden cambiar el isotipo de las cadenas
pesadas para producir distintos tipos de inmunoglobulinas (Arnaiz et al., 1995,
pp. 47-49).

Séptimo, las células activadas podran diferenciarse en células de memoria y
células plasméticas. De esta manera, las células que producen
inmunoglobulinas de superficie son denominadas células de memoria. Por otro
lado, las células plasmaticas son aquellas que crean anticuerpos de manera
constante durante varios afios desde los 6rganos linfaticos (Arnaiz et al., 1995,
pp. 47-49).
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Figura 2. Maduracion de los linfocitos B.
Tomado de Arnaiz et al., 1995, p. 48.

La causa del mieloma multiple se ve relacionada directamente a una
produccion excesiva y descontrolada de células plasmaticas. Estas células no
funcionales exhiben caracteristicas anormales, tal como la secrecion
descomunal de inmunoglobulinas, principalmente 1gG, IgA, IgD, IgM e IgE, lo
cual facilita su deteccion. Adicionalmente, en cuanto a los rasgos genéticos se

ha podido determinar que existen alteraciones cromosOmicas en regiones



especificas, razon por la cual se ha determinado que esta enfermedad surge a
raiz de cambios en el ADN (Fonseca et al., 2004, pp. 1546-1547). Sin embargo,
aun se desconocen los mecanismos por los que el ADN se degenera y por lo
tanto las células pierden los mecanismos de control de proliferacion celular y
muerte programada. Inclusive en algunas ocasiones se pueden formar
plasmocitomas o masas tumorales debido a la acumulacion de células

plasmaticas malignas (Estrada, 2012, p. 344).

2.1.2 Patogenia del mieloma multiple

El mieloma mudltiple surge de la proliferacion excesiva de células plasméticas
que se han degenerado en malignas por diversas alteraciones
microambientales o0 genéticas. Hasta la actualidad se desconoce la causa de
esta enfermedad, pero se ha asociado al mieloma mdultiple con otro tipo de
gammapatias. Ademas, se ha podido identificar que existe una mayor
predisposicion a contraer la enfermedad segun el grupo étnico, género, estilo

de vida y ocupacion (Estrada, 2012, p. 344).

Segun Palumbo y Anderson (2011, pp. 1046-1047), el mieloma evoluciona de
una gammapatia monoclonal de significado clinico incierto (MGUS) que
progresa a mieloma quiescente o indolente y, finalmente a mieloma sintomatico
o activo (Figura 3). La gammapatia monoclonal de significado incierto se
caracteriza por la produccion de un solo anticuerpo por parte de las células
plasméticas, por lo que su deteccion es sencilla. Asimismo, esta patologia es
comun en adultos mayores y al generar anticuerpos de un solo tipo, no afecta
significativamente la salud. Adicionalmente, al ser asintomatica no es tratada
(Gertz y Greipp, 2004, p. 2). Por otro lado, cuando un paciente presenta todas
las caracteristicas del mieloma mdultiple pero no exhibe sintomas, se conoce
como mieloma quiescente. Razon por la cual su deteccibn es sumamente
importante para poder impedir la evolucion de éste en mieloma mudltiple.

Cuando se detectan pacientes con mieloma asintomatico se debe suministrar
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tratamiento de forma inmediata para evitar la progresion en aproximadamente 2

afos en cancer (Davatelis, 2015).

normal
plasma  ——p e SMM —
cell

Medula Gammapatia Mieloma Mieloma
oseade Monoclonal quiescente multiple
donantes de significado

sanos Incierto

Figura 3. Modelo de patogenia del mieloma multiple.
Tomado de Leone et al., 2008, p. 6035.

En el dmbito genético, el ADN de las células plasméticas sufre distintas
mutaciones lo cual permite que se conviertan en patoldgicas. Una de las
alteraciones genéticas mas comunes es la translocacion de IgH en el locus
14932; esta mutacion esta presente en 40-50% de los pacientes con MGUS o
MM asintomatico, 55-70% en tumores intramedulares de MM, 70-80% en MM
extramedular y 90% en lineas celulares con MM (Menoni y Da Silva, 2010,
p. 10).

Ademas, las anomalias genéticas alteran la expresion de algunas moléculas de
adhesiéon de las células mieloides, asi como también las respuestas a los
estimulos en el microambiente. De igual manera, las interacciones entre las
células cancerigenas y las células normales, o0 a su vez de las proteinas de la
matriz extracelular favorecen el incremento del tamafio del tumor, la migracion,
supervivencia e inclusive la resistencia a los medicamentos (Palumbo y
Anderson, 2011, p. 1048).

Por otra parte, el contacto de las células plasmaticas con el microambiente
medular y el estroma induce la secrecion de citosinas y factores de crecimiento,
tales como la interleucina-6 (II-6), la interleucina-10 (I1-10), el factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor transformador del crecimiento
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B1 (TGF-B1) y el factor de crecimiento 1 simil insulina (IGF-1), los miembros de
la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF). Todos estos compuestos
permitiran aumentar la proliferacion celular, angiogénesis tumoral y activacion
de osteoclastos que desencadenan lesiones é6seas. Asimismo, debido a la
proliferacion descontrolada se podrian producir tumores 6seos conocidos como
plasmocitomas. Otra de las manifestaciones clinicas son anemia, insuficiencia
renal, hipercalcemia, insuficiencia multiorganica e infecciones (Fantl, 2003,
pp. 11-15).

2.1.3 Clasificacibn cromosémica

Mediante estudios citogenéticos empleando pruebas de hibridacion in situ
fluorescente (FISH) e hibridacion gendmica comparada, se ha reportado que
los pacientes con MM muestran alteraciones cromosomicas del tipo numérico y

estructural (Conte, Braggio, Figueroa y Fonseca, 2009).

Especificamente mediante FISH, se pudo agrupar casos de MM segun el
cariotipo en: hiperdiploides y no hiperdiploides. El grupo hiperdiploide se
caracteriza por la presencia de trisomias de los cromosomas impares (3, 5, 7,
9, 11, 15, 19, 21) y una baja frecuencia de translocaciones de IgH. Mientras
que el grupo no hiperdiploide, exhibe reestructuraciones cromosémicas como
translocaciones y constante pérdida de cromosomas especialmente 13, 14, 16
y 18 (Fonseca et al., 2004, p. 1546). De acuerdo a estudios previos, los casos
hiperdiploides tienen una mayor sobrevida y nula progresion de la enfermedad,
en comparacion con el grupo no hiperdiploide. De tal manera que, segun la
incidencia, el 50% - 60% de los casos son hiperdiploides y el porcentaje

restante son no hiperdiploides.

Las alteraciones estructurales con mayor frecuencia se encuentran en el locus
14932 y afectan el gen de la cadena pesada de la IgH. La translocacién 14932
puede yuxtaponerse a cualquier cromosoma siendo los mas recurrentes
t(11;14)(913;932), t(6;14)(p21.1;932.3), t(4;14)(p16.3;932) y t(14;16)(q32;923)
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(Chesi y Bersagel, 2013, pp. 313-315). La t(11;14) (g13;932) actia en la
desregulacion de la ciclina D1, la t(6;14)(p21.1;932.3) se ve relacionada con la
ciclina D3, la t(4;14)(p16.3;932) es encargada de la desregulacion de FGFR3 y
por ultimo la t(14;16)(g32;9023) afecta a la ruta c-maf. Asimismo, las
translocaciones secundarias de comienzo tardio junto con los genes ligados a
la progresion de la enfermedad incluyen anomalias genéticas tales como la
activacion de NRAS y KRAS, mutaciones en TP53 y FGFR3 e inhibidores de
ciclina dependiente de quinasa. También existen otras mutaciones en el
genoma que alteran la expresion de microRNAs y la metilacion de genes
(Prideaux, O’ brien y Chevassut, 2014, p. 8).

2.1.4 Estadiaje del mieloma multiple

El mieloma multiple puede ser clasificado en etapas o estadios segun el avance
de la enfermedad. Esto permite dar un prondstico y otorgar el mejor tratamiento
a los pacientes. Se entiende como pronostico a la prediccion del curso y
supervivencia de la enfermedad y esta dado por las propiedades que exhiben
las células mielomatosas (Sagar, 2009, p. 43). Estas propiedades son la tasa
de crecimiento, la produccién de varias citoquinas y sustancias que alteran
funciones de tejidos u drganos,y la tasa de produccion de proteinas

monoclonales (Fantl, 2003, p. 18).

Hoy en dia se usan dos tipos de sistemas de clasificacién: Durie-Salmon e
internacional (ISS). El primero fue desarrollado en 1975 y busca relacionar los
pardmetros clinicos mayores con la cantidad de masa tumoral. Es por ello que
este sistema se basa en la gravedad del dafio 6seo, la cantidad de
inmunoglobulina monoclonal en orina o sangre, y la cantidad de calcio y
hemoglobina en sangre (American Cancer Society, 2014, p. 21). Mediante este
sistema se ha podido describir tres estadios o etapas, siendo la primera de
menor gravedad y la tercera de mayor dafio con menos tiempo de
supervivencia. Sin embargo, en los ultimos afios se ha reemplazado el sistema

de Durie-Salmon por el sistema internacional, el cual divide el mieloma en tres
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etapas basandose Unicamente en los niveles de albumina sérica y beta-2-
microglobulina sérica (Greipp et al., 2005, p. 3413) (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de sistemas de clasificacion de MM.

Durie-Salmon]44] I55([45]
Measured Myeloma Cell
Stage Criterla Mass (Cells = 10" rm?) Criteria Madian Survival
I Al of the following: < 0.6 (low) Serum b -microglobulin 62 Mo
1. Hb =10 g/ 100 mL = 3.5 mg/dl and serum
2. Nermal serum cakcium value albumin 2 3.5 g/dL

(5 12 mg/100 mL)

3. Normal bone structure (scale 0) or
salitary plasmacytoma on bone
xeray

4, Low M-component production
rates:

a. IgG value < 5 g/100 mL

b. Igh value < 3 /100 mL

€. Urine light chain M component
on electrophoresis <4 g/2d h

] Fitting neither stage | nor stage Il 0.6 - 1.2 {intermediate) Not stage | or lIP 44 mo

n One or mone of the following: = 1.2 (high) Serumn f-microglobulin 29 mo
1. Hb < 8.5 g/ 100 mL 2 5.5 mg/dL

2. Serum calcium value > 12 mg/1 00
mL

3. Advanced Iytic lesions (scale 3) on
bone x-ray

4, High M-component production
rates:

a. lgGvalue = 7 /100 mL

b. lgh value = 5 o100 mL

€. Urine light chain M component
on electrophoresis =12 g/24 h

"Thetsre 2t v catgories for stage B serum B -microglobulin < 35 mgadL bt serum albumdn < 15 gidL; and senem Bemicrsglobulin 1.5 o < $.5 mg/dL krespactive
ol seruim al bigrrdn kevel

155 = International Staging System.

Tomado de Kenneth, 2011, p. 6.

2.1.5 Factores de riesgo

El mieloma multiple al ser una neoplasia presenta factores de riesgo en comun
con otras enfermedades de esta estirpe. Entre ellos se encuentra la edad, el
grupo étnico y género, los antecedentes familiares, la obesidad, la dieta, la

actividad fisica y la ocupacion.

En cuanto a la edad, existe mayor predisposicion a contraer esta patologia a
medida que las personas envejecen, aproximadamente 65 afios. Unicamente el

1% de las personas diagnosticadas son menores a los 40 afios. Asimismo, de
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acuerdo a la raza y género, se han reportado una mayor incidencia en hombres
de raza negra (American Cancer Society, 2014, p. 6).

De acuerdo a los antecedentes familiares, personas que hayan tenido algun
familiar cercano con mieloma poseen mayor predisposicion a desarrollar el
mismo. Aproximadamente 4 veces mas probabilidad que cualquier otro sujeto

(American Cancer Society, 2014, p. 7).

Por otro lado, la dieta y la actividad fisica juegan un rol fundamental en la
factibilidad de desarrollar enfermedades. En este caso el consumo de frutas y
vegetales disminuyen el riesgo de padecer MM, mientras que la ingesta de
pollo incrementa el riesgo (Becker, 2011, pp. 29 - 30). Sin embargo, hasta el
momento se desconoce a ciencia cierta cuales son los alimentos encargados
de elevar o disminuir el peligro de tener MM. No obstante, es importante
recalcar que no se han encontrado asociaciones entre la obesidad y la
actividad fisica con el MM ya que no existen investigaciones encaminadas a

esta rama.

De igual manera la actividad diaria que desempefia el ser humano es de vital
importancia ya que se ha encontrado una relacion entre la exposicion continua
a genotoxicos y la propensidbn a contraer cancer. Los genotdxicos son
sustancias que como su nombre lo indica dafian la estructura del ADN
resultando en mutaciones inesperadas. Los principales genotoxicos son usados
en la industria agricola y estos son los pesticidas, insecticidas, y solventes en
general. Aunque de acuerdo a Leone y otros (2013, p. 10), en un estudio
realizado en Ecuador se encontr6 que los pacientes que poseian MM se
dedicaban mayoritariamente a la docencia y la agricultura.



15

2.2 Diagnéstico clinico del mieloma multiple y de sus complicaciones

2.2.1 Manifestaciones clinicas

Los pacientes con MM exhiben caracteristicas clinicas tales como anemia,
hipercalcemia, insuficiencia renal, trastornos del sistema nervioso y dolores
0seos. Las células mielomatosas interfieren con las células encargadas del
mantenimiento 0seo. Existen dos clases principales de células 6&seas:
osteoblastos y osteoclastos. Los osteoblastos son los que actian en la
generacion de novo de huesos, y los osteoblastos son los que disuelven los
huesos viejos. Las células malignas liberan una sustancia que indica a los
osteoclastos que aceleren su funcion y por lo tanto disuelvan los huesos. Es
por ello que los pacientes con MM tienen mayor susceptibilidad de padecer
dolores 0seos (Garcia, Mateos y San Miguel, 2007, pp. 104-105). Alrededor del
80% de los casos en los cuales aqueja este mal, el sitio mas comun es la
columna vertebral, pero también puede hallarse en el esternén, las
extremidades, las costillas, la cadera y el crAneo (American Cancer Society,
2014, p. 9; Estrada, 2012, p. 345). Estas dolencias se originan por lesiones
0seas que pueden manifestarse como osteoporosis e incluso fracturas que son

visualizadas por radiologia.

En imagenes obtenidas por rayos X se podran ver imagenes osteoliticas, no
obstante, para aquellas lesiones que son microscopicas se debe utilizar
resonancia magnética (American Cancer Society, 2014, p. 3). Asimismo, la
hipercalcemia afecta a un tercio de los pacientes durante el diagndstico y a un
30% adicional en el transcurso de la enfermedad. Esta situacion surge a raiz de
la liberacién de calcio en la sangre debido a la disolucion de huesos por los
osteoclastos, lo cual se ve reflejado en efectos secundarios como
deshidratacion, problemas renales, pérdida de apetito, dolor abdominal,

debilidad, somnolencia y confusion (Oyajobi, 2007, pp. 1-3).
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Adicionalmente, la proliferacion descontrolada de células plasmaticas en la
médula 6sea puede impedir la produccién normal de células sanguineas
ocasionando bajos recuentos de globulos rojos, glébulos blancos y plaquetas.
Si se presenta el primer caso, o también denominado anemia, se produciran
una serie de sintomas como debilidad, dificultad en la respiracién, mareos y
fatiga. Por otro lado, si existe un bajo recuento de glébulos blancos, o también
conocido como leucopenia, aumentara la susceptibilidad de contraer
infecciones. Cuando hay pocas plaquetas en la sangre, o también llamado
trombocitopenia, el paciente podra sufrir sangrados abundantes por cualquier
corte o raspadura leve (American Cancer Society, 2014, p. 9).

Por otro lado, la excesiva produccién de inmunoglobulina monoclonal por parte
de las células plasmaticas causa dafio a los rifiones. Debido a que estos
compuestos se acumulan y precipitan en los tubulos distales de las nefronas e
impiden el paso de la luz tubular (Manciola y Stemberg, 2013, p. 256). En los
primeros estadios de la enfermedad, el dafio renal no causa ningun sintoma,
hasta que se realiza un analisis de sangre. Sin embargo, con el paso del
tiempo y el avance de la patologia, los rifiones pierden la capacidad de eliminar
el exceso de liquido, sales y desechos. De tal manera que genera debilidad,
picazon, dificultad respiratoria e hinchazén de las extremidades inferiores
(Fantl, 2003, p. 13).

Ademas de lo anteriormente mencionado es importante recalcar que el MM
puede tener repercusiones en el sistema nervioso. Esto se debe principalmente
a que el dolor 6seo y descalcificacibn de huesos de la columna vertebral
ejercen presion en los nervios espinales, y puede causar dolor de espalda
inesperado e intenso, debilidad muscular y entumeciendo de piernas. Desde el
punto de vista bioquimico, las proteinas monoclonales anormales producidas
resultan ser tbéxicas para los nervios, lo cual provoca debilidad vy
adormecimiento de musculos. En algunos casos, una excesiva produccion del
anticuerpo podria desencadenar hiperviscosidad en la sangre. Es importante

que se remueva la proteina de la sangre si es que se presenta este sintoma, ya
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que de no ser asi podria retardar el flujo sanguineo al cerebro y ocasionar
confusion, dolor cerebral y mareos (Micheli, Nogués, Asconapé€, Fernandez y
Biller, 2002, p. 1142).

De igual manera, la proteina anormal se puede acumular en 6rganos (corazén,
higado, rifiones, entre otros) generando amiloidosis. Esta patologia es poco
frecuente ya que solo la presentan alrededor del 6% de los pacientes, razon
por la que se la considera una enfermedad separada del MM. La acumulacién
de las cadenas ligeras de las proteinas monoclonales en ciertos érganos
favorece a que estos aumenten su tamafio y dejen de funcionar
adecuadamente (Cobleigh, 2015).

2.2.2 Complicaciones infecciosas

Los pacientes diagnosticados con MM tienen una mayor propension a contraer
infecciones debido a que solo producen un tipo de inmunoglobulina, y dejan de
producir el resto de anticuerpos necesarios para mantener el buen
funcionamiento del sistema inmunoldgico. De esta manera los individuos al
poseer cualquier tipo de infeccidén responderan con menor efectividad a pesar
del tratamiento que estén tomando (Blink et al., 2015, pp. 107-108).

La complicacibn mas comun es la causada por la presencia de bacterias o
virus, y representa la primera causa de morbilidad. Segun Haehle (2013),
alrededor del 45% de pacientes con muerte temprana fue debido a infecciones
inesperadas. Aun se desconoce el mecanismo por el cual se producen estas,
sin embargo, se ha asociado a las bacterias encapsuladas con la
hipogammaglobulinemia. Esta constituye una disfuncion del sistema inmune
provocando una menor concentracion de todas las inmunoglobulinas y por lo
tanto aumenta la propensién a contraer una infeccién. Las infecciones mas

frecuentes son septicemia, meningitis, neumonia e influenza.
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Asimismo, la disfuncion multiorganica y el tratamiento administrado para
contrarrestar la enfermedad aumentan el riesgo de infecciones. Donde las
infecciones mas relevantes son insuficiencia renal, fallo respiratorio, dafio en la
mucosa intestinal, hiperglucemia, aumento de hierro en la sangre y amiloidosis
(Nucci y Anaissie, 2009, pp. 278-281).

Por otra parte, la implementacion de nuevas terapias ha permitido aumentar la
supervivencia de pacientes con mieloma. Aunque existen varias recaidas
durante el transcurso de la enfermedad, lo cual provoca inmunosupresion e
incrementa la posibilidad de tener infecciones. Tal es el caso de la
quimioterapia que, al ser realizada de forma seguida disminuye el niumero de
linfocitos T CD4+ (Nucci y Anaissie, 2009, p. 280).

2.2.3 Examenes de laboratorio

2.2.3.1 Deteccion de la proteina M

Dado el origen y la patogénesis de la enfermedad, las células mielomatosas
producen descontroladamente inmunoglobulinas de un solo tipo y toman el
nombre de paraproteina o proteina M. Las mas comunes son la 1gG e IgA, y
con menor frecuencia se presentan la IgE e IgM (Menoni y Da Silva, 2010, p.
16).

Su deteccion es sencilla mediante el uso de un proteinograma de suero y orina.
Esta metodologia se basa en el principio de la electroforesis, el cual permitira la
separaciéon de proteinas segin su peso y carga eléctrica. Por lo que se
visualizaran bandas de diferentes tamafios y alturas, permitiendo asi

determinar la cantidad y tipo de proteina presente en la muestra (Figura 4).
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Figura 4. Proteinograma normal de suero.
Tomada de Pérez, Bobillo, Veloz, Stable y Zaldiva, 2012.

Posterior a la electroforesis se realiza una inmunofijacion para poder
determinar componentes monoclonales, especialmente en las fracciones de las
By y globulinas. Para lo cual se colocan antigenos especificos favoreciendo asi
la formacién de un complejo insoluble que sera revelado por coloracion
(Rostango y Ghiso, 2013, pp. 7-8). De esta manera se puede identificar el tipo
de inmunoglobulina que se esta produciendo en exceso y la escasez de otras
(Figura 5).

Suero normal
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Figura 5. Inmunoelectroforesis de proteinas en suero.
Tomado de Molinas, 20009.
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2.2.3.2 Cuantificacion de inmunoglobulinas

Como se menciond anteriormente los anticuerpos juegan un rol fundamental
para el buen funcionamiento del sistema inmune. Las inmunoglobulinas con
mayor abundancia en sangre son IgG, IgM e IgA, pero su concentracion varia
de acuerdo a la edad. Ademas, se ha identificado que también existen
diferencias en funcion de la raza y el sexo (Menoni y Da-Silva, 2010, p. 16).

La nefelometria es la técnica mas empleada para poder cuantificar las
inmunoglobulinas debido a su alta sensibilidad. En esta metodologia se
requiere la extraccion de sangre intravenosa y posteriormente la colocacion de
un antigeno especifico para detectar la presencia de la inmunoglobulina
deseada. Todo este proceso es realizado en condiciones que favorezcan la
formacion del complejo anticuerpo-antigeno. Cuando se lleva a cabo esta
fusion, el complejo precipita gracias a su elevado peso molecular (Gutiérrez,
2006, p.17). De esta manera al colocar luz en la muestra con el precipitado, se
dispersa la luz y esta sera equivalente a la cantidad de inmunoglobulinas

presente en la sangre (Schroeder y Cavacini, 2010, pp. S41-S52).
En adultos los valores promedios de inmunoglobulinas se encuentran
detalladas en la tabla 2. Es importante recalcar que los rangos pueden variar

segun el laboratorio clinico.

Tabla 2. Valores promedios de inmunoglobulinas.

Inmunoglobulinas  mg/dL

I9G 560 -1800
IgM 45 - 250
IgA 100 - 400

Adaptado de Yi-Bin, 2015.
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2.2.3.3 Cuantificacion de cadenas ligeras libres

Cada célula plasmatica produce un anticuerpo formado por un tipo de cadena
pesada (M, v, 0, €, @) y una clase de cadena ligera (K o A). En este proceso se
forma las cadenas pesadas y ligeras por separado, siendo estas ultimas
liberadas en mayor cantidad para garantizar la correcta formacién de
inmunoglobulinas. El exceso de cadenas ligeras es liberado en la sangre en
conjunto con los anticuerpos ya formados. No obstante, estas son liberadas
facilmente por la orina y por lo tanto su deteccion es sencilla (Roitt, 2008,
p. 257).

Se ha asociado el exceso de cadenas ligeras libres a distintas enfermedades,
entre las cuales se encuentra el mieloma multiple con una incidencia de % de
los casos diagnosticados (Hoffbrand, Moss y Petit, 2006, p. 218). Razén por la
cual, es de suma importancia realizar la cuantificacion de las mismas, asi como
también la prueba de Bence-Jones en la cual se identifica la presencia de
cadenas libre excretadas a través de la orina. Asimismo, es muy Uutil realizar
estas pruebas clinicas para identificar pacientes con amiloidosis y con mieloma
multiple no secretor (MMNS), evaluar el estado de la enfermedad y su

progresion (Campos, Barbosa y Martin, 2012).

Al igual que los anteriores examenes, se emplean los métodos de
electroforesis, inmunofijacién y posterior cuantificaciéon con nefelometria. Los
valores normales en suero son: kappa 3,30 — 19,40 mg/L, lambda 5,71 - 26,30
mg/L e indice Kappa/lambda 0,26 - 1,65 (Murata et al., 2010, p. 16).

2.2.3.4 Pruebas citogenéticas

A través del uso de pruebas citogenéticas se ha podido determinar que existen
alteraciones numéricas y estructurales en los cromosomas. Los examenes mas
empleados son la hibridacion in situ fluorescente (FISH) y la hibridaciéon

genomica comparada (CGH). FISH es empleada para la deteccion de
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secuencias especificas de ADN en cromosomas mediante el empleo de sondas
marcadas radiactivamente. Esta técnica funciona de forma correcta en 2 fases
del ciclo celular, la etapa de metafase o en el nlcleo cuando se encuentre en
interfase. Adicionalmente, esta metodologia es usada ampliamente en el
estudio de enfermedades debido a su eficiencia en la deteccion de
translocaciones, duplicaciones, deleciones e inversiones cromosomicas (Oliva,
Ballesta, Oriola y Claria, 2004, p. 226).

La técnica se basa en el empleo de sondas que sean especificas para regiones
que presentan mayor susceptibilidad a tener fragilidad cromosémica. El
mecanismo de accion de esta técnica consiste en la hibridacion de la sonda
con la region de la muestra de interés. Si se lleva a cabo la hibridacion, la
sonda mandaré una sefial en forma de fluorescencia para que esta pueda ser
detectada facilmente por el investigador (Cunningham, 2011, pp. 282 - 283)
(Figura 6).
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Figura 6. Técnica de hibridacién in situ fluorescente FISH.
Tomado de Cunningham, 2011, p. 283.

Actualmente existen dos tipos de sondas para el diagndstico de enfermedades,
entre las que se encuentran aquellas que se unen a regiones repetitivas de
ADN y sondas que hibridan a una region Unica. Las primeras son empleadas
para hibridarse con regiones como los centromeros o teldmeros de los

cromosomas, mientras que las segundas son especificas para regiones de
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interés. Sin embargo, para realizar un analisis mas completo se emplean
cocteles de sondas que marcan un cromosoma y permite que este fluorezca
totalmente. Mediante esta metodologia se pueden determinar anomalias
presentes en el material genético de los pacientes (Lisker, Zentella, y Grether,
2013, pp. 188-205).

Por otro lado, CGH se encarga de la comparacién genémica de una muestra de
ADN con un caso control, en ella podra identificarse las ganancias y pérdidas
de material genético. Para lo cual, el ADN muestra es marcado con fluoréforos
de un color diferente al ADN control de tal manera que al mezclarse e
hibridarse se pueda definir las regiones que tengan mayor intensidad o
carezcan de la misma (Nussbaum, Mclness y Willard, 2008, p. 55). No
obstante, esta técnica estd en desuso debido a su elevado costo y tiempo

necesario.

2.3 Genética molecular del mieloma maltiple

2.3.1 Ruta PIBK/AKT1/mTOR

La ruta del fosfoinositol-3-quinasa (PI3K) es sumamente importante en algunos
aspectos celulares ligados al crecimiento y division celular, razén por la cual
juega un rol indispensable en el estudio del cancer. Esta via de sefalizacion es

activada a través de una serie de pasos (Figura 7).

La presencia de un ligando en los receptores tirosina quinasa de la membrana
celular conlleva a la activacién y fosforilacion de los mismos, estos grupos
fosforilo liberados interaccionan con el sustrato del receptor de la insulina (IRS).
Esta union permite la fosforilacion de IRS, el cual desencadenara la
fosforilacion de la subunidad p85 de la PI3K permitiendo un cambio
conformacional en la proteina y favoreciendo el reclutamiento de la subunidad
pl10 de PI3K y activando la misma. Subsecuentemente, PI3K fosforila el

fosfatidil inositol 3,4 bifosfato (PIP2) y lo transforma en fosfatidil inositol 3, 4, 5
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trifosfato (PIP3), el cual dirige la activacion de AKT. Finalmente, AKT se
encargara de fosforilar a varias dianas responsables de la supervivencia,

proliferacion y crecimiento celular.
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Figura 7. Ruta de PI3K.

Tomado de Pinzén, Serrano, Sanabria, 2009, p. 47.

Varios estudios demuestran que esta ruta se encuentra implicada en el
metabolismo del cancer, contribuyendo a la progresibn tumoral vy
transformacion celular (Pinzon et al., 2009, pp. 47-48). De tal manera cuando
esta via esté inhibida, los pacientes con la enfermedad presentan resistencia a
los tratamientos suministrados (Fresno et al., 2004, pp. 198-201).
Adicionalmente, se suprime la apoptosis y divisibn de las células
cancerigenas. Siendo esta ruta metabdlica de vital importancia para la
ejecucion de investigaciones enfocadas en la generacidon de medicamentos
(Osaki, Oshimura e Ito, 2004, pp. 670-673).

Segun Leone y otros en un estudio realizado en el 2008 (p. 1694), las
alteraciones genéticas encontradas en pacientes con MM afectan a genes
pertenecientes a ciertas rutas metabdlicas entre las que se encuentran
PIBK/AKT, CdK (quinasa dependiente de ciclina), NF-kB y aurora quinasa.

Especificamente las afecciones en PI3K/AKT se ven relacionadas con las


https://en.wikipedia.org/wiki/NF-%CE%BAB
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citoquinas encargadas del crecimiento intracelular o extracelular, como se

menciond anteriormente.

2.3.2 Gen AKT1

El gen AKT es el homologo del oncogén viral v-akt, causante de la leucemia en
ratones. Se ha podido describir 3 isoformas de este gen: AKT1 (PKBa), AKT2
(PKBB) y AKT3 (PKBy). Mediante el uso de la prueba citogenética FISH se
pudo identificar la posicién en la que se encuentra cada uno de ellos, de la
siguiente manera: 14932 (AKT1) (Figura 8), 19q913.1-13.2 (AKT2) y 1q44
(AKT3) (Osaki et al., 2004, p. 668).

Figura 8. Posicion de AKT1 en el cromosoma 14.

Tomado de Genetics Home Reference, 2012.

En cuanto a la estructura, el gen AKT1 consta de 14 exones y contiene
aproximadamente 26.396 pb y un marco de lectura abierto de 1.443 pb.
Cuando este gen se traduce, se forma una proteina conformada por 480
aminoacidos con un peso molecular de 55.686 Da. La proteina quinasa B o
llamada también serina/treonina quinasa tiene un dominio de homologia
Pleckstrina (PH), una regién helicoidal corta, un dominio regulador hidrofébico y
un dominio catalitico quinasa. Esta proteina tiene como funcion controlar la
viabilidad celular, inhibir los procesos de apoptosis, metabolismo de la glucosa,
y favorecer la progresion del ciclo celular (Etro, Missiroli, Buontempo, Neri y
Capitani, 2009).


https://en.wikipedia.org/wiki/NF-%CE%BAB
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2.3.3 Polimorfismos de nucleotido simple de AKT1

A pesar de la importancia de AKT1, hasta el momento no se ha reportado
mutaciones de forma masiva. Sin embargo, de acuerdo a la base de datos
GeneCards® (2015) se han descrito alrededor de 1.324 polimorfismos de
nucleétido simple (SNPs) en humanos. De los cuales, el SNP mas estudiado es
E17K debido a su potencial efecto negativo sobre las interacciones
electrostaticas en la membrana de los fosfolipidos. Esta mutacion se encuentra
en el dominio PH de la proteina, de tal manera que genera un cambio
conformacional favoreciendo la union de un ligando fosfoinositido mediante la
formacion de nuevos puentes de hidrogeno (Carpten et al., 2007, pp. 435-337).
Una vez llevado a cabo este proceso, AKT1 es activado y subsecuentemente
los procesos corriente abajo de la ruta. De tal manera que promovera la
oncogénesis en pacientes con cancer. Sin embargo, a pesar de la funcion
oncogénica comprobada de este polimorfismo su baja tasa de incidencia

permite concluir que no juega un rol fundamental en desarrollo del cancer.

Segun un analisis bioinformatico realizado por Shanti y otros (2014) existen
algunos SNPs que poseen un efecto negativo sobre el ADN, alterando la
funcion y estabilidad de la proteina producida y por lo tanto aumentando el
riesgo de contraer enfermedades como el cancer. Entre los que se encuentran
E319G, L357P, P388T, D32E, T479M, A399T, R69Q, R406H, H143Y y E17S
(Figura 9). Se esperaria que estos SNPs mencionados expongan el mismo
comportamiento de E17K en relacion a su funciéon oncogénica, para de esta
forma comprender la enfermedad y evaluar la posibilidad de desarrollar

medicamentos que prolonguen el tiempo de vida de los pacientes.
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Figura 9. Distribucion de los polimorfismos méas frecuentes en el gen AKT1

segun su posicion en los exones.

a. Cajones grises: exones del gen AKTL1.

b.

C.

Columna 1: Posicién en el cromosoma.

Columna 2: Nombre del polimorfismo.
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CAPITULO 1lI
METODOLOGIA

3.1 Recoleccion de muestras patologicas y controles

Se recolectaron 34 muestras de meédula O6sea de pacientes que fueron
diagnosticados con mieloma multiple en los hospitales Solon Espinoza Ayala
(SOLCA) y Carlos Andrade Marin (HCAM) de Quito. Asimismo, se analizaron
60 muestras de sangre periférica de personas sanas (grupo control) entre los
18 y 60 afios de edad, pertenecientes a tres diferentes grupos étnicos:
mestizos, indigenas y negros. Las muestras del grupo control provinieron del
banco de muestras del Instituto de Investigaciones Biomédicas (I1B) debido a la
disponibilidad de las mismas. El grupo étnico al que pertenecian estas
muestras fue establecido previamente en otros proyectos realizados por el 1IB.

Los criterios de inclusion y exclusion se encuentran detallados en la tabla 3.

Tabla 3. Criterios de inclusidon y exclusion para la recoleccion de muestras

patolégicas y controles.

Criterio Casos Controles

Inclusion Personas  diagnosticadas Personas no diagnosticadas
con mieloma mudltiple. con mieloma mudltiple.
Personas ecuatorianas. Personas ecuatorianas.

Pacientes con historial Personas con historial clinico.

clinico.
Exclusién Personas no diagnosticadas Personas diagnosticadas con
con mieloma multiple. mieloma multiple.

Personas no ecuatorianas. Personas no ecuatorianas.
Pacientes sin historial Pacientes sin historial clinico.

clinico.
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3.2 Extracciéon de ADN

Los protocolos de extraccion de ADN fueron distintos en funcién del tipo de la
muestra. En el caso de muestras provenientes de sangre periférica, se siguio el
procedimiento disefiado por el kit de extraccién PureLink™ Genomic DNA
(Invitrogen, USA). Mientras que, en el caso de las muestras de médula 6sea,
se realiz6 un proceso previo a la utilizacion del protocolo de extraccion

PureLink™ Genomic DNA.
3.2.1 Extraccion de ADN a partir de sangre periférica

Se precalento el bloque térmico Accublock™ Digital Dry Bath (Labnet, USA) a
55°C. En un tubo eppendorf estéril de 1,5 mL se colocé 200 pl de sangre
periférica conservada con EDTA. Posteriormente, se coloco 20 ul de proteinasa
K y se mezclé mediante el uso de vortex por 1 minuto. Se anadié 20 pl de
ARNasa al tubo eppendorf que contenia la mezcla de sangre con proteinasa K,
se mezclé por vortex de forma breve y se incub6 durante 2 minutos a

temperatura ambiente.

Se afadid 200 pl del buffer de lisis celular del kit (Genomic Lysis Binding
Buffer) y se dio vértex brevemente, de forma seguida se incubé en el bloque
térmico previamente calentado por 10 minutos. Este ultimo paso favorece la
desnaturalizacién de lipidos y proteinas encontradas en la muestra. Se afiadié
200 ul de etanol 95% - 100% al lisado y se mezcl6 adecuadamente mediante

vortex hasta obtener una muestra homogénea.

Se colocé la mezcla (aprox. 640 pl) en una columna de purificacion PureLink ™
sobre el tubo de coleccion, y se centrifuga a 10000 rpm durante un minuto a
temperatura ambiente. Se desechd el tubo de coleccién con el liquido restante
y se coloco la columna de purificacion en un tubo de coleccién nuevo. Se
adiciono6 500 pl de Wash Buffer 1 en la columna de purificacion y se centrifugo

a 10000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente. Nuevamente se
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desechd el tubo de coleccion con el liquido restante y se colocé la columna de
purificacion en un tubo de coleccion nuevo para posteriormente colocar 500 pl
de Wash Buffer 2 en la columna de purificacion. Se centrifugd la columna a
15000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente, se deseché el tubo de
coleccion y la columna de purificacion se la coloc6 en un tubo eppendorf estéril
de 1,5 mL.

Se afiadié 50 pl de buffer de elucién PureLink™ en la columna, se incubé
durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugd la columna a 15000
rpm por 3 minutos. Finalmente, se deseché la columna y el tubo eppendorf con

el ADN gendmico purificado fue conservado a -20°C.
3.2.2 Extraccion de ADN a partir de médula ésea

Las muestras de médula 6sea conservadas con el anticoagulante EDTA o
heparina de Litio fueron centrifugadas a 14.500 rpm durante 5 minutos. Se
eliminé el sobrenadante, y se procedid a realizar los lavados con el pellet. Al
tubo que contenia unicamente el botdn celular, se le afadié 600 ul de PBS 1X.
A continuacion, se centrifugd durante 5 minutos a 14.500 rpm. Se eliminé el
sobrenadante y se resuspendio el pellet para repetir por 3 ocasiones el

procedimiento con PBS.

Una vez realizado los lavados, se procedi6 a realizar la extraccion de ADN con
el mismo protocolo que se utilizd con la sangre periférica. Con una pequefia
diferencia en el primer paso, ya que se colocd 200 pl del botén celular lavado

en lugar de la muestra de partida.
3.3 Cuantificaciéon de ADN

Para la determinacion de concentraciones y pureza del ADN se utilizé la
técnica de espectrofotometria, especificamente mediante el uso del equipo
Nanodrop™ 2000 (Thermo Scientific, USA). La concentracién de ADN en una
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solucion es calculada al medir la absorbancia o densidad Optica a una longitud
de onda de 260 nm. Las unidades empleadas para medir concentraciones

fueron ng/pl.

Por otro lado, la determinacion de pureza de la muestra esta dada por la
relacion Azeo/Azs0. Cuando esta se encuentra dentro de un rango de 1,8 a 2, se
puede afirmar que el ADN en la solucion no se encuentra en presencia de
contaminantes e inhibidores (Van Pelt-Verkuil, Van Belkum y Hays, 2008,
p. 38).

3.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica es comunmente conocida como PCR debido a sus siglas en inglés
(polymerase chain reaction), y tiene como objetivo amplificar un fragmento de
ADN en particular usando como base una sola copia del mismo
(Weissensteiner, Nolan, Bustin, Griffin y Griffin, 2003, p.12; Van Pelt-Verkuil
et al., 2008, pp. 1-2). La PCR se fundamenta en la propiedad natural de la
enzima ADN polimerasa, la cual se encarga de replicar hebras de ADN cuando
estas se encuentran separadas. Debido a su alta efectividad, especificidad,
sensibilidad y fidelidad la PCR es empleada en un sin numero de

investigaciones a nivel mundial (Kennedy, 2011, pp. 1-3).

El ADN obtenido a partir de sangre periférica y médula ésea sirvi6 como
templado para la amplificacion de los polimorfismos de interés del gen AKT1.
En este caso, los polimorfismos estudiados fueron E319G, P388T y D32E
ubicados en el ex6n 10, 11 y 3 respectivamente.

3.4.1 Disefio de cebadores especificos para los polimorfismos E319G, P388T,
y D32E

Para el andlisis de cada uno de los polimorfismos el personal del 1IB disefié con

anterioridad cebadores que limiten la zona de interés, mediante el uso de una


https://www.google.com.ec/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Elizabeth+van+Pelt-Verkuil%22
https://www.google.com.ec/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Alex+van+Belkum%22
https://www.google.com.ec/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22John+P.+Hays%22
https://www.google.com.ec/search?tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Elizabeth+van+Pelt-Verkuil%22
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herramienta bioinformatica del National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Todo este proceso fue realizado tomando en cuenta las regiones
especificas del gen AKT1 en estudio. De tal manera que se generaron 3 pares
de cebadores cuya secuencia y temperatura de hibridacion se detallan en la
Tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de cebadores empleados para la amplificacion de los

SNPs del gen AKT1 y sus temperaturas hibridacion.

SNP Sentido Secuencia T de
del hibridacion

cebador (°C)

E319G Forward 5'CAGAGAGGACACAGCATTGCG 3 64
Reverse 5 ACAAGGACGGGCACATTAAGA 3 62

P388T Forward 5 CAAGGACATCAAGCTTTGGCT 3 62
Reverse 5 AAGTCCTTGCTTTCAGGGCT 3’ 60

D32E Forward 5 GCCTCACGTTGGTCCACATC & 64
Reverse 5 CGCACGTCTGTAGGGGAGTA 3’ 62

3.4.2 Amplificacién de los polimorfismos del gen AKT1

Para la amplificacion de las diferentes regiones de interés se optimizaron las
condiciones y concentraciones de los reactivos. En cuanto al ADN a pesar de
que el tipo de muestra de partida era distinta, se empled la misma cantidad y
concentracion en todos casos. El Master Mix estuvo conformado por 8
reactivos a diferentes concentraciones, las cuales se detallan en la Tabla 5. La
enzima empleada fue Platinum® Taq DNA polymerase y deoxinucledtidos
trifosato (ANTPs) (Invitrogen, USA). Es importante recalcar que todas las PCR

realizadas tuvieron un volumen final de reaccion de 25 pl.



Tabla 5. Master Mix para la realizacién de la PCR

33

Concentracion

Componentes Vol x 1 (pl)
Stock
Agua Milli-Q 14
Green Go Taq ® Flexi Buffer
(Promega, USA) >X >
MgCl, 50 mM 0,8
dNTPs 10 mM 0,5
Cebador Forward 10 uM 1
Cebador Reverse 10 uM 1
Taqg polimerasa 5 U/l 0,2
ADN gendmico 10 ng/ul 2,5
TOTAL 25

El programa utilizado para la amplificacion de cada polimorfismo varié de

acuerdo a la temperatura de hibridacién de los cebadores.

3.4.2.1 Polimorfismo E319G

La reaccion fue llevada a cabo en un termociclador SureCycler 8800 (Agilent,

USA) y el programa empleado fue el que se visualiza en la Tabla 6.

Tabla 6. Programa usado para la amplificacion del polimorfismo E319G.

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Denaturacion inicial 94 5 1
Denaturacion 94 0,5
Hibridacién 63,6 0,5 35
Elongacion 72 1
Elongacion final 72 3 1
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3.4.2.2 Polimorfismo P388T

La reaccion fue llevada a cabo en un termociclador SureCycler 8800 (Agilent,

USA) y el programa empleado fue el que se visualiza en la Tabla 7.

Tabla 7. Programa usado para la amplificacion del polimorfismo P388T.

Paso Temperatura (°C)  Tiempo (min) Ciclos
Denaturacion inicial 94 5 1
Denaturacion 94 0,5
Hibridacién 60,8 0,5 35
Elongacion 72 1
Elongacion final 72 3 1

3.4.2.3 Polimorfismo D32E

La reaccion fue llevada a cabo en un termociclador SureCycler 8800 (Agilent,

USA) y el programa empleado fue el que se visualiza en la Tabla 8.

Tabla 8. Programa usado para la amplificacion del polimorfismo D32E.

Paso Temperatura (°C)  Tiempo (min) Ciclos
Denaturacion inicial 94 5 1
Denaturacion 94 0,5
Hibridacién 61,4 0,5 35
Elongacion 72 1
Elongacion final 72 3 1

3.5 Electroforesis horizontal convencional

La técnica de electroforesis permite la separacion, identificaciéon y purificacién
de moléculas de acuerdo a su peso molecular en un campo eléctrico (Zavala,
2005, p. 43; Brown, 2007, p. 42). En el caso del ADN, la electroforesis es

llevada a cabo en un gel de agarosa horizontal donde se coloca el material
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genético que migra en direccion al electrodo de carga positiva (Puerta y
Uruefia, 2005, p. 24). Se empled esta metodologia para comprobar la correcta

amplificacion de los fragmentos de interés.

El gel de agarosa utilizado fue al 2%, el cual fue preparado con agar liofilizado
y se disolvié en buffer TBE 1X (Tris-borato-EDTA). Esta mezcla fue calentada
en un microondas hasta que la agarosa se fundid, y una vez que se enfrié se
afiadio 1yl de bromuro de etidio por cada 20 mL del volumen final de la
solucién. La nueva combinacion fue colocada sobre el molde del gel y se
coloco sus peines para la formacion de pocillos.

En cada uno de los pocillos se cargé directamente el producto de la PCR que
migro a través del campo eléctrico a 120V durante 25 minutos. El buffer Green
Go Taqg ® Flexi utilizado incrementa la densidad de la muestra para que facilite
su carga en el gel. Asimismo, durante la separaciéon se pudo observar como
este se dividia en dos bandas de color amarillo y azul ya que cuenta con dos
colorantes que permiten monitorear la progresion de la migracion en el gel
(Promega, 2014). Posteriormente se visualizo el gel en un transiluminador con
luz UV.

3.6 Secuenciacion de ADN mediante electroforesis capilar

La secuenciacién por electroforesis capilar es también conocida como el
método de Sanger. Se fundamenta en la replicacién de ADN, con la salvedad
gue se emplea dideoxinucleétidos (ddNTPs) marcados radiactivamente con un
colorante diferente para cada base nitrogenada. Los ddNTPs carecen del grupo
hidroxilo 3’ de tal forma que cuando uno de estos se incorpora a la cadena de
ADN, la elongacion finaliza (Sundquist, 2008, p, 7; Kulkarni y Pfeifer, 2014,
p. 5). El producto final seran varias bandas de diferentes tamafios, que seran
sometidas a un detector laser que identificara la fluorescencia de cada una de
las bandas en el gel de poliacrilamida. No obstante, si se moviliza el detector

laser de forma horizontal, se conseguiran leer varias bandas de forma
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simultanea. Toda la informacién producida pasa directamente a un sistema
computarizado que permitira al operador la lectura de cada muestra (Paz y
Mifio y Lopez, 2014, p. 129).

3.6.1 Purificacion de producto de PCR mediante método AMPure

Una vez comprobado la correcta amplificacion de los fragmentos, se procedio a
realizar la purificacion de los mismos con el kit Agencourt AMpure XP
(Beckman Coulter, USA). El cual cuenta con una serie de pasos que permiten
una alta recuperaciéon de amplicones y una remocion eficiente de reactivos
como dNTPs, cebadores, dimeros de cebadores y contaminantes (Beckman-
Coulter, 2015).

Para la purificacion de los productos amplificados se siguié el protocolo
disefiado por el IIB. Se llevd el AMPure a temperatura ambiente y se
homogeniz6 con la ayuda del vortex. Posteriormente, se coloco 15 pl del
reactivo por cada 10 ul del producto de PCR en tubos con una capacidad de
0,2 mL, se mezclé con vortex y se dejo incubar por 5 minutos a temperatura
ambiente. Después se colocaron los tubos en la placa magnética y se dejo en
reposo por aproximadamente 5 minutos, para que durante este lapso se forme
el anillo con las perlas magnéticas y el ADN. A continuacion, se retird el liquido
sin tocar las paredes de los tubos ya que alli se encontraban los anillos con el
ADN. Se adiciono 200 pl de etanol al 70% en cada uno de los tubos y se incub6
por 30 segundos. Se eliminé el alcohol por inversion de la placa magnética
sobre papel absorbente. Luego, se repiti6 el procedimiento de adicién del
alcohol y eliminacién del mismo. Acto seguido, se eliminé los residuos de
alcohol de la placa mediante la aspiracion de los mismos con una pipeta
multicanal, y para asegurar la eliminacion completa de este reactivo se dejo
secar la placa magnética en la incubadora a 37°C por 15 minutos. Se retiraron
los tubos de la placa magnética, se afadié 30 pl de agua Milli-Q y se mezcld
por vortex con la finalidad de desprender el anillo con el ADN. Se colocé en la

placa magnética nuevamente y se dejo incubar por 30 segundos a temperatura
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ambiente. Finalmente, se aspird el liquido sin tocar las paredes del tubo para
succionar unicamente los amplificados de ADN purificados.

3.6.2 Reaccion en Cadena de la polimerasa de secuenciacion

La PCR de secuenciacion fue hecha con 5 reactivos a diferentes
concentracionesy tuvo como volumen final 6 pl (Tabla 9). Para la
secuenciacion de los tres polimorfismos en estudio, se utilizé el BigDye
Terminator v3.1 y BigDye Terminator Sequencing Buffer 5X (Applied
Biosystems, USA). Adicionalmente, se emplearon los cebadores forward y
reverse para amplificar los polimorfismos E319G y P388T. Sin embargo, para el

polimorfismo D32E uUnicamente se empled el cebador reverse.

Tabla 9. MasterMix para la realizacion de PCR de secuenciacion

Reactivo Concentracion Final  Volumen Final
Agua Milli-Q 1,5
BigDye Terminator mix v 3.1 0,5
BigDye Terminator Sequencing 0,75 X 0,9

Buffer 5X

Cebador Fw/Rv (1uM) 0,27 uM 1,6
ADN 1,5
TOTAL 6

Todo el proceso de preparacién del MasterMix fue realizado fuera del alcance
de la luz para evitar que los fluor6foros pierdan su luminosidad. La reaccion fue
llevada a cabo en un termociclador SureCycler 8800 (Agilent, USA) y el
programa empleado se visualiza en la Tabla 10.
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Tabla 10. Programa usado para la PCR de secuencia

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Denaturacion inicial 96 3 1
Denaturacion 96 0,1 25
Hibridacién 50,5 0,05
Elongacion 60 4

3.6.3 Purificacion de producto de PCR de secuenciacion mediante método

CleanSeq

Al igual que el otro proceso de purificacion, este cumple la misma funcion, se
basa en el mismo principio y fue llevado a cabo después de la PCR de

secuenciacion. El protocolo utilizado fue el disefiado por el 11B.

Se llevd el Agentcourt CleanSeq® (Applied Biosystems, USA) a temperatura
ambiente y se homogenizé con la ayuda del vortex. Posteriormente, se coloco
2 pl del reactivo y 16,2 ul de alcohol al 85% por cada 6 ul del producto de PCR
de secuencia; se mezcld con vortex y se dejo incubar en la placa magnética por
3 minutos a temperatura ambiente. Se retird el liquido sin tocar las paredes de
los tubos, ya que alli se encontraban los anillos con el ADN. Se adicioné 100 pl
de etanol al 85% en cada uno de los tubos y se incub6 por 30 segundos. Se
elimino el alcohol por inversion de la placa magnética sobre papel absorbente.
Luego, se repitio la adicién del alcohol y eliminacién del mismo. Acto seguido,
se elimino los residuos de alcohol de la placa mediante la aspiracion de los
mismos con una pipeta multicanal, y para asegurar la eliminacién completa de
este reactivo se dejé secar la placa magnética en la incubadora a 37°C por
15 minutos. Se retiraron los tubos de la placa magnética, se anadié 20 ul de
agua Milli-Q y se mezclé por vértex con la finalidad de desprender el anillo con
el ADN. Se coloco en la placa magnética nuevamente y se dejo incubar por
30 segundos a temperatura ambiente. Finalmente, se aspiro el liquido sin tocar

las paredes del tubo para succionar Unicamente los amplificados de ADN
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purificados. El liquido aspirado fue colocado en el plato de carga del
secuenciador Genetic Analyzer 3130 (Applied Byosistems, USA), este equipo
permitira determinar si existe la presencia o ausencia de los polimorfismos en

estudio.
3.7 Alineamiento de secuencias

Se realiz6 el alineamiento de las secuencias obtenidas con el fin de encontrar
nuevos polimorfismos existentes en las regiones amplificadas. Esto fue llevado
a cabo con la ayuda de una herramienta bioinformética denominada M-View, el
cual se encuentra disponible en http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/. Se
empled especificamente M-View debido a que permite visualizar el

alineamiento resaltando las zonas donde hay una variacion en la secuencia.
3.8 Andlisis estadistico

Después de determinar los genotipos de cada individuo con respecto a los
polimorfismos estudiados, se hicieron varias pruebas estadisticas con el fin de
analizar los resultados obtenidos para lograr el cumplimiento de los objetivos
planteados. Estas fueron equilibrio de Hardy-Weingber, Odds-Ratio y las

pruebas no paramétricas Fisher, U Mann-Whitney y Kruskal Wallis.

El equilibrio de Hardy-Weinberger se basa en las frecuencias genotipicas y
alélicas en una poblacién, estableciendo que estas se mantienen constantes a
lo largo de las generaciones hasta que exista algun factor que rompa este
equilibrio. De tal manera que la suma de cada una de las frecuencias
genotipicas (homocigoto dominante, heterocigoto y homocigoto recesivo) debe
ser igual a 1,00. Los calculos de las frecuencias esperadas se hicieron en base
a la ecuaciéon de Hardy-Weingber: (p+q)®> = (p°+2pg+qg?), en donde p y q
representan alelos. La frecuencia de los homocigotos seran p?y g° y de los

heterocigotos sera 2pq (Campbell y Reece, 2007, pp. 457 — 458). Se analizaron


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/
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y comprobaron los resultados obtenidos mediante la prueba de chi-cuadrado
(X?).

Odds-Ratio fue utilizado para conocer el riesgo relativo que tiene un individuo
en desarrollar la enfermedad de acuerdo a su perfil genético, entre los grupos
de pacientes y controles (Lang y Secic, 2006, p.26). Esto fue realizado
mediante el programa SPSS Statistics 20, con tablas de contingencia 2x2 y un

intervalo de confianza del 95%.

La prueba F de Fisher de igual forma se efectu6é en el programa SPSS y fue
considerada debido a que permite determinar la existencia de diferencias
significativas entre pacientes y controles para cada uno de los polimorfismos
estudiados. Para la realizacién de esta prueba se empled la opcion de tablas
de contingencia que facilitan el célculo del valor de p, no obstante, esta prueba
estadistica fue realizada como exacta ya que las frecuencias observadas

fueron menores que 5.

Asimismo, se correlacionaron los SNPs y haplotipos con las variables
cualitativas encontradas en los historiales clinicos (género, citogenética y
estadiaje) a través del uso de la prueba de Fisher. Mientras que la relacion
entre los polimorfismos y haplotipos con las variables cuantitativas de los datos
clinicos (edad, supervivencia, caracteristicas inmunoldgicas y pardmetros
hematoldgicos) fue mediante el uso de dos pruebas estadisticas en el
programa SPSS. Las pruebas estadisticas empleadas fueron U Mann-Whitney
y Kruskal Whitney debido a que los datos clinicos fueron variables continuas, y
tienen como objetivo analizar la distribucién de los polimorfismos y haplotipos
en funcién de los historiales. Especificamente la prueba U Mann- Whitney fue
usada ya que comprueba la heterogeneidad de dos muestras independientes,
mientras que Kruskal Wallis cumple la misma funcién que la anterior, pero es
empleada para tres 0 mas muestras independientes. En este estudio el nUmero
de muestras independientes fue la cantidad de variantes genotipicas o

haplotipos registrados.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 Historias Clinicas

El presente estudio fue realizado con 34 muestras de pacientes y 60 muestras
de controles, para lo cual se recopil6 toda la informacion clinica de los afectos
tanto del Hospital Oncologico Solén Espinoza Ayala (SOLCA) como del
Hospital Carlos Andrade Marin (HCAM). Para esta investigaciéon se tomo6 en
cuenta algunos datos de interés encontrados en las historias clinicas, tales
como: edad, género, clasificacidn citogenética, estadio de la enfermedad,
tiempo de supervivencia, caracteristicas inmunologicas (IgG, IgA, IgM, IgE) y
parametros hematologicos (hemoglobina, globulos blancos, plaquetas,
linfocitos, urea, creatinina, calcio, albumina, lactato deshidrogenasa lactato
deshidrogenasa LDH, beta-2-microglobulina B2M y proteinas totales). No
obstante, es importante mencionar que no todas las muestras contaron con la
informacion completa. Ademas, se desconoce el origen étnico al que
pertenecen los pacientes. En el Anexo 1 y 2 se detalla la informacién
recolectada sobre las historias clinicas.

4.1.1 Edad

Se realiz6 una estratificacion por rangos de edad para que subdividir a la
poblacion en 3 grandes grupos (Figura 10). Estos grupos fueron creados
considerando el comportamiento de la enfermedad, la cual afecta
mayoritariamente a personas con mas de 65 afios y en un menor porcentaje a
menores de 35 afios (American Cancer Society, 2014, p. 6). La poblacién de
afectos mostré una edad media de 64 afios y en controles la edad promedio fue

de 37 afos.

En la poblacién con MM, el 47,06% se encuentra entre los 35 y 65 afos y el
52,94% supera los 65 afios de edad. Mientras que en los controles existe una
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mayor cantidad de individuos menores de 35 afos (53,33%), y muy pocos
sujetos superan los 65 afios (10%).

60,00

50,00

40,00

©

E

g 30,00 W PACIENTES

Q

(O]

£ 2000 CONTROLES
10,00
0,00

<35 35 -65 > 65

Rangos de Edad

Figura 10. Distribucion de la muestra poblacional de acuerdo a rangos de
edad.

4.1.2 Género

En el grupo afecto el 61,8% (21 de un total de 34) de muestras represent6 al
sexo masculino y el 38,2% (13 de un total de 34) restante al sexo femenino.
Mientras que en el grupo control se mantuvo el equilibrio con un 50% (30 de un

total de 60) de hombres y mujeres respectivamente.

4.1.3 Clasificacion citogenética

Se cont6 con la informacion de clasificacion citogenética en todas las muestras
de pacientes, determinando asi que el 61,8% de la poblacién tienen un
cariotipo normal, el 17,6% exhiben caracteristicas de hiperdiploidia y el 20,6%
presentan pérdida de cromosomas y constantes translocaciones. Sin embargo,
no a todas las muestras se les realizé un estudio citogenético debido a que los
hospitales no cuentan con un presupuesto para este analisis. Razon por la

cual, a la mayoria de las muestras se les asigné un cariotipo normal.
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Figura 11. Clasificacion citogenética de los pacientes con mieloma multiple.

4.1.4 Estadio de la enfermedad

Para la clasificacion de acuerdo al estadio de la enfermedad se consider¢ el
estadiaje del sistema internacional y de Durie-Salmon. Esta estratificacion fue
realizada segln los parametros establecidos a nivel mundial. Unicamente se
conté con la informacién de 33 pacientes y se encontr6 que de acuerdo al
estadiaje de Durie-Salmon el 84,8% de la poblacién atraviesa el estadio | de la
enfermedad y el 15,2% el estadio Il. Por otro lado, mediante el estadiaje del
sistema internacional (ISS) el 69,7% se encuentra en el estadio | y el 30,3% en
el estadio II.

84,8 M Durie-Salmon ISS
69,7

30,3

Frecuencia

15,2

Estadio

Figura 12. Distribuciébn de las muestras de pacientes de acuerdo a los

estadiajes de Durie-Salmon y el sistema internacional.
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4.1.5 Tiempo de supervivencia

Para evaluar el tiempo de supervivencia se consideraron los rangos promedios
establecidos por la American Cancer Society (2014): 1 — 29 meses (estadio 1),
30 — 44 meses (estadio 1), 45 — 62 meses y mas (estadio 1). Sin embargo,
estos rangos promedio no coincidieron con los encontrados en la poblacién
afecto, ya que para el estadio | el rango fue de 1 — 139 meses y para el estadio
Il fue de 1 — 79 meses. Adicionalmente se obtuvo la media y la mediana para
cada estadio considerando el sistema de clasificacion (Tabla 11). Estos
parametros estadisticos fueron analizados para visualizar mejor el
comportamiento de la supervivencia, siendo la media el producto de los valores
totales y la mediana un valor mas real de acuerdo a la tendencia de los datos

recopilados.

Tabla 11. Supervivencia de pacientes con mieloma multiple.

SISTEMA ESTADIO MEDIA MEDIANA RANGO
DURIE-SALMON I 36,9 22,0 1-139
Il 17,6 3,0 1-79
ISS I 42,9 30,0 1-139
Il 13,6 4,0 1-79

Asimismo, se realizaron curvas de supervivencia tomando en cuenta el estadio
y el sistema de clasificacion empleado (Figura 13). En estas se pudo visualizar
un comportamiento similar entre los sistemas de clasificacion para los estadios
I y Il, teniendo un mayor tiempo de supervivencia los pacientes del estadio |

gue los del estadio .
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Figura 13. Tiempo de supervivencia de los pacientes con mieloma multiple de

acuerdo al estadio de la enfermedad.

a. Curva de supervivencia segun estadiaje Durie-Salmon.

b. Curva de supervivencia segun estadiaje ISS.

4.1.6 Caracteristicas inmunoldgicas

Las caracteristicas inmunoldégicas cumplen un papel indispensable en el

diagnéstico de la enfermedad, razén por la cual se considerd este parametro.

Se obtuvo la media, mediana y rango en los pacientes con mieloma mdultiple

para poder relacionar con el rango normal esperado (Tabla 12).

Tabla 12. Caracteristicas inmunolégicas en pacientes con mieloma multiple.

Caracteristicas Rango normal

(unidades)

lgG (mg/dL) 751 - 1560
IgA (mg/dL) 82 -453
IgM (mg/dL) 46 - 304
IgE (ng/mL) 20,40 - 87,00

Pacientes con MM

Media
1954,0
238,5
84
14,5

Mediana Rangos
1634,0 657,6 - 5110
161,5 10,3 - 860

85,5 25,7 - 251
9 6 -42,9

Ademas, se establecieron 3 niveles cuantitativos para la medicion de cada

inmunoglobulina en sangre, siendo estas: inferior, normal y superior tomado en
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cuenta el rango promedio sefialado en la Tabla 12. En la mayoria de los casos
no existié esta informacion registrada en las historias clinicas de los pacientes,

razon por la cual se trabajoé Unicamente con aquellos que si la poseian.

Los datos arrojaron que, en la poblacion afectada la inmunoglobulina M se
encuentra en un rango inferior al esperado. Mientras que la inmunoglobulina
gue se encuentra con mayor frecuencia en un rango normal es la A, y la que se
encuentra en un rango superior al deseado es la inmunoglobulina G. Por lo
tanto, se puede clasificar a la mayoria de estos pacientes como mieloma IgG
(Figura 14).

migG IgA IgM IgE

12

1
1

N° de individuos

Inferior Normal Superior

Rangos de inmunoglobulinas

Figura 14. Distribucién de la poblacién afectada segun niveles séricos de
inmunoglobulinas.

4.1.7 Pardmetros hematoldgicos

Los parametros hematoldgicos fueron tomados en cuenta debido a que son
algunas manifestaciones clinicas que permiten diagnosticar el mieloma
multiple. En este caso se consideré: hemoglobina, leucocitos, plaquetas,
linfocitos, urea, creatinina, calcio, albumina, lactato deshidrogenasa, beta-2-
microglobulina y proteinas totales. En la tabla 13, se describen los rangos
observados en la poblacion de pacientes con mieloma mdultiple. No obstante,
para el grupo control no se cont6 con esta informacién en la base de datos del
11B.
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Tabla 13. Parametros hematoldgicos de los pacientes con mieloma multiple.

Caracteristicas Pacientes con MM
dad Rango normal
(unidades) Media Mediana Rangos
Hemoglobina
14 - 18 12,7 13,1 8,7-154
(g/dL)

Leucocitos (K/uL) 45-10 6,7 6,4 2,5-13.8
Plaquetas 130.000- 400.000 257.093 234.000 39.500 - 989.600
Linfocitos

13-40 22,7 21,4 9,3-55
(K/uL)
Urea (mg/dL) 10-50 44,3 36,7 20,7 - 170
Creatinina
05-14 1 0,9 0,3-2,7
(mg/dL)
Calcio (mg/dL) 40-6,0 5,8 4,7 3,8-13,3
Albumina (g/dL) 3,5-55 3,6 3,6 1,7-51
LDH (U/L) 240 - 480 316,6 276 174 -518,5
B2M (ng/mL) 604 - 2.286 2.328,9 1,91 1.361 - 4.804,7
Proteinas
6,6 - 8,7 7,3 7,3 4,2-11,6

Totales (g/DI)

Al analizar cada caracteristica hematolégica se pudo determinar que los
pacientes con MM presentan una media que se encuentra dentro del rango
normal, pero no para la B2M. Sin embargo, es comprensible que este
pardmetro se encuentre fuera de rango ya que este es considerado como
critico para esta enfermedad segun el sistema de clasificacion internacional
(ISS). Asimismo, se identifico que el rango observado de todos los pardmetros
analizados muestra valores inferiores y/o superiores al rango normal esperado,
por lo que se relacionaron con la supervivencia. Este andlisis dio como
resultado que en promedio 61,2% de individuos tuvieron valores dentro del
rango normal para los valores hematolégicos, y el 37,4% de los pacientes
estuvieron fuera de este rango. De estos ultimos, el 25% tuvieron una
supervivencia de 1- 29 meses; y de los primeros el 28,3% vivieron como

minimo 30 meses en adelante. Es decir que los pacientes que exhiben valores
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fuera del rango esperado tienen un menor tiempo de supervivencia en

comparacion a aquellos que presentan valores normales.

4.2 Extraccion de ADN de muestras patologicas y controles

A través de los protocolos establecidos se obtuvieron 34 muestras de pacientes
con mieloma multiple. Cada una de ellas poseia concentraciones de ADN muy
variables, por lo que se realizé una dilucién a una concentracion de 10 ng/ul
(Anexo 3). De igual manera se diluyeron las muestras controles de los grupos
étnicos: mestizos y negros a una concentracion de 10 ng/ul. Mientras que las
muestras de los indigenas ya fueron previamente estandarizadas a 2 ng/ul por

el personal del 11B (Anexo 4).

4.3 Amplificacion de los polimorfismos

Mediante la técnica de PCR se amplificaron las tres regiones de interés en las
muestras control y afectos. Cada uno de los SNPs se situaron en diferentes
exones del gen AKT1, de la siguiente manera: exén 10 (E319G), ex6n 11
(P388T) y exén 3 (D32E). Posteriormente, se validaron las amplificaciones
mediante corridas electroforéticas, las cuales se encuentran ilustradas en las
Figuras 15, 16y 17.

En la Figura 15, se visualiza la electroforesis de los amplicones del

polimorfismo E319G que tuvieron un peso molecular de 153 pares de bases.
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9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 15. Electroforesis de amplicones del polimorfismo E319G de 153 pb.
a. Carril 1: Marcador molecular de 100 pares de bases (Promega, USA).
b. Carriles 2 — 10: Amplicones provenientes de muestras de pacientes con MM.
c. Carriles 12-17: Amplicones provenientes de muestras de controles.
d

Carril 11: Control negativo (Reaccion llevada a cabo sin la adicion de ADN).

En la Figura 16, se visualiza la electroforesis de los amplicones del
polimorfismo P388T que tuvieron un peso molecular de 132 pares de bases.

LIRN123138 144 "15 . 16 «. 17

Figura 16. Electroforesis de amplicones del polimorfismo P388T de 132 pb.
a. Carril 1: Marcador molecular de 100 pares de bases (Promega, USA).
Carriles 2 — 9: Amplicones provenientes de muestras de pacientes con MM.

Carriles 11-17: Amplicones provenientes de muestras de controles.

o o o

Carril 10: Control negativo (Reaccion llevada a cabo sin la adicion de ADN).

En la Figura 17, se visualiza la electroforesis de los amplicones del

polimorfismo D32E que tuvieron un peso molecular de 75 pares de bases.
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Figura 17. Electroforesis de amplicones del polimorfismo D32E de 75 pb.
a. Carriles 1y 20: Marcador molecular de 100 pares de bases (Promega, USA).
Carriles 2 — 9: Amplicones provenientes de muestras de pacientes con MM.

Carriles 11-18: Amplicones provenientes de muestras de controles.

a oo

Carril 10: Control negativo (Reaccion llevada a cabo sin la adicién de ADN).

4.4 Secuenciacion de ADN mediante electroforesis capilar

Se empleod el protocolo descrito anteriormente para obtener las secuencias de
cada fragmento en estudio. Este procedimiento fue hecho para los tres
polimorfismos tanto para afectos y controles, sin realizar ninguna variacion
entre ellos. Los electroferogramas obtenidos por el secuenciador presentaron
cada base nitrogenada de diferente color, siendo azul para citosina, verde para

adenina, rojo para timina y negro para guanina.

La secuenciacion del polimorfismo E319G fue realizada empleando cebadores
en ambos sentidos, es decir, forward y reverse. Esto fue hecho con el fin de
comprobar la presencia o ausencia del polimorfismo en las muestras. Sin
embargo, no se encontré ninguna variacion en la secuencia esperada es decir
que pacientes y controles exhibieron un genotipo homocigoto dominante T/T
(Figura 18).
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Figura 18. Analisis de secuencias obtenidas para el polimorfismo E319G y

distribucién genotipica en la poblacién total.
a. Secuencia obtenida con el cebador forward, homocigoto T/T.
b. Secuencia obtenida con el cebador reverse, homocigoto A/A.

c. Distribucién porcentual de genotipos para pacientes con MM y controles.

La secuenciacién del polimorfismo P388T fue realizada empleando los
cebadores forward y reverse, pero al analizar la secuencia Unicamente el
cebador forward permitié visualizar la zona de interés. El cebador reverse
amplificé una region aledafa a la deseada pero no especificamente la zona del
polimorfismo. En cuanto a la frecuencia genotipica, de igual manera no se
encontré ninguna variacion en la secuencia esperada, teniendo pacientes y

controles un genotipo homocigoto dominante G/G (Figura 19).
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Figura 19. Andlisis de secuencias obtenidas para el polimorfismo P388T y

distribucion genotipica en la poblacion total.

cia obtenida con el cebador forward, homocigoto G/G.

cion porcentual de genotipos para pacientes con MM y controles.

Asimismo, la
cebador reve

obstante, no

secuenciacion del polimorfismo D32E fue realizada empleando el
rse, debido a que solamente éste amplificd la zona de interés. No

se encontrd ninguna diferencia con la secuencia esperada para

los casos afectos y controles. En la Figura 20 se muestra la region en estudio

de la secuencia obtenida, siendo esta homocigoto dominante T/T.
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Figura 20. Andlisis de secuencias obtenidas para el polimorfismo D32E y
distribucion genotipica en la poblacion total.

a. Secuencia obtenida con el cebador reverse, homocigoto T/T.

b. Distribucion porcentual de genotipos para pacientes con MM y controles.

4.5 Alineamiento de secuencias

Después de la amplificacion de las regiones donde se situaron los tres
polimorfismos de interés, se realizO el alineamiento de las secuencias
obtenidas con M-View. Se encontraron nuevas variantes a lo largo de la
secuencia esperada, registrando un total de 9 polimorfismos. M-View permite
ver el alineamiento resaltando las zonas donde hay una variacion en la
secuencia con una coloracion distinta al patron predominante. En el fragmento
esperado de E319G no se detectaron SNPs nuevos en secuencias de

pacientes ni controles (Figura 21).
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1

1 . . .

1 SEC_EI19G-FW  18.6% ACGCAGGTGEGE. GCAL ACCTCGEGGEG px
2 MMl-Ful 182, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC e
3 MW2-FW 1pa.8% ACGCAGGTEEGEC GCAC ACCTC N
4 MMS-FiWl 1pa.8% ACGCAGGTEEGEC GCAC ACCTC .
5 MMa-Ful 168.8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC X
& M7-FW 168.8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC .
7 MME-FW 1688, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC

8 MMS-FUW 1688, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC

9 MM18-FW 163, 8% ACGCAGGTGGEGEC GLAC ACCTC "
18 M411-FW 163, 8% ACGCAGGTGGEGEC GLAC ACCTC "
11 M4LZ-FW 182, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC Al
12 MAL3-FW 182, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC Al
13 Mald-Fil 1pa.8% ACGCAGGTEEGEC GCAC ACCTC A
14 MA15-FW 1pa.8% ACGCAGGTEEGEC GCAC ACCTC A
15 MalG-FW 168.8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC A
15 MA17-FW 168.8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC A
17 MA1B-FW 168.8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC Iy
13 MA19-FW 1688, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC

19 M428-FW 163, 8% ACGCAGGTGGEGEC GLAC ACCTC "
28 MA21-FW 163, 8% ACGCAGGTGGEGEC GLAC ACCTC "
21 MA22-FW 182, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC Al
212 MM23-FW 182, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC Al
23 MA24-FW 1pa.8% ACGCAGGTEEGEC GCAC ACCTC A
24 MA25-FW 1pa.8% ACGCAGGTEEGEC GCAC ACCTC A
25 MA2G-FW 1pa.8% ACGCAGGTEEGEC GCAC ACCTC A
26 MA27-FW 168.8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC A
27 MA28-FW 168.8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC A
28 MA29-FW 1688, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC Al
29 MA38-FW 1688, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC g
38 MM31-FW 163, 8% ACGCAGGTGGEGEC GLAC ACCTC g
31 MM32-FW 163, 8% ACGCAGGTGGEGEC GLAC ACCTC g
32 MM33-FW 182, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC px
33 MM34-FW 182, 8% ACGCAGGTGEGEC GCAC ACCTC e
34 MA35-FW 1pa.8% ACGCAGGTEEGEC GCAC ACCTC N
35 MA3G-FW 183, 8% ACGCAGGT! ACACCTC A

Figura 21. Alineamiento de secuencias obtenidas por la secuenciacion del

polimorfismo E319G en pacientes.

kel e el R R e e e e e e e e e e e e e e R e R e R e R e e R e R R = - R

CATGETEGCACC GTCCTTGA TOCCCTOCTTGC ACAG OO GAAE TCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGGETGGCACCGTCCTTGATOOCCTOCT TG ACAGCOl GAAGTCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTEC ACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTEC ACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGET GG CACC ETCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGET GG CACC ETCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOC GANG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOC GANG TCTETGATCTTAA
GOAAANGG TCTTCATGE GG CACC G TCCTTEA TOOCCTOCT TG ACAGCOC GAAG TCTETGATCTTAA
GOAAANGG TCTTCATGE GG CACC G TCCTTEA TOOCCTOCT TG ACAGCOC GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGGETGGCACCGTCCTTGATOOCCTOCT TG ACAGCOl GAAGTCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGGETGGCACCGTCCTTGATOOCCTOCT TG ACAGCOl GAAGTCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTEC ACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTEC ACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGET GG CACC ETCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGET GG CACC ETCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGATGGCACE ATCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCO GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOC GANG TCTETGATCTTAA
GOAAANGG TCTTCATGE GG CACC G TCCTTEA TOOCCTOCT TG ACAGCOC GAAG TCTETGATCTTAA
GOAAANGG TCTTCATGE GG CACC G TCCTTEA TOOCCTOCT TG ACAGCOC GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGETGGCACCGTCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOl GAAGTCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGGETGGCACCGTCCTTGATOOCCTOCT TG ACAGCOl GAAGTCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTEC ACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTEC ACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTEC ACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGET GG CACC ETCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGET GG CACC ETCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOC GANG TCTETGATCTTAA
GCAAANGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTECACAGCOC GANG TCTETGATCTTAA
GOAAANGG TCTTCATGE GG CACC G TCCTTEA TOOCCTOCT TG ACAGCOC GAAG TCTETGATCTTAA
GOAAANGG TCTTCATGE GG CACC G TCCTTEA TOOCCTOCT TG ACAGCOC GAAG TCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGGETGGCACCGTCCTTGATOOCCTOCT TG ACAGCOl GAAGTCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGGETGGCACCGTCCTTGATOOCCTOCT TG ACAGCOl GAAGTCTETGATCTTAA
GCAAAAGG TCTTCATGETEGCACC G TCCTTEA TOOCCTOCTTEC ACAGCOl GAAG TCTETGATCTTAA

AAAA CATGETEGCACCGTCCTTEATOCCCTOCTTE L ACAG OOl GAAE TCTETGATCTTAA

15

En el fragmento esperado de P388T se encontraron nuevos polimorfismos

empleando el cebador forward y reverse. Con forward se encontré un

polimorfismo registrado en NCBI como rs2494732, en la posicién 104.772.855

del gen AKT1 (Figura 22). Este estuvo presente en pacientes y controles de

manera similar.
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rs2494732: 104.772.855

. . 1 . 128
1 SEC_PI88T-FH GCAGCCTGGGRA TGAG EAGCAL GAARGCAAGGACT
2 MML-FW GCAGCCTGGGRA TGAG BAL ARGCAAGGAC
3 MM2-FW GCAGCCTGGGRA TGAG BAL AAL "ﬁ
4 M5-Fld GCAGCCTGGGR! TGAG A AAGGA
5 MMG-FW GCAGCCTGGGR! TGAG RAL AAGGA
& M7-Fl GCAGCCTGGGR! TGAG RAL AGGAN
7 Ma-Fl GCAGCCTGGGR! TGAG RAL
3 Me-Fl GCAGCCTGGGR! TGAG RAL
T MMLA-Fl GCAGCCTGGGR! TGAG RAL
12 MML1-FlW GCAGCCTGOGG! TGAG 5
11 MML2-Fl GCAGCCTGOGG! TGAG 5
12 MML3-FW GCAGCCTGOGG! TGAG 5
13 MMLa-Fl GCAGCCTGGGRA TEAG B
14 MALS-Fl GCAGCCTGOGG! TGAG 5
15 MALG-FlW GEAGCCTGOGRN TAAG A
16 MALT-FlW GEAGCCTGOGRN TAAG A
17 MALE-Fl = GEAGCCTGOGRN TAAG A
18 MWAL9-Fld = GEAGCCTGOGRN TAAG A
19 WA28-Fld GEAGCCTGOGRN TAAG A
22 MWA21-Fl = GEAGCCTGOGRN TAAG A
1 MR2Z-Fl &5 GCAGLCTGGGEEA TGAGGGE B
12 MA23-Fl GCAGCCTGGGRA TGAG B
213 M2d-Fi &5 GCAGCCTGGGRA TGAG B
24 HA25-Fl GCAGCCTGGGRA TGAG B
215 MA2G6-Fl &5 GCAGCCTGGGRA TGAG B
26 MWA27-FlW &5 GCAGCCTGGGRA TGAG B
27 MR2B-FW o5 GCAGCCTGGGRA TGAG BAL
28 MWR29-Fl o5 GCAGCCTGGGRA TGAG BAL
23 MM38-Fl o5 GCAGCCTGGGRA TGAG BAL
32 MM31-Fl o5 GCAGCCTGGGRA TGAG BAL
31 MM3Z-FW o5 GCAGCCTGGGRA TGAG BAL
32 MMI3-FW o5 GCAGLCTGGGRA TGAG A i RAL
33 MM3A-Fl 163, GCAGCCTGGGR! TGAG - o GECCCTCACCTCTGCTTGEGET GAL
34 MM35-Fl o5, GCAGCCTGGGR! TGAG - o GECCCTCACCTCTGCTTEEGETY RAL
35 MMIG-Fl 163, GTIGCAGCCTG - RAL

Figura 22. Alineamiento de secuencias obtenidas por la secuenciacion del
polimorfismo P388T-FW en pacientes.

Mientras que, con reverse se detectaron 5 nuevas variantes en el fragmento
tanto en pacientes como en controles. De las cuales 2 han sido registradas en
NCBI y 3 podrian ser consideradas nuevas. Los SNPs registrados son
rs3803304 en la posicion 104.772.809 y rs356224711 en la posicidn
104.772.807. Por otro lado, los nuevos polimorfismos no registrados se
encuentran muy cercanos entre si, en las posiciones 104.772.763, 104.772.762
y 104.772.760 del gen AKT1. Adicionalmente a estos polimorfismos se pudo
leer el polimorfismo rs2494732 previamente analizado con el cebador forward.

En la Figura 23, se ilustra el alineamiento de las secuencias resaltando las

zonas donde se encuentran los diferentes polimorfismos en el fragmento.
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rs2494732: 104.772.855 rs3803304: rs35622471:
104.772.309 104.772.307 104.772.763  104.772.762

SEC_PI8sT-hv
Led CAGGCT ACACCTCCATOOCCTC Ar:((wnzuca(«cnu«wmmmnum ACACTEATAGCL
Led GOCT ACACCTCCATOOCCTEA TOOCCAGGL TECACCT GUCCC TGO GOCAGGOGGTOC TGO ACCT COCAGACT ACACTGA T AGCLAAS
CCAGCTLCAGGET MCALCTC! (tn‘(Amcurnrcxn«((c@«w«rnmraKﬂ:((ummnt-nm«m

T ACALCTCCATOOCC TEA TOCCCAGHE TEC ACCT GOCCCT L G CAGHONG TOC PG ACC TOOCAGACT ACAC TG TAGCLAMARTIT GATE T
““Y’(N‘m MALCTCCATOOCCTCA TOCCCASOC TECACLT GOCCC TRO G CAGHCDG TOC PG ACCTCOCAGALT ACAC TGN TAGCCAMAGCTTGATE T

SCAGGCT ACALCTCCATCOCCTCA TOOC CASGE TECADCT GOCCC T G CAGGOOETOC TG ACCTCOCAGALT ACACTEA TAGLLAMAGCTTGATE T
SCAGGUT ACALCTCCA TOOOCTCA TOOCCAGGL TECACCT GOCDC T GLCAGGOGGTOC POGACCTOOCAGACT ACACTGATAGCL
GOCT ACACCTCCATOOCCTCA TOCCCAGGL TEC ACCT GOCOC T GLCAGGOOGTOC TOEL ACCTOCCAGALT ACACTEATAGCL
GGCT MALCTCCATOCCCTOA TOCCCAGOC T L ACCT GOCTTTGL S CAGGLGG TOC PHGE ACCTOOCAGACT ACACTGA TAGCL.
JSONGCT MALCTCCATCOCCTCA TOCCCAGOC TECACCTGCCOCTOL GCCAGGCNG TOC PGEL ACCTCOCAGACT ACACTGA T AGCE A
CAGGET MALCTCCA TCCCCTCA TOCC CAGOC TECACCT GOCCCTOC GCCACGOOGTCC POGLACCT COCAGALT ACACTEA TAGCOAMICTTGATE TG

SCAOGCT MALC TCCATCCCCTOA TOCCEACOC TECACCT GOCCCT GLCAGOLOGTOC PO ACCT COCAGALT ACACTGA TAGEL AN
SCAGGCTACALCTCCATOOCCTCA TOCCLAGGCTEC ACCT SOCCCT Y LC CAGGCEGTOC PO ACCTCOCAGALT ACACTGA TAGCL

SCALGET MALCTCCATCOCETCATOCC LA T ALCT GCCEC
CASCTECAGGCT MACCTCCATOOCCTEA TOCCCAGIC TECALCT GCCLLT Y X CAGGONOTOC PO ACCTCOCAGACT ACACTEA TASCOAMAGCTTGATE T
SCAGGCT MACCTCLATOOCETEA TECCCASOETECACCT 600D

104.772.760

e d AALCTCCATCOLCTCA TOOCCASGETEC ACCT OOCCC TGO GCCASGOSATOC VGAACCTCOCAGALT ACAC TEA TAGCLAMSCTT RN
au\'o«a ACACCTCCATOOCCTCA TOOCEAGGE TELACCT GOOCC TGO GLCAGGOGETOC IGEACCTOOCAGALT ACACTEA TAGCLAMATE TTGATET]

DGCT ACALCTCCATOOCCTEA TOCCCAGOC TELACCT GOCCC THC SC CAGGOOA TOCPGEL ACCTOOCAGACT ACACTEA TAGCE AN
ﬂ SCAGOCT ACALCTCCATCOCCTEA TOCLCASGETECALCT GOCCCTEOSCCASGLAATOC MGG ACCTCOCAGACT MCACTGA TAGCT
ACACCTCCATOOCCTEA TOOC CAGGETECACCT GOCCC TG GOLAGGOGETOC TGGC ACCTECCAGACT ACACTGA TAGCL

ECT:(XK‘T ACALCTCCATOOCCTEA TOOCCAGGCTECACCT GOCCL TG GOCAGGOGETOC TG ACCTUCCAGACT ACACTGA T AGCLAAS

X AL TOCTHECACCTUCCAGALT ACACTGA T AGCLALAS

GCCAGGCOGTOC T ACCTOOCAGAL T ACACTGA T AGCL MY

GCCAGGCGGTOC PO AL TCOCAGALT ACACTGA T AGCL A

O ASCT GCAOGGEY MALCTCCATCOCCTCA POCCCAGOC TECACCT S0CCCT Y G CAMGCOA TOC POGCALCT COCAGACT ACAC TG TAGE) ‘i
(M.‘Am AMCALCTCCATOCOCTCATCCC CAGGETEC ACCT GOCCCTGL GCCASGOGATOC MGG ACCTECCAGALT ACACTGA TAGCL
SCAGGCT ACACCTCLATCOOC T A TOOCCAGGL TEC ACCT GOCCC TG CAGGEGGTCCIGGLACCTCOCAGACT ACACTGATAGCL

SCAGGCT ACACCTCCATCOCCTCA TOOCCAGGC TECACCT GOCCCTHE G CAGGOGGT CC TG ACCTUCCAGACT ACACTGA T AGOLAAAG
«m«Amn ACACCTCCATOCCCTCATOOCLAGGE TGEACCTGOCCC TEX GECAGREGG TCC THGCACC TECCAGALT ACAC TGA T AGEL.

CCAGCT AT nucmrnr«mArtn'ua.mtKn«t:cm«m«:mrr«xntttxmx.lnuu«:uA

CEAGCTICAGET MCALCTCCATCCCE TEATOCLLAGOE TOE ACC T OCCLL PO GLEAGEEGTOL POGLACCTCOCAGALT ACAC TGAT.

AT AT MACCTCLATOOCETCA TOCLEAGGETEEACCTOCCCLT RO SCCAGGLSITCC POGCACCTCOCAGACT ACACTEA T ASCL
CCASCT GEAGGCT MALCTCLATCOCCTEA TOCCCAGGETECACCT GUCOL TGOS CASGOSETOC TOGCACCTCOCAGACT ACACTEA TAGCL
O AGCT GOAGGCT ACACCTOCATCOCCTCA TOOCCAGGETECACCT GOCCC TGO GCCAGGOGETCCTGEACCTCOCAGALT ACACTGA TAGCL)

AGCTTCAGGET ACALCTCLATODLE TEA TOCCLAGHE TEEACCTGCCLE T U CAGGLIG TOC PG ACCTECCAGAL T ACAC TG TAGEL AL
CCAGCT GCAGGET MALCTCCATOOCC TCA TOCCCAGOC TECACCT GOCCC TRl AL CAGGCDE TOL POGE ACCTOCCAGAL T KJCY(-"M’((MA
TECAGGCTACALCTCEATOCLCTEA TOCEEAGOE TEEACCTCCCC TR CAGGENGTOC POBALCTCCCAGACT ACACTA TAGD

O AGET GLASGCT ACALCTCCATCOCCTCATOOCLASGC TECACCT GOCCC TGL GLCAGGCOGTOC MGG ACCTOCCAGALT ACACTGATAGES
OCAGCT GLAGGCT ACACCTOCA TCOCCTCA TOOCCAGGE TECACCT GOCCC TGL GLCAGHOGGTOC TGGUACCTOCCAGALT ACACTGATAGCL
OCAGCT GCAGGCT ACACCTOCATCOCCTCA TOOC CAGGC TECACCT GOCOC T GLCAGGOGGT OC TOECACCTOOCAGALT ACACTEA TAGOLAMAG

Figura 23. Alineamiento de secuencias obtenidas por la secuenciacion del
polimorfismo P388T-RV en controles.

En cuanto al alineamiento de las secuencias resultantes de la amplificacion del
polimorfismo D32E no mostraron variacién alguna en ambos grupos de

muestras (pacientes y controles), tal como se sefala en la Figura 24.
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. = . B H 58
SEC_DIZE-RV 188, 8% ATEATGEECACCT TCATTGES C TAC AMGESGOEG DO AEEA TET GRACCANCE

1 ]
2 MM1-RW 163 . &% ATGATGE CACCTTCA TTGEG CTAC AAGEGRGOGEDOE CAGEEA TET GRADCAACG C}
3 MM2-Rv 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
4 MM5-RV 163. 6% ATGATGEE CACCTTOA TTES CTAC AAGEGEAGOGEE COE CAEEA TET GEADCAALG C}
5 MMG-RW 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
& MM7 RV 163. 6% ATGATGEE CACCTTOA TTES CTAC AAGEGEAGOGEE COE CAEEA TET GEADCAALG C}
7 MME-RV 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
8 HM3-Rv 163. 8% ATGATGEGE CACCTTCA TTEE CTAL AAGGAGOGEECOE CAGGA TGT GEADCAALG C}
S MMle-Rv 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
12 HM11-Rv 168 . 8% ATGATGEE CACCTTCA TTEG CTALC AsGGAGOEE D05 CAEEA TET GEADC AN G C}
11 MMLlz-Rv 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
12 MMLS-RY 168. 6% ATGATEE CACCTTCA TTES CTAC AsGGEREOGEE DOE CAEEA TET GEADCAAC G C}
13 MMla-Rv 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
14 MMLS-RY 168. 6% ATGATEG CACCTTCA TTEE CTALC AMGGEAGEOGEDCE CHEEA TET GEAOC AN G C}
15 HMMLG-RY 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
15 HMLT-RY 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
17 HMMlE-RY 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
18 HM19-RvV 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
15 MM2ae-Ry 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
28 MMl -Rv 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
21 HM2z-RY 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
212 HMR2S-RY 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
23 MM2A-RV 163 . &% ATGATGE CACCTTCA TTGEG CTAC AAGEGRGOGEDOE CAGEEA TET GRADCAACG C}
24 MMRS-RY 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
15 MM2G-RY 163. 6% ATGATGEE CACCTTOA TTES CTAC AAGEGEAGOGEE COE CAEEA TET GEADCAALG C}
25 MM2T-RY 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
17 M2 -RY 163. 6% ATGATGEE CACCTTOA TTES CTAC AAGEGEAGOGEE COE CAEEA TET GEADCAALG C}
28 HM29-RV 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
23 HM3Ia-Rv 163. 8% ATGATGEGE CACCTTCA TTEE CTAL AAGGAGOGEECOE CAGGA TGT GEADCAALG C}
I8 MM3l-Rv 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
31 HM3Z-RV 168 . 8% ATGATGEE CACCTTCA TTEG CTALC AsGGAGOEE D05 CAEEA TET GEADC AN G C}
32 MM3E-RY 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
33 MMEL-RY 168. 6% ATGATEE CACCTTCA TTES CTAC AsGGEREOGEE DOE CAEEA TET GEADCAAC G C}
34 MMIS-RY 16a. 6% ATGATES CACCTTCA TTEE CTALC ARGGEAGEOGEECOE CAHEEA TET GEADC AN G C}
35 MM3G-RY 168. 6% ATGATEG CACCTTCA TTEE CTALC AMGGEAGEOGEDCE CHEEA TET GEAOC AN G C}

Figura 24. Alineamiento de secuencias obtenidas por la secuenciacion del
polimorfismo D32E en pacientes.

Posterior al alineamiento se pasé a comprobar la presencia de estas variantes
en los electroferogramas. Primero se visualizd la secuencia obtenida con el
cebador forward que amplifican la region del polimorfismo P388T, donde se
encontrd que existio otro polimorfismo rs2494732 en la mitad del fragmento. El
polimorfismo rs2494732 fue analizado en la poblacion total, encontrando
individuos que exhiben un genotipo homocigoto dominante (T/T), otros

heterocigotos (T/c) y algunos homocigotos recesivos (c/c) (Figura 25).

En cuanto a los pacientes, el 32,4% fueron homocigotos dominantes, el 29,4%
heterocigotos y el 38,2% homocigotos recesivos para este polimorfismo.
Mientras que, en el caso de los controles, dentro de los mestizos el 25% fueron
homocigotos dominantes, el 20% heterocigotos y el 55% homocigotos
recesivos. Asimismo, se analiz6 el genotipo de los negros y se encontré que el
25% fueron homocigotos dominantes, el 10% heterocigotos y el 65%

homocigotos recesivos.
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Sin embargo, en los indigenas no se observaron homocigotos dominantes pero

el 75% fueron heterocigotos y 25% homocigotos recesivos.

a. b. C
' 1 (. 1 1 ! 1 1 ! (I 1 o 1 I ] 1 [ I
A
J." '\I AV 4 /
/ [ ;
b | |
oA . /
I fN_X Q.' /\ A
d.
80 75,0
70 65,0
60 55,0
.g 50
S 40 38,2
3 32,4 29,4
= 30 25,025,0 25,0
20,0
20
10,0
10
0,0
0
Homocigoto dominante Heterocigoto Homocigoto recesivo
(T/T) (T/c) (c/c)
B PACIENTES CON MM m MESTIZOS = NEGROS ' INDIGENAS

Figura 25. Analisis de secuencias obtenidas para el polimorfismo rs2494732 y

distribucién genotipica en la poblacion total.

a.

b
c.
d

Electroferograma para homocigoto dominante T/T.
Electroferograma para heterocigoto T/c.
Electroferograma para homocigoto recesivo c/c.

Distribucién porcentual de genotipos para pacientes con MM y controles.

Adicionalmente, se realizo la prueba de Fisher relacionando el grupo afecto con

el grupo control considerando el origen étnico de este ultimo. En esta prueba se

encontré que existe diferencia en la distribucion del polimorfismo en la relacion

paciente e indigena ya que el valor de p fue menor a 0,05 (Tabla 14).
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Tabla 14. Prueba de Fisher para la distribucion del polimorfismo rs2494732.

Relacion Valor F Valorp
Pacientes vs. Mestizos 1,400 0,554
Pacientes vs. Negros 4,059 0,132

Pacientes vs. Indigenas 13,414 0,001

De la misma forma se analiz6 la secuencia resultante de la amplificacién de
P388T con el cebador reverse, la cual muestra 5 nuevos polimorfismos
ubicados en la mitad y fin del fragmento. En la mitad se encuentran 2
polimorfismos: rs3803304 y rs356224711. Los 3 polimorfismos restantes fueron
encontrados en la porcion final de la secuencia, muy proximos entre ellos.
Estos 3 dltimos se encuentran en las posiciones: 104.772.763, 104.772.762 y
104.772.760. Es importante recalcar que estos SNPs aun no han sido
registrados en la base de datos de NCBI, y por lo tanto no existen articulos

donde hayan sido mencionados.

El polimorfismo rs3803304 estuvo presente tanto en pacientes como en
controles, de tal manera que existieron homocigotos dominantes (G/G),
heterocigotos (G/c) y homocigotos recesivos (c/c) (Figura 26). En el grupo de
pacientes con MM, el 58,8% fueron homocigotos dominantes y el 41,2%
heterocigotos. En el caso de los controles, los mestizos mostraron una
distribucion genotipica distinta, el 70% homocigotos dominantes y el 30%
heterocigotos. EI comportamiento genético de los negros fue similar al de los
mestizos, el 70% homocigotos dominantes y el 30% heterocigotos. Finalmente,
de los indigenas el 70% fueron homocigotos dominantes, el 25% heterocigotos

y 5% homocigotos recesivos.
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Figura 26. Andlisis de secuencias obtenidas para el polimorfismo rs3803304 y

distribucién genotipica en la poblacién total.
a. Electroferograma para homocigoto dominante G/G.
b. Electroferograma para heterocigoto G/c.
c. Electroferograma para homocigoto recesivo c/c.
d. Distribucion porcentual de genotipos para pacientes con MM y controles.

Al realizar la prueba de Fisher no se encontraron diferencias estadisticas

significativas con ningun grupo étnico ya que p>0,05 (Tabla 15).

Tabla 15. Prueba de Fisher para la distribucion del polimorfismo rs3803304.

Relacion Valor F Valor p
Pacientes vs. Mestizos 0,675 0,300
Pacientes vs. Negros 0,675 0,300
Pacientes vs. Indigenas 2,731 0,227

El polimorfismo rs35622471 estuvo presente en la poblacion total (pacientes y
controles), sin embargo, solo existieron homocigotos dominantes (G/G) y

heterocigotos (G/a) (Figura 27). En el grupo de pacientes con MM, el 100%
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fueron homocigotos dominantes. De igual manera en el caso de los controles,
el 100% de los mestizos e indigenas fueron homocigotos dominantes. En
cuanto a los negros, el 95% fueron homocigotos dominantes y el 5% fueron

heterocigotos.

a

C.
150
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0
Homocigoto dominante Heterocigoto Homocigoto recesivo
(6/6) (G/a) (a/a)
B PACIENTES CON MM MESTIZOS NEGROS INDIGENAS

Figura 27. Analisis de secuencias obtenidas para el polimorfismo rs35622471
y distribucion genotipica en la poblacién total.

a. Electroferograma para homocigoto dominante G/G.
b. Electroferograma para heterocigoto G/a.

c. Distribucioén porcentual de genotipos para pacientes con MM y controles.

No se pudo realizar la prueba Fisher para relacionar pacientes con mestizos e
indigenas respectivamente, ya que no presentaron mas de una variante
genotipica. Razén por la cual, solamente se relaciond pacientes con negros,

pero el valor de p fue de 0,370, es decir que no fue significativo.

Uno de los polimorfismos encontrados al final de la secuencia se encuentra en
la posicion 104.772.763 del gen AKT1. Este SNP fue encontrado tanto en
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pacientes como en controles en distintas frecuencias, pero Unicamente se
registraron homocigotos dominantes (C/C) y heterocigotos (C/g) (Figura 28).
En pacientes el 64,7% fueron homocigotos dominantes y el 35,3%
heterocigotos. No obstante, en los controles la frecuencia genotipica vario
ampliamente segun el grupo étnico. El 45% de los mestizos fueron
homocigotos dominantes y el 55% heterocigotos, el 35% de los negros fueron
homocigotos dominantes y el 65% heterocigotos, y en los indigenas el 5%

fueron homocigotos dominantes y el 95% heterocigotos.
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Figura 28. Analisis de secuencias obtenidas para el polimorfismo ubicado en
la posicién 104.772.763 del gen AKTL1 y distribucidén genotipica en la poblacién
total.

a. Electroferograma para homocigoto dominante C/C.
b. Electroferograma para heterocigoto C/g.

c. Distribucién porcentual de genotipos para pacientes con MM y controles.

Adicionalmente, se realizo la prueba de Fisher relacionando el grupo afecto con

el grupo control. En esta prueba se encontr6 que existe diferencia en la
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distribucion del polimorfismo en la relacion pacientes e indigenas ya que el
valor de p fue 0,000, también para la relacion paciente y negros con un valor de
p igual a 0,033 (Tabla 16).

Tabla 16. Prueba de Fisher para la distribucion del polimorfismo ubicado en la
posicion 104.772.763.

Relacion Valor F Valor p
Pacientes vs. Mestizos 0,130 2,000
Pacientes vs. Negros 4,469 0,033
Pacientes vs. Indigenas 18,359 0,000

Otro polimorfismo fue ubicado en la posicién 104.772.762 del gen AKT1 y fue
encontrado en pacientes y controles. Solamente se registraron homocigotos
dominantes (T/T) y heterocigotos (T/a) (Figura 29). En la poblacién afecto, el
73,5% fueron homocigotos dominantes y el 26,5% fueron heterocigotos. Por
otro lado en el grupo control, el 80% de los mestizos e indigenas fueron
homocigotos dominantes y el 20% heterocigotos. De los negros, el 55% fueron

homocigotos dominantes y el 45% heterocigotos.
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Figura 29. Analisis de secuencias obtenidas para el polimorfismo ubicado en la

posicion 104.772.762 del gen AKTL1 y distribuciéon genotipica en la poblacion

total.

a. Electroferograma para homocigoto dominante T/T

b. Electroferograma para heterocigoto T/a.

c. Distribucion porcentual de genotipos para pacientes con MM y controles.

Al llevar a cabo la prueba de Fisher relacionando el grupo afecto con el grupo

control considerando su origen étnico, no se encontré que existe diferencia en

la distribucién del polimorfismo, ya que p fue mayor que 0,05 (Tabla 17).

Tabla 17. Prueba de Fisher para la distribucion del polimorfismo ubicado en la
posicion 104.772.762.

Relaciéon Valor F Valor p
Pacientes vs. Mestizos 0,288 0,424
Pacientes vs. Negros 1,946 0,137

Pacientes vs. Indigenas 0,288

0,424
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El altimo polimorfismo fue ubicado en la posicién 104.772.760 del gen AKT1 y
estuvo presente en el grupo control y afecto. De igual manera, solamente se
registraron homocigotos dominantes (G/G) y heterocigotos (G/a) (Figura 30). El
100% de los pacientes e indigenas tuvieron un genotipo homocigoto
dominante. Mientras que, el 95% de los mestizos y negros fueron homocigotos

dominantes y el 5% restantes fueron heterocigotos.
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Figura 30. Analisis de secuencias obtenidas para el polimorfismo ubicado en la
posicion 104.772.760 del gen AKTL1 vy distribucién genotipica en la poblacion
total.

a. Electroferograma para homocigoto dominante G/G.

b. Electroferograma para heterocigoto G/a.

c. Distribucion porcentual de genotipos para pacientes con MM y controles.

La prueba de Fisher no pudo ser realizada para la relacién de pacientes e
indigenas ya que estos solo exhibieron el genotipo homocigoto dominante. Sin

embargo, las relaciones de pacientes con negros e indigenas respectivamente,
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no fue significativa ya que ambas tuvieron tuvo un valor F igual a 1,732 y p de
0,370.

En la Tabla 18 se resume la distribucion de los polimorfismos estudiado que
presentan mas de una variante genotipica, es decir que no se incluyé a E319G.

P388T y D32E.

Tabla 18. Distribucion general de los polimorfismos en la poblacion estudiada.

FRECUENCIAS GENOTIPICAS

CONTROLES
SNP GENOTIPOS CASOS ) VALOR P
MESTIZOS NEGROS INDIGENAS

/T 32,4 25,0 25,0 0,0

rs2494732 T/c 29,4 20,0 10,0 75,0 0,000
c/c 38,2 55,0 65,0 25,0
G/G 58,8 70,0 70,0 70,0

rs3803304 G/c 41,2 30,0 30,0 25,0 0,621
c/c 0,0 0,0 0,0 5,0
G/G 100,0  100,0 100,0 100,0

rs356224711 G/a 0,0 0,0 95,0 0,0 0,638
a/a 0,0 0,0 5,0 0,0
c/C 64,7 45,0 35,0 5,0

104,772,763 C/g 35,3 55,0 65,0 95,0 0,000
g/g 0,0 0,0 0,0 0,0
/T 73,5 80,0 55,0 80,0

104,772,762 T/a 26,5 20,0 45,0 20,0 0,291
a/a 0,0 0,0 0,0 0,0
G/G 100,0 95,0 95,0 100,0

104,772,760 G/a 0,0 5,0 5,0 0,0 0,405
a/a 0,0 0,0 0,0 0,0

Finalmente, en la Figura 31 se ilustra la distribucion del total de polimorfismos
estudiados en el presente trabajo. Los nuevos polimorfismos encontrados

después del alineamiento, se sitian en el intron 11 entre los exones 11y 12. La
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distancia entre ambos exones es de 640 pares de bases, pero los
polimorfismos se encuentran mas cercanos al exon 11. Se contabilizd la
distancia entre el final del exon 11, de tal forma que rs2494732 se encuentra a
23 pb., rs3803304 a 69 pb., rs35622471 a 71 pb., 104.772.763 a 115 pb.,
104.772.762 a 116 pb. y 104.772.760 a 118 pb.
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Figura 31. Distribucion de los polimorfismos del gen AKT1 estudiados en €

presente trabajo.

Polimorfismo D32E: rs201636005.
Polimorfismo E319G: rs12881616.
Polimorfismo P388T: rs11555431.
Polimorfismo: rs2494732.
Polimorfismo: rs3803304.
Polimorfismo: rs35622471.

Polimorfismo ubicado en la posicién 104.772.763.
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Polimorfismo ubicado en la posicién 104.772.762.

Polimorfismo ubicado en la posicién 104.772.760.

4.6 Determinacién de haplotipos

Considerando los 9 polimorfismos estudiados en este trabajo y que estos
tienen 2 variantes alélicas darian un total de 162 posibilidades de haplotipos
resultantes. Sin embargo, del total de haplotipos esperados Unicamente se
obtuvieron 3, ya que en la mayoria de polimorfismos predominé el genotipo
homocigoto dominante. Estos haplotipos fueron: TGTGGCTGT, TGCGGCTGT
y TGCCGCTGT.
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La frecuencia de los haplotipos varié en pacientes y controles (Figura 32). El
haplotipo TGTGGCTGT estuvo presente en el 70,6% de los casos, 80% de los
mestizos, 90% de los negros y 25% de los indigenas. Mientras que el haplotipo
TGCGGCTGT tuvo una menor frecuencia que el anterior, 29,4% para los
pacientes, 20% en mestizos, 10% en negros, y 70% en indigenas. Por ultimo,
el haplotipo TGCCGCTGT solo se encontré en un 5% en indigenas.
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Figura 32. Analisis de haplotipos en la poblacién total.

Realizando la prueba de Fisher, se encontr6 que entre los pacientes e
indigenas la distribucion de los haplotipos es significativamente distinta ya que
p= 0,002. Pero las relaciones de pacientes con negros y mestizos
respectivamente, no fueron significativos debido a que el valor de p superé 0,05
(Tabla 19).

Tabla 19. Prueba de Fisher para la distribucién de haplotipos en la poblacion

total.
Relacién Valor F  Valor p
Pacientes vs. Mestizos 0,581 0,335
Pacientes vs. Negros 2,745 0,091

Pacientes vs. Indigenas 11,241 0,002
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4.7 Andlisis estadistico

4.7.1 Equilibrio Hardy-Weinberg en la poblacién

Se realiz6 el equilibrio de Hardy-Weinberg para los polimorfismos estudiados
en el presente trabajo, y posterior a esto se confirmaron los resultados
mediante el uso de la prueba estadistica X°. Se encontré que rs2494732 vy el
SNP situado en la posicién 104.772.763 no se encuentran en equilibrio dentro
de la poblacion total ya que el valor de p obtenido mediante la prueba X? es
menor que 0,05 (Tabla 20). Sin embargo, el resto de polimorfismos estudiados
si se encuentran en el equilibrio de Hardy-Weinberg ya que el valor de p no es
significativo (p>0,05). Los polimorfismos E319G, P388T y D32E al presentar el

genotipo homocigoto dominante, no fue posible llevar a cabo esta prueba.

Tabla 20. Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas de los
polimorfismos estudiados.

FRECUENCIAS

GENOTIPICAS
SNP GENOTIPOS WEINBERG

CASOS CONTROL TOTAL CASOS CONTROL TOTAL VALOR P

FRECUENCIAS ALELICAS HARDY-

TIT 32,4 16,7 22,3 47,1 34,2 33,3

rs2494732 Tlc 29,4 35,0 33,0 0,0030
clc 38,2 48,3 44,7 52,9 65,8 66,7
G/IG 58,8 70,0 60,0 79,4 84,2 98,4

rs3803304 Glc 41,2 28,3 33,0 0,1765
clc 0,0 1,7 1,0 20,6 15,8 1,59
G/G 100,0 98,3 98,9 100,0 99,2 100,0

rs35622471 Gla 0,0 1,7 11 0,9587
ala 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
C/iC 64,7 28,3 41,5 82,4 64,2 100,0

104.772.763 Clg 35,3 71,7 58,5 0,0001
a/g 0,0 0,0 0,0 17,6 35,8 0,0
TIT 73,5 71,7 72,3 86,8 85,8 100,0

104.772.762 Tla 26,5 28,3 27,7 0,1197
ala 0,0 0,0 0,0 13,2 14,2 0,0
G/G 100,0 96,7 97,9 100,0 98,3 100,0

104.772.760 Gla 0,0 3,3 2,1 0,9170

ala 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 0,0
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4.7.2 Prueba de odds-ratio entre grupo afecto y control

La prueba estadistica fue realizada en todos los polimorfismos, sin embargo, se
obtuvo el riesgo relativo de pocos SNPs ya que esta herramienta no funciona si
es que existen valores iguales a cero. Razon por la cual no se hizo esta prueba
para los polimorfismos E319G, P388T y D32E.

En la Tabla 21 se encuentra detallado el riesgo para cada genotipo en funcion
de los polimorfismos estudiados. Unicamente el polimorfismo ubicado en la
posicion 104.772.763 del gen AKT1 muestra un valor de p<0,05 para un
genotipo heterocigoto (C/g) y la sumatoria de homocigoto dominante y
heterocigoto (C/C+C/q).

Tabla 21. Asociacién entre los polimorfismos estudiados y el riesgo genotipico

de desarrollar mieloma multiple entre casos y controles.

SNP GENOTIPOS CASOS CONTROL ODDS IC (95%) VALOR P
(n=34) (n=60) RATIO

rs2494732 TT 11 10 1,0 - -
Tic 10 21 0,433 0,138-1,354 0,245
clc 13 29 0,408 0,139 - 1,197 0,169
T/T+Tlc 21 31 0,616 0,222 -1,708 0,500

rs3803304 G/IG 20 42 1,0 - -
Glc 14 17 1,729 0,713 - 4,192 0,322

clc 0 1 - - -
G/G + G/c 34 59 1,210 0,613 - 2,387 0,705

rs35622471 G/G 34 59 1,0 - -

Gla 0 1 - - -

ala 0 0 - - -
G/G+Gla 34 60 1,0 0,542-1,784 1,000

104.772.763 c/C 22 17 1,0 - -
Clg 12 43 0,216 0,088 - 0,530 0,001

a/g 0 0 - - -
CI/C+Clg 32 60 0,4 0,192-0,885 0,035

104.772.762 TIT 25 43 1,0

Tla 9 17 0,911 0,353 - 2,346 1,000

ala 0 0 - - -

TIT+Tla 34 60 0,975 0,510 - 1,863 1,000
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SNP GENOTIPOS CASOS CONTROL ODDS IC (95%) VALOR P
(n=34) (n=60) RATIO
104.772.760 GIG 34 58 1,00 -
Gla 0 2 - -
ala 0 0 - -
G/G +G/a 34 60 1,00 0,532 - 1,756 1,00

De la misma forma se obtuvo el odds-ratio en funcién de los alelos de cada
polimorfismo, solamente se obtuvieron de rs2494732, rs3803304, 104.772.763
y 104.772.762. Pero, ninguno de ellos tuvo un valor significativo es decir menor
a 0,05 (Tabla 22).

Tabla 22. Asociacion entre los polimorfismos estudiados y el riesgo alélico de

desarrollar mieloma mdltiple entre casos y controles.

CASOS CONTROL  ODDS
SNP ALELOS IC (95%) VALOR P
(n=34) (n=60) RATIO

T 16 20,5 1,0
rs2494732
C 18 39,5 0,591 0,251-1,39 0,322
G 27 42,0 1,0
rs3803304
C 7 9,5 1,322 0,452 - 3,865 0,816
G 34 59,5 1,0 - -
rs35622471
A 0 0,5 - - -
C 26 17 1,0
104.772.763
G 12 21,5 0,818 0,346 - 1,935 0,811
T 29,5 43 1,0
104.772.762
A 4,5 8,5 0,963 0,295 - 3,140 1,000
G 34 59 1,0 - -
104.772.760
A 0 1 - - -

4.7.3 Analisis estadistico entre polimorfismos e historias clinicas

Este andlisis estadistico fue llevado a cabo para los SNPs que presentaron

mas de una variante genotipica para el grupo de afectos, es decir los
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polimorfismos rs2494732, rs3803304, 104.772.763 y 104.772.762. No se
realiz6 este andlisis para los polimorfismos E319G, P388T y D32E.

La relacion entre las variables cualitativas y los polimorfismos no fue
significativa para ninguna caracteristica analizada ya que al realizar la prueba
de Fisher el valor de p fue mayor a 0,05 (Anexo 5). Mientras que la relacion
entre las variables cuantitativas de las historias clinicas y los SNPs fue
significativa en algunas circunstancias. Especificamente la distribucion del
polimorfismo rs2494732 fue significativamente diferente entre los pacientes
considerando como pardmetro la beta-2-microglobulina. Se encontr6é el mismo
comportamiento al analizar el polimorfismo 104.772.763 con la albumina, ya

que el valor de p fue menor a 0,05 (Anexo 6).

4.7.4 Analisis estadistico entre haplotipos e historias clinicas

Se analizaron las posibles relaciones entre las variables cualitativas y
cuantitativas con los haplotipos de los pacientes con mieloma mdultiple, pero
ninguna de ellas arroj6 un valor significativo ya que p fue mayor de 0,05

(Anexos 7y 8).
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CAPITULO V
DISCUSION

El mieloma multiple es una neoplasia poco frecuente que afecta a la poblaciéon
mundial. Esta enfermedad ocupa la posicion 23 en el ranking mundial de tipos
de cancer con aproximadamente 114.000 casos nuevos anualmente y tiene
una incidencia del 0,8% (World Cancer Research Fund International, 2012). Sin
embargo, en el Ecuador su incidencia es 0,1% menor a los datos obtenidos en
el mundo con 91 y 64 casos nuevos por cada 100.000 habitantes para hombres

y mujeres respectivamente (Globocan, 2012; Cueva y Yépez, 2014, p. 43).

Debido a que el niumero de pacientes con MM es reducido en el pais, el
presente estudio fue realizado con 34 muestras provenientes de dos hospitales
de la ciudad de Quito. La edad promedio de los pacientes fue de 64 afos y el
rango observado fue de 38 a 83 afios. En estudios previos realizados por
Dispenzier et al. (2008, p. 786) y Dimopoulos et al. (2012, p. 2765) se
determind que la edad promedio es de 64 afios, con la salvedad que el rango
observado fue de 26 a 90 afios y 29 a 92 afios respectivamente. De acuerdo a
Waxman et al. (2010, p. 5502) y Bhatnagar et al. (2015, p. 1066), existen
variaciones en cuanto a la edad de diagnéstico y sobrevida de acuerdo al grupo
étnico de los pacientes. Encontrando que la edad promedio de diagndéstico en
negros es menor que la de los pacientes blancos; y la sobrevida es mayor para

los pacientes negros que para los blancos.

En cuanto al género, la base de datos Surveillance, Epidemiology, and End
Results (SEER) (2015) afirma que la poblacion masculina tiene una mayor
predisposicion a contraer esta enfermedad, sin importar el grupo étnico al que
pertenece. Razén por la cual, existieron en el estudio un mayor nidmero de

individuos del sexo masculino que femenino.

Asimismo, de acuerdo a los analisis citogenéticos se puede predecir el riesgo

de progresion de la enfermedad y por lo tanto su supervivencia. En el grupo de
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pacientes con MM se encontré que el 20,6% de los pacientes presentan un
cariotipo no hiperdiploide y el 17,6% hiperdiploide. Segun Rajan y Rajkumar
(2015, pp. 2 - 3) y Prideaux con sus colaboradores (2014, p. 7), los pacientes
con caracteristicas no hiperdiploides tiene un menor tiempo de vida que el
hiperdiploide. Esta situacion se debe a que en el grupo no hiperdiploide existen
translocaciones con cromosomas asociados a oncogenes que alteran ciertas

rutas metabdlicas, desencadenando un peor prondstico para el paciente.

Por otro lado, las pruebas inmunolégicas y hematoldgicas son de vital
importancia en el mieloma multiple ya que permite estratificarlo en estadios. Es
por ello que estos parametros fueron considerados, encontrando que la
inmunoglobulina G se encuentra por encima del rango normal con una media
de 1.954 mg/dL. No obstante, IgA e IgM se encuentran dentro del rango
esperado. Pero, la inmunoglobulina E se encuentra por debajo del rango
promedio con una media de 14,5 mg/dL, lo cual se pudo deber a que solo se
contd con la informacion de este isotipo en escasos pacientes. Se ha podido
establecer que los tipos mas frecuentes de inmunoglobulinas o paraproteinas
son: IgG en aproximadamente el 50-60% de los pacientes, IgA en un 30%, IgM
en un 2% e IgE con un porcentaje minimo (Sabin, 2013; Kyle y Rajkumar,
2009, pp. 3 — 4; Pandey y Kyle, 2013, pp. 1 — 2).

En las pruebas hematoldgicas se encontré que tanto la albiumina como la beta-
2-microglobulina (B2M) se encuentran alteradas en comparacion con los
valores normales. Especificamente la albumina tuvo una media de 3,6 g/dL
encontrandose muy cerca del limite inferior del rango normal. Mientras que, la
B2M exhibe valores superiores a los esperados con una media de 2.328,9
ng/mL. Ambos parametros han sido considerados como factores predictivos del
tiempo de supervivencia de los pacientes con la enfermedad segun el sistema
de clasificacion ISS (Greipp et al., 2005, pp. 3412 — 3413; Munshi et al., 2011,
p. 4697).
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En el Ecuador el sistema de clasificacion Durie-Salmon es utilizado
masivamente y toma en cuenta algunos pardmetros que determinaran el
pronéstico de la enfermedad. En el presente estudio la hemoglobina, los
leucocitos, las plaquetas, los linfocitos, la urea, la creatinina, la lactato
deshidrogenasa, y las proteinas totales se encontraron dentro del rango
esperado. No obstante, pocos pacientes exhibieron cifras altas de leucocitos,

plaquetas, linfocitos, urea, creatinina, calcio, LDH, B2M y proteinas totales.

La clasificacion de los estadiajes fue hecha mediante el andlisis de los datos
existentes en los historiales clinicos en conformidad a los pardmetros
establecidos por el sistema Durie-Salmon e ISS. Independientemente del
sistema de clasificacion utilizado, en este estudio hubo un mayor niamero de
pacientes en el estadio | y Il. Sin embargo, segun Leone et al. (2013) el estadio
[Il es el mas comun de acuerdo al estudio multicéntrico realizado entre 1984 y
2013 debido a que no se diagnostica a tiempo esta enfermedad. Al comparar
ambos resultados, se puede deducir que existe una falencia en los datos de los
historiales clinicos recopilados o a su vez de una falta de registro de la

informacion en los hospitales muestreados.

El tiempo de supervivencia de un paciente que tiene mieloma es variable y
proporcional al estadio de la enfermedad. En los afios 80, el tiempo de
supervivencia no superaba los 28 meses, pero actualmente se ha podido
mejorar éste a 5 afios (Kumar et al., 2015, p. 2518). Este incremento en el
tiempo de supervivencia se debe aproximadamente a 60 parametros, pero
debido a su elevado numero Unicamente se toma en cuenta aquellos
encargados de evaluar el comportamiento clinico (San Miguel y Garcia-Sanz,
2005, pp. 570 - 578). En el 2005, Greipp y su equipo de trabajo pronosticaron
el tiempo de supervivencia esperado segun el sistema internacional, siendo
este: 62 meses para el estadio |, 44 meses para el estadio Il y 29 meses para
el estadio Ill. En el actual estudio se encontraron pacientes que atravesaron los
estadios | y Il de acuerdo a los sistemas de clasificacion Durie-Salmon e ISS.

La media de supervivencia para el estadio | fue de 36,9 meses segun el
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sistema Durie-Salmon, mientras que para el sistema ISS fue de 42,9 meses.
Asimismo, se calcul6 la media para el estadio Il la cual fue de 17,6 meses en el
sistema Durie-Salmon y 13,6 meses para ISS. Estos datos concuerdan con los
mencionados previamente ya que los pacientes que se encontraron en el
primer estadio sobreviven un mayor tiempo que los que atravesaron el estadio

I, sin importar el sistema de clasificacion usado.

Debido a que el mieloma mdltiple es una patologia compleja, algunos
investigadores han optado por analizar a nivel molecular el comportamiento de
esta enfermedad. Se han realizado un sin nimero de estudios con la finalidad
de determinar alteraciones genéticas, identificar factores de riesgo y prondéstico
e incluso mejoras en los métodos de diagndstico para incrementar el tiempo y
calidad de vida de los pacientes. Se han asociado diversas alteraciones
génicas y rutas metabdlicas con la patogénesis de la enfermedad. Tal es el
caso de los estudios hechos por el grupo de Leone (Elosua et al., 2008,
p. 1694; Leone et al., 2009), donde se pudo caracterizar lineas celulares de
mieloma multiple mediante el uso de arrays de mapeo genético. Este estudio
dio como resultado que existe en el mieloma una desregulacion de proteinas
quinasas, especificamente en rutas metabdlicas que desempefian una funcion
crucial en la apoptosis, regulacién y progresion del ciclo celular, asi como
también de la transcripcién del ADN. Estas vias de sefializacion son: PI3K/AKT,
Quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), Auroras, MAPK-ERK, y NFKB.

La ruta metabdlica PI3BK/AKT es de suma importancia ya que esta encargada
de la regulacion del ciclo celular, apoptosis, senescencia, motilidad,
metabolismo y reparacién del ADN (Thorpe, Yuzugullu y Zhao, 2015, p. 7;
Fruman y Rommel, 2014, p. 140). Para que esta via sea activada se necesita
de una serie de pasos que permitiran transmitir las sefiales desde la superficie
celular hacia el citoplasma (Wong, Engelmn y Cantley, 2010, p. 87; Hemmings
y Restuccia, 2012, p. 1).
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En personas que no padecen ninguna enfermedad esta ruta metabdlica actia
de forma regulada gracias a la presencia de sefiales internas, no obstante, la
desregulacion de esta ruta se ha asociado con la posibilidad de desarrollar
cancer. Se determin6 que esta actividad no regulada de la ruta PI3K promueve
la angiogénesis tumoral y carcinogénesis (Akinleye, Avvaru, Furgan, Song y
Liu, 2013, pp. 1 — 2; Courtney, Corcoran y Engelman, 2010, p. 1075).
Asimismo, se ha relacionado a la sobreactivacion de esta ruta con la
resistencia a tratamientos convencionales tales como radiacién, biologicos,
quimioterapia, entre otros (Falasca, 2010, pp. 1410 - 1411; Courtney et al.,
2010, p. 1075). Mientras que la inhibicion de esta ruta conlleva a la muerte de
células cancerigenas (Han et al., 2014, p. 1). Por tal razén, se identificé que la
ruta PISK/AKT puede ser considerada como una diana para el tratamiento
contra el cancer. Se han desarrollado inhibidores que actien de manera
eficiente y selectiva que se encuentran en la fase de evaluacion clinica, estos
son: Idelalisib, Buparlisib, GDC-0941, PX-866, GDC-0032, BAY 80-6946, IPI-
145, BEZ-235, BYL-719, BGT-226, PF-04691502, GDC-0980, GSK-2126458,
PF-05212384, XL-765, y XL-147(Akinleye et al., 2013, p. 1). De forma concreta
ya existen inhibidores de esta ruta que servirdn como posible tratamiento para
el mieloma, pero aun no ha sido comprobada su eficiencia y seguridad (Han
et al., 2014, p. 2).

El gen AKT1 es activado directamente por el fosfoinositol 3 fosfato (PIP3) en la
ruta PIBK/AKT, y este a su vez inhibe algunos genes inhibidores dependientes
de ciclinas (CDKIs) que se encargan de regular el ciclo celular. AKT1 al
desempefiar un papel clave en la ruta PI3K, ha sido estudiado en algunas
enfermedades como esquizofrenia y varios tipos de cancer (Cairns, Harris, y
Mak, 2011, pp. 85-86). A pesar de la importancia de este gen, hasta el
momento no se han reportado polimorfismos de nucleétido simple que se
encuentren ligados con el mieloma mdltiple. En un estudio bioinformatico se
analizaron 22 polimorfismos de AKT1 que potencialmente desencadenarian
efectos en la estructura y funcion de la proteina codificante. Se encontré que
E319G, P388T y D32E afectara la estabilidad y estructura de la proteina
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resultante, razén por la cual estos SNPs fueron investigados en el presente
trabajo (Shanti et al., 2014, pp. 959-961). Sin embargo, ninguno de estos

polimorfismos estuvo presente en pacientes con mieloma ni en controles.

Se registraron 6 polimorfismos en la amplificacion del P388T con el cebador
reverse, de los cuales 3 ya han sido registrados en NCBI y estos son:
rs2494732, rs3803304, rs35622471. Y adicionalmente se registraron 3
polimorfismos al final de la amplificacion de esta region en las posiciones
104.772.763, 104.772.762 y 104.772.760. Estos 6 polimorfismos estan en el
intron 11 del gen AKT1 y se encuentran muy préximos a la region final del exon
11. Justamente al existir tantos polimorfismos en esta regidn se puede
establecer que este es un hotspot o punto caliente de mutaciones (Raisman y
Gonzélez, 2007). Aun no se conoce por completo cual es la causa ni el
mecanismo de accion en estas regiones calientes, pero se ha determinado que
con esta informacién se podra vislumbrar mecanismos mutagénicos en el futuro
y a su vez relacionarlo con distintos tipos de cancer donde existan estos

patrones (Rogozin y Pavlov, 2003, pp. 68 — 69).

Cabe mencionar que al estar esos polimorfismos en un intron no tendrian
ningun efecto en la proteina obtenida, sin embargo, si existiera un error durante
el corte y empalme de exones posiblemente el producto resultante seria
distinto. Hasta el momento el polimorfismo rs2494732 ha sido investigado en
esquizofrenia, cancer de pulmén, carcinoma nasofaringeo y consumidores de
Cannabis (Ohi et al., 2013, pp. 108 - 110; Min Jung et al., 2012, pp. 168 - 169;
Zhang et al., 2014, pp. 2 - 3; Van-Winkel, 2011, pp. 153 - 154). Mientras que el
SNP rs3803304 ha sido estudiado en cancer esofaringeo y carcinoma
espinocelular de la cabeza y cuello (Hildebrandt et al., 2009, p. 863; Pfisterer,

Fusi, Klimghammer, Knddler, Nonnenmacher y Keilholz, 2012, p. 8).

En este estudio el polimorfismo rs2494732 estuvo presente en pacientes y
controles, de forma general existié una distribucion distinta entre ambos grupos

el andlisis estadistico fue realizado con un nivel de confianza del 95%. Sin
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embargo, esta diferencia se visualiz6 especificamente al relacionar los casos
de pacientes con mieloma e indigenas, ya que p fue 0,001. No obstante, en la
investigacion realizada por Zhang et al. (2014, p. 2) en cancer nasofaringeo no
hubo una distribucién diferente entre controles y pacientes. De igual forma en
otro estudio hecho en esquizofrenia no se encontré una diferencia significativa
en personas con la enfermedad y sin ella (Ohi et al., 2013, p. 105). Cabe
recalcar que las personas que participaron en ambos estudios pertenecieron a
un grupo étnico de China. De tal manera que se puede establecer que este
polimorfismo se encuentra presente en la poblacion china indistintamente de la
condicidn patolégica que presenten, pero en la poblacién ecuatoriana el SNP

se encuentra principalmente en indigenas.

Asimismo, el polimorfismo rs3803304 se encontré en pacientes y controles, no
obstante, el genotipo mas comun fue el homocigoto dominante mientras que el
homocigoto recesivo se exhibié exclusivamente en una persona indigena.
Razon por la cual no existio una diferencia significativa entre los pacientes con
mieloma y los controles sin importar su grupo étnico. Hasta el dia de hoy este
polimorfismo se ha estudiado para evaluar si su presencia muestra una mejor
respuesta al tratamiento de cancer esofaringeo y carcinoma espinocelular de la
cabeza y cuello (Hildebrandt et al., 2009, p. 857; Pfisterer, Fusi, Klimghammer,
Knddler, Nonnenmacher y Keilholz, 2012, p. 1).

En cuanto a rs35622471, el grupo afecto presentd un genotipo homocigoto
dominante y el grupo control de igual manera con la salvedad de un individuo
negro que tuvo un genotipo heterocigoto. Es por ello que no hubo diferencias
significativas entre pacientes y controles. Lo mismo sucedi6é con los nuevos
polimorfismos registrados en las posiciones 104.772.762 y 104.772.760, ya que
solamente se encontraron individuos con genotipo homocigoto dominante y
heterocigoto. En el caso de 104.772.762 se distribuyd de forma homogénea el
polimorfismo entre personas con mieloma y sin la enfermedad. Mientras que en
104.772.760 se observé un mayor porcentaje de homocigotos dominantes y 2

individuos fueron heterocigotos, estos pertenecieron al grupo étnico mestizo y
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negro respectivamente. Debido a la baja incidencia del genotipo heterocigoto,

la distribucion general de este polimorfismo fue similar entre ambos grupos.

Por otro lado, el polimorfismo ubicado en la posicion 104.772.763 tuvo una
distribucion dispareja entre pacientes y controles, ya que el valor de p fue
menor a 0,05. De forma concreta, la relacion entre el grupo afecto con negros
tuvo un valor de p=0,033 y de igual manera con los indigenas p fue 0,000. En
este estudio no se registrd0 ningun individuo con el genotipo homocigoto
recesivo, predominé el homocigoto dominante y heterocigoto en el grupo afecto
y control. Sin embargo, es importante mencionar que en el grupo indigena el
genotipo mas comun fue el heterocigoto y solo una persona fue homocigoto

dominante.

De acuerdo a las bases de datos NCBI (2016) y EBI (2016), aun no se han
registrado los SNPs de las posiciones 104.772.763, 104.772.762 'y
104.772.760. Por lo tanto, se requeririan de otros estudios que avalen la
informacion presentada en este trabajo para poder aseverar que estos sean
nuevos polimorfismos y a su vez poder determinar su influencia en la poblacion

ecuatoriana con mieloma multiple.

El andlisis de haplotipos fue llevado a cabo con el fin de agrupar a todos los
polimorfismos y examinar de manera global los resultados obtenidos. De
acuerdo a Nature (2014), mediante esta indagacion se puede determinar
patrones de variantes génicas y asociarlos con ciertas enfermedades o cuadros
clinicos, de tal manera que a futuro esta informacion sirva como herramienta de
diagndstico. Considerando que en este estudio se estudiaron 9 polimorfismos
con 2 variantes alélicas, darian un total de 162 posibles haplotipos. Sin
embargo, la mayoria de SNPs no registré el genotipo homocigoto recesivo por
lo que solo se anotaron tres haplotipos TGTGGCTGT, TGCGGCTGT vy
TGCCGCTGT. Se analizé la distribucion de los haplotipos entre los pacientes y
controles, encontrando que si hay una diferencia exclusivamente entre

pacientes e indigenas con un valor de p igual a 0,002. Esta diferencia se debe
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a que el grupo étnico indigena fue el Unico que presentd los tres posibles
haplotipos en relacion a los demas grupos. Sin embargo, con el resto de grupos

étnicos no se evidencid un valor significativo ya que p fue mayor a 0,05.

En cuanto al analisis estadistico, el equilibrio de Hardy-Weinberg fue una de las
pruebas realizadas encontrando que los polimorfismos rs3803304, rs35622471,
104.772.762 y 104.772.760 cumplian con las condiciones de equilibrio de la
poblacion, es decir p mayor a 0,05. Sin embargo, los SNPs rs2494732 y
104.772.763 arrojaron un valor de p menor que 0,05 indicando que estos no se
encuentran en equilibrio dentro de la poblacion investigada. Esto puede
observarse en la Tabla 13, donde en rs2404732 el alelo dominante es T en el
grupo afecto y en el grupo control es C. Lo mismo sucede en 104.772.763,
donde el alelo dominante es C para los pacientes y es G para los controles. La
ley de Hardy-Weinberg establece que una poblacion se mantiene en equilibrio
cuando sus frecuencias genotipicas y alélicas son constantes con el paso de
las generaciones, este se rompera cuando se incorporen factores
perturbadores (Paz y Mifio y Lépez, 2014, p. 49). De tal manera que el
desequilibrio de la poblacién para los polimorfismos rs2494732 y 104.772.763
puede deberse a que se encuentran evolucionando gracias a procesos
sistematicos al azar como la generacion de mutaciones o también por la

migracion, deriva génica o consanguinidad entre individuos.

Asimismo, se realiz6 la prueba de odds-ratio (OR) para cada uno de los
polimorfismos y se encontré un valor significativo en el SNP de la posicion
104.772.763 para el genotipo homocigoto dominante (C/C) y la sumatoria de
homocigoto dominante con heterocigoto (C/C+ C/g) con un valor de p menor a
0,05. En el caso del genotipo C/C este tuvo un valor OR de 0,2 con un intervalo
de confianza de 0,088 a 0,530, asimismo para C/C+C/g el valor OR fue de 0,4
el cual se encontré dentro del intervalo de confianza de 0,192 a 0,885. Estos
resultados indican que los genotipos antes mencionados representan 0,2 y 0,4
veces respectivamente, mas riesgo de desarrollar mieloma multiple. Cabe

recalcar que genotipo el homocigoto dominante fue considerado como
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referencia con un valor OR de 1, por lo que se infiere que una persona con esta

caracteristica no tiene riesgo de contraer esta enfermedad.

Al evaluar los otros polimorfismos rs2494732, rs3803304, rs35622471,
104.772.762 y 104.772.760 no se encontrd ningun valor significativo de OR.
Existen varios estudios que comprueban que algunos de estos SNPs no han
sido asociados con el riesgo de padecer alguna enfermedad. De acuerdo a un
estudio hecho por Zhang et al. (2014), rs2494732 no representa ningun riesgo
para contraer cancer nasofaringeo. No obstante, en otra investigacion se
encontr6 que este SNP ha sido asociado con el riesgo de desarrollar
desOrdenes psicéticos en consumidores de Cannabis y esquizofrénicos
(Karege et al., 2011, p. 12). Asimismo, se encontr6 que cualquiera de las
variantes genéticas de este polimorfismo representa un menor riesgo de
desarrollar cancer de mama (P. Leone, comunicacion personal, 3 de febrero de
2016). Por otro lado, rs3803304 ha sido relacionado con un menor riesgo de
muerte en pacientes que tienen carcinoma espinocelular de la cabeza y cuello
y reciben un tratamiento con Cetuximab-Docetaxel (Pfisterer et al., 2012, p. 8).
De forma similar el polimorfismo rs3803304 ha sido asociado con una mejor
respuesta al tratamiento con quimoradioterapia en pacientes con cancer
esofaringeo (Hildebrandt et al., 2009, p. 857). Ilgualmente, se evidencié que el
genotipo homocigoto recesivo de éste SNP representa un mayor riesgo de
contraer cancer de mama (P. Leone, comunicacién personal, 3 de febrero de
2016).

Igualmente, se realiz6 la prueba de odds-ratio para cada uno de los
polimorfismos en funcién de los alelos. Debido a que no todos los SNPs
presentaron las dos variantes alélicas, Unicamente se pudo calcular el OR para
rs2494732, rs3803304, 104.772.763 y 104.772.762. De los cuales, no se
encontré ningan alelo que represente un mayor riesgo de padecer la patologia

en estudio.
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Finalmente, se relacionaron los datos de las historias clinicas de los pacientes
con los polimorfismos estudiados y a su vez con los haplotipos. Se evidencio
gue no existe ninguna asociacion entre lo SNPs estudiados con las variables
cualitativas ya que el valor de p no fue significativo. Debido a que la distribucion
de los polimorfismos fue similar para cada una de las variables analizadas
como: género, citogenética y estadiaje. Pero, al examinar las variables
cuantitativas se encontré que la distribucion del polimorfismo rs2494732 fue
significativamente distinta entre los pacientes considerando como parametro la
B2M. Al igual que el polimorfismo de la posicién 104.772.763 con la albumina,
ya que tienen un valor de p significativo. Estos resultados resaltan la
importancia de los parametros B2M y albumina ya que en este trabajo ambos
fueron alterados, lo cual corresponde al comportamiento general de la
enfermedad. Es por ello que ambos parametros en la actualidad son utilizados
como factores de prondstico y progresion de la enfermedad segun el sistema
de clasificacion internacional (ISS) (Greipp et al., 2005, pp. 3412 — 3413). El
mismo procedimiento fue hecho con los haplotipos, sin embargo, no se
encontré relaciones significativas con ninguna variable cualitativa ni

cuantitativa.

En resumen, este trabajo permite comprender de mejor manera los
polimorfismos del gen AKT1 en la poblacion ecuatoriana. De tal manera que se
pudo establecer que los SNPs E319G, P388T y D32E no se encuentran
presentes en la poblacion ecuatoriana sana ni afectada con mieloma mdltiple.
Asimismo, se comprobd la presencia de variantes genéticas no esperadas e
incluso no reportadas durante la amplificacion de los polimorfismos antes
mencionados. Dos de estas variantes genéticas (rs294732 y 104.772.763) no
se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg y muestran una distribucion
distinta entre pacientes y controles. Ademas, éstos exhiben una relacién directa
con albumina y B2M, los cuales han sido considerados como parametros de
clasificacion segun el sistema ISS y podrian estar implicados la progresion de
la enfermedad. Igualmente se determiné que los genotipos C/C y C/C+C/G del

SNP 104.772.763 representan mas riesgo de desarrollar mieloma mdultiple. Por
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lo que se éste estudio sirve de base para profundizar mas sobre el
funcionamiento del gen AKT1 y comprender su rol en la poblacién ecuatoriana,
asi como también el efecto de la presencia de cada uno de los polimorfismos

analizados.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Los polimorfismos E319G, P388T y D32E no se encuentran presentes en la
poblacion ecuatoriana, por lo tanto, no afectan el funcionamiento del gen AKT1.
Debido a que los polimorfismos E319G, P388T y D32E no fueron registrados
en pacientes con mieloma multiple, no existe ninguna relacion con la

clasificacion cromosomica, historiales clinicos y tiempo de supervivencia.

Al relacionar los polimorfismos con los historiales clinicos se encontré una
asociacion entre rs2494732 con beta-2-microglobulina, al igual que el
polimorfismo de la posicion 104.772.763 con la albumina. Ambos polimorfismos
podrian estar implicados la progresion de la enfermedad, ya que la albumina y
beta-2-microglobulina han sido descritos anteriormente como puntos claves por

el sistema de clasificacion ISS.

No se encontr6 ninguna relacion entre los polimorfismos estudiados y la
clasificacion citogenética, ni tampoco con el tiempo de supervivencia, lo cual
significa que estos SNPs no se encuentran ligados al prondstico de la
enfermedad.

Se encontrd una distribucion distinta de rs2494732 y 104.772.763 entre casos y
controles, pero esta diferencia fue notoria para la relacion pacientes-indigenas
para ambos polimorfismos. Lo cual indica que los indigenas tienen mayor
predisposicibn a tener estas mutaciones. No obstante, el polimorfismo

rs2494732 también una relacion significativa con negros.

Los SNPs rs2494732 y 104.772.763 no se encuentran en equilibrio Hardy-
Weinberg dentro de la poblacion investigada debido que estd evolucionando

gracias a procesos sistematicos al azar como la generacién de mutaciones.
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El genotipo C/C y C/C+C/G del SNP 104.772.763 presenta una relacion con el

riesgo de desarrollar mieloma multiple.

6.2 Recomendaciones

La extraccion de ADN debe ser realizada el mismo dia que llega la muestra al
laboratorio para evitar que esta se dafie o a su ve mantenerlas a 4°C e impedir

la degradacion celular y molecular.

Se recomienda realizar diluciones y alicuotas de ADN para evitar posibles
contaminaciones producto de la manipulacion. Lo mismo se debe hacer con los

reactivos utilizados para la amplificacion de ADN.

El disefio de los cebadores debe ser hecho considerando una zona de
amplificacion de 150 a 300 pb. para que el fragmento sea leido sin problemas

en el secuenciador.

La mezcla de reactivos empleados para la realizacion de PCR de secuencia
debe ser manejada con cuidado de la luz ya que estos son fotosensibles y

ademas debe mantenerse en un bloque térmico frio.

Para la comprobacion de la existencia de los polimorfismos 104.772.763,
104.772.762 y 104.772.760 se deberia realizar otras experimentaciones con

cebadores que permitan amplificar esta zona de manera mas puntual.

De ser posible se deberia aumentar el nimero de muestra del grupo afecto
mediante la busqueda de convenios con hospitales publicos y privados que

tengan en su institucion a pacientes con esta enfermedad.

Se recomienda que exista un registro Unico hospitalario que contenga todos los

datos de los historiales clinicos para que esto sirva de herramienta en el
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andlisis de resultados, ya que lastimosamente existe mucho desorden en la

manipulacion de la informacién.

Deberia haber un seguimiento mas profundo a los pacientes y registrar cada
una de las visitas hechas a los hospitales, en conjunto con los resultados de los

examenes.

Si existiera la posibilidad de realizar un analisis citogenético a todas las
muestras seria de mucho provecho para poder predecir la supervivencia de los

pacientes de una manera mas veridica.
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Anexo 1. Datos clinicos de los pacientes con mieloma multiple.
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Parametro

Frecuencia

Género: hombre/mujer (%)
Edad: media/mediana (rango)
Supervivencia: media/mediana (rango)
Citogenética Normal
Hiperdiploide

No Hiperdiploide

Estadiaje Durie-Salmon (%)

Estadiaje ISS (%)

No definido

No definido

61,7/38,3
64,1/65 (38 - 83)
34/20 (1-139)
21
6
7
82,4
14,7
2,9
67,6
29,4
2,9

Anexo 2. Datos hematologicos de pacientes con mieloma multiple.

Caracteristicas

Rango normal

Pacientes con MM

Media Mediana
IgG (mg/dL) 751 - 1560 1954,0 1634,0
IgA (mg/dL) 82 -453 2385 161,5
IgM (mg/dL) 46 - 304 84 85,5
IgE (ng/mL) 20,40 - 87,00 14,5 9
Hemoglobina 14 - 18 12,7 13,1
(9/dL)
Leucocitos (K/uL) 45-10 6,7 6,4
Plaquetas 130.000- 400.000 257.093 234.000
Linfocitos (K/uL) 13-40 22,7 21,4
Urea (mg/dL) 10-50 44,3 36,7
Creatinina 05-1,4 1 0,9
(mg/dL)
Calcio (mg/dL) 8,1-11.8 5,8 4,7
Albumina (g/dL) 3,5-55 3,6 3,6
LDH (U/L) 240 - 480 316,6 276
B2M (ng/mL) 604 - 2.286 2.328,90 1,91
Proteinas Totales 6,6 - 8,7 7,3 7,3

(/D)

Rangos
657,6 - 5110
10,3 - 860
25,7-251
6-42,9
8,7-154

25-13,8
39.500 - 989.600
9,3-55
20,7-170
0,3-2,7

3,8-13.3
1,7-51
174 - 518,5
1,361 - 4.804,7
4,2-11,6
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Anexo 3. Concentraciones de las muestras de pacientes.

Muestra Género Edad Cl CF VF (ul) VI (ul) H20 (ul)
(ng/ul)  (ng/ul)
MM1 F 55 111,8 10,0 30,0 2,7 27,3
MM2 M 75 28,5 10,0 30,0 10,5 19,5
MM3 M 51 171,3 10,0 30,0 1,8 28,2
MM5 F 72 19,8 10,0 30,0 15,2 14,8
MM6 F 57 20,0 10,0 30,0 15,0 15,0
MM7 M 38 90,7 10,0 30,0 3,3 26,7
MM8 F 83 46,5 10,0 30,0 6,5 23,5
MM9 M 60 53,8 10,0 30,0 5,6 24,4
MM10 M 66 125,8 10,0 30,0 2,4 27,6
MM11 M 48 6,1 - - - -
MM12 F 82 237,1 10,0 30,0 1,3 28,7
MM13 M 58 60,5 10,0 30,0 50 25,0
MM14 M 65 557,0 10,0 30,0 0,5 29,5
MM15 F 56 231,3 10,0 30,0 1,3 28,7
MM16 M 77 17,0 10,0 30,0 17,6 12,4
MM17 M 65 75,9 10,0 30,0 4,0 26,0
MM18 F 60 164,1 10,0 30,0 1,8 28,2
MM19 M 83 414,9 10,0 30,0 0,7 29,3
MM20 M 48 94,2 10,0 30,0 3,2 26,8
MM21 M 50 418,4 10,0 30,0 0,7 29,3
MM22 M 64 828,7 10,0 30,0 0,4 29,6
MM23 M 65 290,7 10,0 30,0 1,0 29,0
MM24 M 63 68,4 10,0 30,0 4,4 25,6
MM25 M 75 85,6 10,0 30,0 3,5 26,5
MM26 M 63 206,0 10,0 30,0 15 28,5
MM27 M 64 3467,8 10,0 30,0 0,1 29,9
MM28 M 68 60,5 10,0 30,0 50 25,0
MM29 F 53 32,5 10,0 30,0 9,2 20,8
MM30 M 73 44,1 10,0 30,0 6,8 23,2
MM31 F 75 14,4 10,0 30,0 20,8 9,2
MM32 M 67 21,3 10,0 30,0 14,1 15,9
MM33 F 72 21,2 10,0 30,0 14,2 15,8
MM34 F 45 66,5 10,0 30,0 4,5 25,5
MM35 F 69 11,6 10,0 30,0 25,9 4,1
MM36 F 65 94,2 10,0 30,0 3,2 26,8




Anexo 4. Concentraciones de muestras de los controles.
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Muestra Género Grupo Edad Cl (ng/ul) CF (ng/ul)  VF () VI H20
étnico (uh)
CHC5 M Negros 27 17,1 30 10 17,5 12,5
SCH22 F Negros 15 46,3 30 10 6,5 23,5
SCH21 M Negros 35 35,6 30 10 8,4 21,6
SCH26 F Negros 18 10,9 30 10 27,5 25
SCH17 M Negros 63 18,8 30 10 16 14
SCH16 F Negros 60 111 30 10 27 3
SCH18 M Negros 20 16,8 30 10 17,9 12,1
SCH23 M Negros 21 21,6 30 10 13,9 16,1
SCH11 F Negros 26 24 30 10 12,5 17,5
SCH19 F Negros 47 22,9 30 10 13,1 16,9
SCH10 F Negros 25 24,3 30 10 12,3 17,7
SCH20 F Negros 28 14,3 30 10 21 9
CHC6 F Negros 50 11,6 30 10 25,9 4,1
CHC1 M Negros 36 23,1 30 10 13 17
CHC15 F Negros 50 22,4 30 10 13,4 16,6
CHC11 F Negros 70 23,4 30 10 12,8 17,2
SCH14 M Negros 48 324 10 30 9,3 20,7
SCH15 M Negros 48 102,4 10 30 2,9 27,1
SCH4 M Negros 35 16,9 10 30 17,8 12,2
CHC4 M Negros 35 18,8 10 30 16 14
S95 M Mestizos 20 56,7 15 30 5,3 24,7
S211 M Mestizos 19 32,7 15 30 9,2 20,8
S222 M Mestizos 24 17,3 15 30 17,3 12,7
S198 M Mestizos 19 16,3 15 30 18,4 11,6
S215 M Mestizos 19 38,3 15 30 7,8 22,2
INT183 M Mestizos 22 64,6 15 30 4,6 25,4
S204 M Mestizos 22 34,9 15 30 8,6 21,4
S219 M Mestizos 23 34,1 15 30 8,8 21,2
S202 M Mestizos 21 44,3 15 30 6,8 23,2
S213 M Mestizos 62 64,5 15 30 4,7 25,3
S223 F Mestizos 23 225,3 15 30 1,3 28,7
S208 F Mestizos 50 17,7 15 30 16,9 13,1
S220 F Mestizos 20 128,5 15 30 2,3 27,7
S210 F Mestizos 20 74,2 15 30 4 26
S221 F Mestizos 21 18 15 30 16,7 13,3
S112 F Mestizos 20 51,3 15 30 5,8 24,2
S218 F Mestizos 20 16,8 15 30 17,9 12,1
S214 F Mestizos 18 94,2 15 30 3,2 26,8
S209 F Mestizos 20 54,1 15 30 55 24,5
S216 F Mestizos 19 150,7 15 30 2 28
SSHG60 F Indigenas 60 2 - - - -
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Muestra Género Grupo Edad Cl (ng/ul) CF (ng/ul)  VF @) VI H20
étnico (uh)

SSH35 F Indigenas 37 2 - - - -
SSH13 F Indigenas 54 2 - - - -

SSH6 F Indigenas 27 2 - - - -
SSSHY7 F Indigenas 30 2 - - - -
SSH17 F Indigenas 57 2 - - - -
SSH45 F Indigenas 69 2 - - - -

SSH3 F Indigenas 67 2 - - - -
SSH46 M Indigenas 73 2 - - - -

SSH9 M Indigenas 52 2 - - - -
SSH21 M Indigenas 64 2 - - - -
SSH36 M Indigenas 56 2 - - - -
SSH41 M Indigenas 66 2 - - - -
SSH54 M Indigenas 21 2 - - - -
SSHS55 M Indigenas 39 2 - - - -

SSH4 M Indigenas 74 2 - - - -
SSH23 F Indigenas 47 2 - - - -
SSH14 F Indigenas 46 2 - - - -

SSH8 M Indigenas 33 2 - - - -
SSH10 M Indigenas 26 2 - - - -
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Anexo 5. Prueba Fisher sobre la relacién entre las variables cualitativas con

polimorfismos.

Prueba Fisher Valor p

Polimorfismos

Variables categéricas rs2494732 rs3803304 104.772.763 104.772.762
Género Masculino 0,493 0,296 0,292 0,107
Femenino
Citogenética Normal 0,423 1,000 0,605 0,464
Hiperdiploide
No
hiperdiploide
Estadiaje I 0,588 0,669 0,450 0,224
Durie- I
Salmon

Estadiaje ISS I 0,633 0,629 0,066 0,212
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Anexo 6. Prueba no paramétrica sobre la relacion entre las variables

cuantitativas con polimorfismos.

Valor p
Caracteristicas
rs2494732  rs3803304 104.772.763 104.772.762
Edad 0,679 0,717 0,403 0,673
Supervivencia 0,787 0,478 0,611 0,696

Inmunoglobulinas

lgG 0,088 0,898 0,823 0,823
IgA 0,634 0,125 0,820 0,387
IgM 0,501 0,506 0,462 0,799
IgE 0,344 1,000 1,000 0,800

Parametros hematoldgicos

Hemoglobina 0,113 0,158 0,191 0,081
Leucocitos 0,604 0,625 0,56 0,22
Plaquetas 0,446 0,573 1 0,789
Linfocitos 0,875 0,281 0,836 0,550

Urea 0,752 0,819 0,155 0,063
Creatinina 0,973 0,074 0,233 0,606
Calcio 0,181 0,672 0,307 0,629
AlbUmina 0,351 0,185 0,007 0,118
LDH 0,137 0,517 0,772 0,494
B2M 0,043 0,428 0,871 0,456

Proteinas Totales 0,974 0,232 0,217 0,075




Anexo 7. Prueba Fisher sobre la relacion entre las
haplotipos.
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variables cualitativas con

Prueba Fisher

Variables cualitativas

Valor p

) Masculino
Género ]
Femenino
Normal
Citogenética Hiperdiploide

No hiperdiploide

Estadiaje Durie-Salmon

Estadiaje ISS

Haplotipos

0,406

0,870

0,418

0,252
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Anexo 8. Prueba no paramétrica sobre la relacion entre las variables

cuantitativas con haplotipos.

Caracteristicas

Edad

Supervivencia

Inmunoglobulinas

Valor p

IgG
IgA
IgM
IgE

Haplotipos
0,401
0,512

0,262
0,738
0,953
0,400

Parametros hematolégicos

Hemoglobina
Leucocitos
Plaguetas
Linfocitos
Urea
Creatinina
Calcio
Albumina
LDH
B2M

Proteinas Totales

0,486
0,592
0,290
0,648
0,594
0,858
0,393
0,532
0,055
0,658
0,893




