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RESUMEN

Los SNPs o polimorfismos de nucleétidos simple son cambios de un solo par
de base nitrogenada en la secuencia del ADN, este pequefio cambio puede
estar relacionado con el desarrollo de enfermedades debido al cambio que
ocurre en la secuencia proteica al momento de su traduccion. EI mieloma
multiple es un cancer de tipo hematolégico que afecta a personas de la tercera
edad. Su incidencia a nivel mundial es baja en comparacién con otros
canceres, ademas en el Ecuador hay pocos estudios relacionados a esta
enfermedad. En el 2008 un estudio demostré que los genes AURK-A y CCND1
se encontraban alterados en pacientes con mieloma multiple. Es por eso que el
objetivo de esta investigacion es evaluar polimorfismos en estos genes en
pacientes ecuatorianos, y asociar los datos obtenidos con sus respectivas
historias clinicas. Los polimorfismos estudiados fueron el rs2273535 del gen
AURK-A y el rs9344 del gen CCND1. Se encontr6 que el polimorfismo
rs2273535 no se encuentra asociado al desarrollo de mieloma mudltiple, a
diferencia del rs9344 el cual presento un valor muy proximo a la significancia
estadistica, pudiendo estar asociado al desarrollo de la enfermedad. Ninguno
de estos polimorfismos se encontr6 asociado a los datos inmunoldgicos y
hematoldgicos de las historias clinicas de los pacientes. Es por ello que se

recomienda aumentar el tamafio de la muestra para préximos estudios.

Palabras clave: mieloma, plasmocitoma, para proteina, astemia, polimorfismo



ABSTRACT

A single-nucleotide polymorphism is a change of a single nitrogen base in the
DNA sequence. This change may be related to the development of diseases
due the change that occurs in the protein sequence. Multiple myeloma is a
hematological cancer that affects elder people. Its incidence in the world is
lower in comparison with other types of cancer, also in Ecuador there are few
studies related to this disease. In 2008 a study showed that the AURK-A and
CCND1 genes were altered in patients with multiple myeloma. For this reason,
the objective of this research is to evaluate polymorphisms in these genes in
Ecuadorian patients. And associate the genotypic data obtained with their
respective medical records. The polymorphisms studied were rs2273535 of the
AURK-A gene and rs9344 of the CCNDL1 gene. It was found that the rs2273535
polymorphism is not associated to the development of multiple myeloma in
comparison with rs9344 which presented a value very close to the statistical
significance, so this polymorphism may be associated to the development of the
disease. None of these polymorphisms were found to be associated with the
immunological and hematological data of patients. Because of that it is

recommended to increase the size of the sample for future studies.
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1. CAPITULO I INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Los polimorfismos de nucleotido simple (SNPs, de sus siglas en inglés Single
Nucleotide Polymorphism) han sido relacionados al mieloma mdultiple en varios
estadios tumorales de la enfermedad (Egan et al., 2012). Por otra parte las
proteinas cinasas intervienen en los mecanismos de sefializacion celular, como
el control del crecimiento y la division de las células (Pohl et al., 2011). Es por
ello que alteraciones genéticas en las rutas metabdlicas encargadas de la
regulacion del ciclo celular conllevan a una transformacion en las células y a
una futura carcinogénesis. En el cancer las enzimas cinasas permanecen
activas todo el tiempo, conllevando asi a la proliferacién descontrolada de
células y a la aparicién de tumores (Karen, 2006)

Existe una familia de cinasas denominadas Auroras que son un tipo de cinasas
serina/treonina implicadas en el ciclo celular. Estas enzimas facilitan el transito
de la fase G2 del ciclo celular a la citocinesis, la formacion del huso mitético y
en la maduracion y formacion del centrosoma durante la mitosis. Su mal
funcionamiento o sobreexpresion esta estrechamente relacionado con el
desarrollo de cancer, ya que alteraciones en sus genes podria conllevar a la
incapacidad de mantener un contenido cromosémico estable, contribuyendo asi
a la génesis tumoral (Vader & Lens, 2008). Estudiar estas enzimas es de gran
utilidad en los tratamientos contra el cancer, ya que se podrian crear farmacos
gue inhiban dichas enzimas para que el ciclo celular ocurra de manera correcta

y las células lleguen a la apoptosis (Shi et al., 2007).

Existen tres tipos de Auroras: A, B y C, siendo las mas estudiadas las dos
primeras, con respecto al desarrollo de tumores y cancer. Ciertos estudios
demuestran que cambios en la enzima Aurora cinasa A altera el
funcionamiento de otra proteina denominada B-catenina, bajando sus niveles
de expresion, lo que conlleva al desarrollo de mieloma multiple (Dutta-Simmons

et al.,, 2009). La enzima Aurora A modula la segregaciéon cromosémica y la



citocinesis normal en las células. Su sobreexpresion conduce a la amplificacion
del centrosoma, inestabilidad cromosdémica, y aneuploidias contribuyendo a la
progresion de varios tipos de cancer. Se ha estudiado un polimorfismo en el
gen de Aurora A, Phe3llle el cual consiste en un cambio de adenina por timina
en la secuencia gendmica y esta relacionado en la susceptibilidad de desarrollo
tumoral. Dicho polimorfismo ha sido estudiado en otros tipos de cancer como el
cancer oral y el cancer de colon. La variante homocigota de este polimorfismo
TT esta relacionada con el carcinoma esofagico de células escamosas, cancer
de mama, ovario y céncer colorrectal hereditario. Sin embargo, no se ha
observado asociacion estadistica con la variante heterocigética AT para el
cancer de mama y de prostata. De hecho se ha relacionado con el buen

pronéstico en el cancer de pulmoén en la poblacion caucasica (Lee et al., 2015)

También se han hecho estudios en otra proteina importante en el ciclo celular
denominada Ciclina D1. Su principal funciébn es regular enzimas cinasas
dependientes de ciclinas (CDK) en la ruta CDKIl/ciclinaD1/CDK4/Rb. Esta ruta
es un punto control en la proliferacion celular, por lo que alteraciones
gendmicas en dicha ruta aumentan la inestabilidad genémica, promoviendo la
descontrolada proliferacion celular y por ende favoreciendo el desarrollo de
células cancerigenas (Michalides, 1998). La sobreexpresion del gen de Ciclina
D1 esté relacionado en el desarrollo tumoral. El nivel de expresién que se ha
reportado es de 4 a 5 veces mayor que los parametros normales y por ende, se
asocia al desarrollo de varios tipos de cancer (Moyano S, Franco T, Carrefio T,
Robinson M, & Sanchez J, 2004). Se reporto la asociacion de un polimorfismo
en el gen de la Ciclina D1 con el aumento de riesgo en cancer colorrectal en la
poblacién caucasica (Yang, Zhang, & Chen, 2012). Otro grupo de
investigadores reportaron este polimorfismo como un factor de riesgo en el
mieloma multiple. (Weinhold et al., 2013). Un estudio mas reciente ha
demostrado que este polimorfismo en pacientes con mieloma muiltiple de
nacionalidad china, posee una fuerte asociacion entre el alelo variante
homocigotico (GG) y la susceptibilidad a desarrollar mieloma madaltiple (Wang,
Huang, Su, Fang, & Han, 2015). Como consecuencia de esta cambio en la

secuencia gendmica se produce la desregulacion de la ciclina D1 la cual esta



relacionada con la generacion temprana de mieloma ya que causa
translocaciones en la cadena pesada de la inmunoglobulina H (IgH) (Egan et
al., 2012).

Finalmente se ha comprobado la alteracion de los genes, AURK-A y CCND1
mediante estudios de microarreglos en lineas celulares de mieloma mudltiple
(Elosua et al., 2008).

1.2.Planteamiento del problema

El mieloma mudltiple es el segundo cancer mas frecuente de tipo hematoldgico,
representa el 10% de las neoplasias sanguineas. Su incidencia mundial es de
4-6 casos por cada 100.000 habitantes por afio, esta incidencia aumenta en la
poblacion negra (Alegre, 2004). La sociedad de cancer americana asegura que
en el afio 2016 se registraron 30.280 casos nuevos. En Latinoamérica no
existen muchos estudios de epidemiologia de esta enfermedad, sin embargo,
en Chile en el afio 2007 se realizé un estudio sobre la sobrevida de los
pacientes, se ha demostrado que las tasas de mortalidad han ido
incrementando ya que en dicho pais se registra 330 casos nuevos cada afio
(Conté L, 2007).

A pesar que existen estudios de los polimorfismos que van a ser estudiados
con respecto a varios tipos de cancer, en los genes AURK-A y CCND1 a nivel
mundial, en el Ecuador solo existe un estudio realizado en el 2015 del gen
AURK-A (Montesdeoca, 2015). En cuanto al gen CCND1 no existe ningun
estudio correlacionando el polimorfismo A870G con el mieloma multiple en el
Ecuador. Esto denota la necesidad de identificar la presencia de estos

polimorfismos en la poblacion ecuatoriana.

Cabe recalcar que la mayoria de los estudios que se han realizado han sido en
poblaciones caucasicas y asiaticas, por lo que se desconoce el
comportamiento de estos polimorfismos en paises latinoamericanos como el

Ecuador, ya que como se sabe, las frecuencias polimoérficas varian entre



etnias, asi como el estilo de vida de las distintas poblaciones. En cuanto al
estudio del mieloma mdultiple en Latinoamérica, hay pocos trabajos con
excepcion de Argentina, Brasil, Chile y México, y desde hace poco se ha

iniciado la investigacion del mieloma en el Ecuador (Leone et al., 2013).

La incidencia se ha visto incrementada por que los métodos diagnésticos han
ido mejorando, no asi su tratamiento ya que esto Unicamente se lo utiliza como
paliativo en la enfermedad, mejorar la calidad de vida del paciente y asi
prolongar su tiempo de sobrevida. No obstante, esta es una enfermedad
incurable hasta el momento y progresiva (Marin, Lopez, Aponte y Rivero,
2003). El pronostico de esta enfermedad se calcula de acuerdo a las etapas de
la enfermedad, el maximo tiempo de vida que puede tener un paciente es de 62
meses, este tiempo puede incrementar con un trasplante de células madre
hematopoyéticas autdlogas (Gomez, et al.,, 2010), sin embargo, no todas las
personas tienen los recursos economicos suficientes para acceder a esta

intervencion.

1.3.0bjetivo general

Evaluar los polimorfismos de nucle6tido simple en los genes Aurora cinasa A 'y

Ciclina D1 en pacientes con Mieloma Multiple de la poblacién ecuatoriana.

1.4.Objetivos Especificos

Identificar los polimorfismos de nucleétido simple en pacientes con mieloma

multiple mediante técnicas moleculares.

Correlacionar la presencia de los polimorfismos con el desarrollo de
mieloma multiple mediante la comparacion de muestras control de

personas sanas.



Asociar los datos genéticos con la historia clinica de cada paciente con

mieloma multiple mediante pruebas estadisticas.

1.5.Justificacion de la Investigacion

La evaluacion del comportamiento de los polimorfismos en genes afectados en
personas con mieloma multiple permitira que a largo plazo se pueda
implementar una herramienta de diagnostico a nivel molecular. Ademas,
conocer el comportamiento de los mismos en la poblacién ecuatoriana, ayudara
a proyectos relacionados con el estudio del genoma, el conocimiento de los

cambios a nivel de las secuencias y como se expresan a través del fenotipo.

Por otro lado, dado que el mieloma multiple no es una enfermedad comun en el
Ecuador, este estudio aportara a conocer las frecuencias alélicas que existen

en la poblacion ecuatoriana.

Conocer gendmicamente como actlan estos genes relacionados en el ciclo
celular ayudaria a mejorar los tratamientos para contrarrestar el cancer ya que
si se inhiben estos genes se podrian desarrollar tratamientos personalizados
con el fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes y evitar el desarrollo de

metastasis.

Finalmente, este estudio ayudaria a la investigacion en el desarrollo de
farmacos menos invasivos y mas precisos para contrarrestar la enfermedad de
acuerdo al dafio que el paciente tenga. El desarrollo de farmacos
personalizados representaria un ahorro para las entidades de salud, ya que
dichos tratamientos serian mas acertados y econO0micamente viables. A su vez
esto mejoraria la calidad de vida de los pacientes que sufren los tratamientos

comunes de quimioterapia que se realizan.



2. CAPITULO Il MARCO TEORICO

2.1.Mieloma Multiple

2.1.1. Origen

El mieloma mudltiple es una neoplasia hematologica en donde las células
plasméticas proliferan de manera descontrolada. Las células plasméticas son
un tipo de globulo blanco que se originan a partir de los linfocitos B cuando
estos tienen contacto con un agente extrafio denominado antigeno. Estas
células plasmaticas se forman en la medula 6sea (Welsch & Sobotta, 2008). La
maduracion de los linfocitos B da como resultado la expresion de anticuerpos
denominados inmunoglobulinas en la membrana plasmética los cuales tienen
como finalidad combatir distintos tipos de infecciones (Figura 1) (Fainboim &
Geffner, 2005) .

Reconocimiento Proliferacion y diferenciacion
del antigeno de los linfocitos B
" IgM
Lvnloo‘.::’Y Elitndama Secrecién
CoOperadores
obos estimulos Expansion @ de anticuerpos
clonal
Linfocito B que ¢]
expresa 1gG )-‘
+ %; x‘ Cambio
2 g de isotipo
Antigano ,l
Linfocito B Linfocito B
maduro en activado \
reposo IgM*, igD* L Maduracion
< _* de Ia afinidad
Linfocito B que expresa h IgG do afinidad
Ig de ahmdad elevada elevada
Linfocito B
de memoria

Figura 1. Desarrollo de una célula plasmatica a partir de un linfocito B

Tomado de: (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2015)



El incremento anormal de dichas células ocasiona un tumor denominado
plasmocitoma, el cual se localiza en la medula 6sea. Debido a la expresion de
inmunoglobulinas, en el mieloma mdltiple se produce una paraproteina
monoclonal, es decir la produccion de un solo tipo de inmunoglobulina (Garcia-
Sanz, Mateos, & San Miguel, 2007). Clasificando al mieloma mdultiple en dos
tipos dependiendo de la inmunoglobulina secretada (Durie, 2004) como se
muestra en la tabla 1.

Tabla 1.

Clasificacion del mieloma de acuerdo a la inmunoglobulina secretada

INMUNOGLOBULINA SECRETADA TIPO DE MIELOMA MULTIPLE

IGG O IGA Bence-Jones

IGM Waldenstrom's macroglobulinemia

Adaptada de (Durie, 2004)

2.1.2. Incidencia y epidemiologia

El mieloma multiple corresponde al 1 % de todos los tipos de cancer. La
incidencia de la enfermedad en Estados Unidos es de 5.3 casos nuevos de
cada 100.000 habitantes por afio, en Asia es de < 1 casos nuevos de cada
100.000 habitantes por afio y en Africa es de 9.5 casos nuevos de cada
100.000 habitantes por afio, de acuerdo a la Sociedad Americana de Cancer.
En la figura 2 se muestran las tasas de mortalidad de la enfermedad a nivel
mundial (Durie, 2004). Siendo los individuos de raza negra los que presenta
mayor riesgo al desarrollo de la enfermedad, con respecto a otras poblaciones
(Garcia-Sanz et al., 2007).



La edad de aparicion del mieloma multiple oscila entre los 60 y 70 afios. Sin
embargo, también puede aparecer de manera rara en individuos menores a 40
afos, siendo un 15 % de pacientes ubicados en esta categoria. Con respecto al
género, los hombres tienen mayor incidencia en el desarrollo de mieloma

multiple con respecto a las mujeres (Alexander et al., 2007).

En el Ecuador los datos de epidemiologia son escasos, la Sociedad de Lucha
Contra el Cancer, SOLCA lleva un Registro Nacional de Tumores, donde
sefiala que el mieloma mdultiple esta entre los primeros 25 tumores a nivel
nacional. Los datos que se tienen reportados van entre el 2006 y el 2010, se
registraron 155 casos de los cuales 91 fueron del género masculino y 64 del
género femenino (Cueva y Yépez, 2014) En el Ecuador la tasa de incidencia de
la enfermedad es menor en comparacién con otros paises latinoamericanos
como Chile y México, debido a que la enfermedad no es diagnosticada a

tiempo (Montesdeoca, 2014).

no data
lessthan 1.8
1.8-36
3654
54-7.2
7.2-9

9-10.8

| 10.8-126

N 126-14.4
14.4-16.2
16.2-18
18-198

more than 19.8

Figura 2. Tasas de mortalidad por edad de linfomas: mieloma multiple por
pais (por 100.000 habitantes).

Tomada de: (Durie, 2004)



2.1.3. Sintomas y diagndstico

Esta enfermedad causa manifestaciones clinicas tales como: dolores y lesiones
Oseas, anemia, hipercalcemia, problemas renales, entre otros. El primer
sintoma que aparece es el dolor 6seo el cual mayoritariamente se origina en la
columna vertebral, costillas y extremidades. El dolor 6seo se presenta
mayoritariamente en huesos con gran cantidad de medula ésea. Un 50 % de
pacientes diagnosticados con mieloma multiple presentan anemia moderada:
10 g/dL de hemoglobina; y un 25 % presentan anemia grave < 8 g/dL (Ludwig
et al., 2004).

Una de las posibles causas de que se presenten bajos niveles de hemoglobina
es la invasion masiva de la medula ésea y el déficit de vitamina B12 (Garcia-
Sanz et al., 2007). Por lo general la anemia conlleva a otros sintomas como
son la pérdida de peso y astenia que es la fatiga crénica, que por lo general se
presenta en pacientes oncoldgicos (Baron & Gallego, 2004)

Otro de los sintomas mas frecuentes es el fallo renal ocasionado por la
eliminaciéon de las cadenas ligeras de Ig o por la hipercalcemia generada
debido a las lesiones 0seas. Esta insuficiencia renal es tratable en el 50 % de
los pacientes con mieloma multiple. El fallo renal se ve reflejado en el
incremento de los niveles de creatinina > 2 mg/dL. Al menos uno de cada 15
pacientes con mieloma multiple presenta este incremento en el nivel de la
misma (Bladé & Rosifiol, 2005). Otro parametro relacionado con el fallo de los
rifones es el aumento de los niveles de urea en sangre (BUN) de sus siglas en

inglés: Blood urea nitrogen (Dvorkin, Dvorkin, & Cardinali, 2010).

Los valores altos de lactato deshidrogenasa revelan que ocurren alteraciones
celulares generando diagnésticos mas agresivos del mieloma (Garcia-Sanz et
al.,, 2007). Por otro lado, el factor hematolégico mas importante en el
diagnéstico de la enfermedad es el nivel de Beta 2 microglobulina, que se
considera como un marcador tumoral. Esta proteina forma parte del complejo
mayor de histocompatibilidad y se expresa en todas las células principalmente

en aquellas pertenecientes a una linea tumoral El valor de esta proteina
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aumenta en enfermedades linfoides como es el caso del mieloma mdultiple
(Rivera, 1997). Es por eso que el nivel sérico de la misma en pacientes con
mieloma multiple se ha considerado esencial en el manejo clinico de dicha

enfermedad (Kanemasa et al., 2016).

Los parametros inmunolégicos son de suma importancia en el diagnéstico del
mieloma multiple. Esto se hace mediante un proteinograma el cual es un
estudio electroforético de proteinas donde se analizan dos tipos de proteinas
presentes en el suero: globulinas y albuminas (Bermejo & Garcia, 2006). Este
estudio es indispensable para conocer la presencia del anticuerpo monoclonal,
presentandose el isotipo IgG en el 60 % de los casos, IgA en el 30 % de los
casos, el IgD en el 2 %, y los isotipos IgE e IgM en menos del 1 %. Por otro
lado el nivel bajo de albumina es un signo de mieloma multiple avanzado y mal

pronéstico (Garcia-Sanz et al., 2007).

Para hacer estudios mas especializados se realiza una biopsia medular la cual
consiste en una puncién a nivel del esternon para la extraccion de la medula
del hueso. Con la muestra de la medula se puede realizar un recuento total de
las células sanguineas y por ende las células plasméticas, también se realiza el
analisis del cariotipo y pruebas mas especificas como la hibridacién
fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés Fluorescence in-situ
hybridization) (Chernecky y Berger, 2013) (Vajpayee, et al. 2011).

2.1.4. Tratamiento

El prondstico de vida de un paciente con mieloma mdultiple que no recibe
tratamiento con quimioterapia es de 7 meses, las opciones terapéuticas estan
basadas en la quimioterapia y en el trasplante de células hematopoyéticas. Una
de las quimioterapias que se realizan es la denominada VAD, la cual es eficaz
para pacientes ambulatorios, esta consta de tres medicamentos: vincristina,
doxorubicina y dexametasona; con este tratamiento la mediana de vida de los

pacientes aumenta a aproximadamente 36 meses (Anderson, et al. 1995).
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También se suministra farmacos inmunomoduladores como la talidomida, esta
ayuda a detener la proliferacion de células y aumenta de la secrecion de
interferon-y (Davies, et al. 2001). Esta se suele combinar con la dexometasona,
esta combinacibn ha demostrado tasas de respuesta significativamente
superiores en el mieloma recién diagnosticado en comparacion con la

dexometasona sola (Rajkumar, et al., 2006).

Los pacientes con trasplante de células hematopoyéticas presentan mejor
tasas de supervivencia (Vela y Garcia, 2005). Esta tasa puede llegar a 7 afios,
el trasplante igualmente va acompafado de quimioterapia con talidomida o
melfalan en menores dosis, sin embargo, este tiempo de supervivencia esta
relacionado con los parametros hematologicos de cada paciente como la
lactato deshidrogenasa y el nivel de albumina sérica (Barlogie, et al., 2006).

2.1.5. Clasificacion citogenética

El mieloma multiple ademas de presentar alteraciones a nivel clinico como se
menciond anteriormente puede hacerlo a nivel genético y cromosdmico, esta
altima revelada en el cariotipo. Eventos como las translocaciones, deleciones e
hiperdiplodia son muy comunes en esta enfermedad (Mateo et al., 2005). De
acuerdo a estas alteraciones cromosdmicas el mieloma mdltiple posee otra
clasificacion, la cual es importante para el tratamiento (Kaufman et al., 2016).
Por ejemplo, dependiendo de la translocacion que se presente el nivel de

riesgo varia en la enfermedad como se muestra en la tabla 2.
Tabla 2.

Nivel de riesgo del mieloma en relacion a la translocacion cromosomica

TRANSLOCACION NIVEL DE RIESGO

T (14; 16) Y T (14; 20) Alto riesgo

T (4; 14) Riesgo intermedio
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T(11; 14) YT (6; 14) Riesgo estandar

Adaptada de: (Kaufman et al., 2016)

El mieloma multiple tiene una clasificacion a gran escala: hiperdiploide y no
hiperdiploide. El mieloma de tipo hiperdiploide se caracteriza por la existencia
de trisomias en cromosomas impares. Por lo general el mieloma del tipo
hiperdiploide es menos agresivos que el de tipo no hiperdiploide ya que los
pacientes tienen un mayor tiempo de sobrevida y la progresion de la

enfermedad es lenta (Conté, 2009).

Por otro lado, el de tipo no hiperdiploide se caracteriza por la presencia de
translocaciones cromosémicas mencionadas en la tabla 2 (Braggio &
Albarracin, 2013). La translocaciéon t (11; 14) y t (6; 14) produce la
sobreexpresion del gen de Ciclina D1 y como se muestra en la tabla 2 tienen
un riesgo estandar o neutro. La translocacion t (4; 14) se detecta en el 15 % de
los pacientes, los cuales tienen un tiempo de sobrevida menor. Y por ultimo las
translocaciones t (14; 16) y t (14; 20) esta presente entre el 2 % y 10 % de los
pacientes, en este tipo de mieloma existe una sobreexpresion de la proteina c-
maf la cual estimula la progresion en el ciclo celular mediante la sobreexpresion
de Ciclina D2, es por ello que los pacientes que presentan esta translocacion

tienen un peor pronostico (Conté, 2009).

2.1.6. Estadiaje

Para conocer cuan avanzado esta el cancer se ha realizado una clasificacion
por estadios, con el fin de determinar el prondstico de la enfermedad y los
tratamientos a realizarse (Lonial, 2009). El primer sistema de clasificacion por
etapas se introdujo en 1975, se lo denomin6 Durie-Salmon, este sistema
clasifica de acuerdo a parametros clinicos que predicen la carga tumoral de
células de mieloma, entre los factores de clasificacion estan: el tipo de proteina

monoclonal, la hemoglobina, el nivel de calcio y el nUmero de lesiones O0seas y



13

la creatinina sérica. En los afios ochenta se buscé realizar una clasificacion
mas objetiva que vaya de acuerdo al tratamiento que requerian los pacientes,
en esta nueva clasificacion se incluyé el nivel de Beta2-microglobulina como un
factor imprescindible y fiable para la clasificacion de la enfermedad, también se
incluy6 otros factores como el nivel de albumina y dafios a nivel del cariotipo
(Greipp, et al., 2005). En la tabla 3 se observa los pardmetros que se toman en

cuenta para las dos clasificaciones del mieloma multiple.

Tabla 3.

Criterios para la clasificacion del mieloma multiple segun Durie-Salmon vy el

Sistema Internacional de Estadiaje (ISS).

Durie-Salmon (DS) Sistema Internacional
(ISS)
ESTADIO CRITERIOS
I Hemoglobina > 10 g/dL B2-microglobulina < 3.5
Niveles de calcio normal o < mg/L
10.5mg/dL Albumina = 3.5 g/dL
IgG <5 g/dL
IgA < 3 g/dL
I No estadio | ni lll B2-microglobulina < 3.5
mg/L
Albumina < 3.5 g/dL
B2-microglobulina entre 3.5
- 5.5 mg/L
No se toma en cuenta el
nivel de albumina
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i Hemoglobina < 8.5 g/dL B2-microglobulina > 5.5
Calcio > 12 mg/dL mg/L
IgG < 7 g/dL
IgA <5 g/dL

Adaptada de: (Lonial, 2009) y (Greipp, et al., 2005).

2.2. Alteraciones genéticas del Mieloma Multiple

Las translocaciones que se presentan en el cariotipo tienen repercusiones a
nivel gendémico, activando onco-genes. Entre los genes que se ven afectados
estan: CCND1, FGFR, CMAF, MAFB y CCND3; estos genes se encuentran
sobreexpresados debido a las translocaciones que ocurren en el cariotipo de
los pacientes (Chapman, et al. 2011). (Braggio & Albarracin, 2013). También
se esta realizando la secuenciacién completa del genoma o del exoma con el

fin de identificar mutaciones somaticas en los pacientes.

Como ya se mencion6 anteriormente las enzimas Auroras cinasas
desempefian un papel fundamental en que el ciclo celular se desarrolle
correctamente. La inhibicién de estas enzimas principalmente la enzima Aurora
cinasa A codificada por el gen AURK-A ayuda a detener la proliferacion
descontrolada en células del mieloma (Shi et al., 2007) (Dutta-Simmons et al.,
2009).

En el estudio amplio de la asociacion del genoma (GWAS de sus siglas en
inglés Genome-wide association study) se puede estudiar en que sitios existen
alteraciones genéticas y poder relacionarlas con la iniciacion y progresion del
mieloma (Mitchell, et al., 2016). Este estudio ayuda a conocer como se
desregula el plasma en las células y que esto de lugar a las caracteristicas que
presenta el mieloma, y también permite saber como un tratamiento actia de
manera molecular y asi mejorar los mismos (Morgan, 2012). Este estudio ha
ayudado a identificar SNPs en el gen AURK-A que posiblemente estén
asociados con algun tipo de enfermedad por ejemplo en un estudio en el 2015
ayudo a encontrar 20 polimorfismos asociados al cancer de mama (Taylor, et
al., 2015). Gracias a este estudio se ha asociado el gen AURK-A en infartos



15

cerebrales y alzhéimer (Chauhan, et al., 2015). Con respecto al gen CCND1
gracias el estudio de GWAS se ha encontrado una asociaciéon de nuevos
polimorfismos en melanoma (Pefia-Chilet, et al., 2013). Gracias a este estudio
se ha confirmado la sobreexpresion del gen de la Ciclina D1 en pacientes con

mieloma multiple (Purdue, et al., 2011)

En este estudio se evaluaron los genes CCND1 y AURK-A, con respecto al
altimo gen en el 2014 se inicié con el estudio de polimorfismos en el mismo en

el lIB y se pretende seguir avanzando con el mismo.

2.2.1. Gen CCND1

El gen CCND1 encuentra en el cromosoma 11 en la banda g 13 (figura 3), tiene
aproximadamente 20370 pb, codifica para la proteina Ciclina D1 la cual
pertenece a una familia de proteinas encargadas de la regulacion de enzimas
cinasas dependientes de ciclinas. Estas enzimas estan involucradas en el paso
de la fase G1 a la fase S del ciclo celular durante la mitosis, por lo que las
proteinas ciclinas contribuyen a la coordinacién correcta de los eventos
mitéticos. La inhibicién de Ciclina D1 detiene el ciclo celular, entretanto que su
sobrexpresién acelera la transicion a la fase S. En varios canceres humanos se
ha visto alterado este gen con una expresién anormal de su proteina (Wang et
al., 2015).

Chr 11

pdl.2
pll.12
pdd .11
g1l

glz.1
gl3.1
q13.2
ql3.4
gqld.1
oqld.2
oqld.3
g22.1
q22.3
q23.1
q23.3
g2d .1
q2d.2
g2d.3
25

o o -
- - |

o o fany

p15.5
pl5.4
pl5.3
pl5.2
p15.1
pld.3
pld.1

Figura 3. Posicion del gen CCND1 en el cromosoma 11
Tomada de: (Genecards, sf)
2.2.1.1. Polimorfismo A870G rs 9344 del gen CCND1

El polimorfismo A870G esté situado en el coddn 242 entre el intron 4 y el exon
5. Varios estudios indican que el genotipo AA esta relacionado a canceres
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especificos como: carcinoma de células escamosas, cancer de pulmon de
células no pequefias, cancer de cuello y cabeza, carcinomas esofagicos y
cancer de prostata y vejiga. Los individuos que presentan este genotipo tienen
un mal prondéstico comparado con los que presentan los genotipos GA y GG
(Solomon et al., 2003). El genotipo GA ha sido asociado con el desarrollo de
metéstasis en pacientes turcos con cancer colorrectal (Eraltan, et al., 2010). En
la mayoria de estudios no se encuentra relacion del genotipo GG con el
desarrollo de cancer (Hussain, et al., 2011), sin embargo, en estudio en el 2010
reporto que la variante GG esta asociada a la susceptibilidad genética al
carcinoma nasofaringeo (Catarino, et al., 2006).

2.2.2. Gen AURK-A

El gen AURK-A esta localizado en el cromosoma 20, banda g 13.2 como se
muestra en la figura 4. Codifica para la proteina Aurora cinasa A, esta proteina
al igual que la Ciclina D1 esta involucrada en el ciclo celular ya que regula el
paso de la fase S a la fase M, asi como la maduracion y separacion del
centrosoma y la alineacion cromosémica en la mitosis. Este gen desempefia un
papel fundamental en la progresion y desarrollo tumoral (Dar, Goff, Majid,
Berlin, & El-Rifai, 2010).

Chr 20
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]
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[
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Figura 4. Posicion del gen AURK-A en el cromosoma 20

Tomada de: (Genecards, sf)
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2.2.2.1. Polimorfismo T1712A rs2273535

Este polimorfismo presenta un cambio en la base nitrogenada adenina por
timina. Estad relacionado en la susceptibilidad de desarrollo tumoral. El
polimorfismo T1712A conocido comdnmente como: Phe3llle ha sido estudiado
en otros tipos de cancer como el cancer oral y el cancer de colon y
recientemente en el cancer de mama. La variante homocigota de este
polimorfismo TT esta relacionada con el carcinoma esofagico de células
escamosas, cancer de mama, ovario y cancer colorrectal hereditario. Cabe
recalcar que la variante heterocigética AT esta relacionado con el buen
prondstico en el cancer de pulmén en la poblacién caucasica (Lee et al., 2015).
El genotipo AA al ser el alélelo comun no estéa relacionado en el desarrollo de
cancer, 0 presenta riesgos significativamente reducidos en el caso de cancer
de pulmoén (Gu, et al., 2007).

3. CAPITULO Il DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

Se realizé un muestreo por conveniencia donde la poblacién que se estudi6 fue
del banco de muestras que dispone el Instituto de Investigaciones Biomédicas
(1IB). De esta poblaciéon se analiz6 una muestra correspondiente a la de
pacientes diagnosticados con mieloma multiple por centros de salud externos al
IIB como son el Hospital Carlos Andrade Marin y el Hospital Oncolégico
Solca.La variable dependiente que se estudié es la presencia de mieloma
multiple y la variable independiente fue la presencia de SNPs. Estas variables
se estudiaran en las muestras de los pacientes diagnosticados y en muestras
control de 2 etnias distintas del Ecuador: mestizos y negros, estos ultimos
obtenidos de dos zonas distintas del pais: Valle del Chota y la Provincia de

Esmeraldas.



PCR con cebadores para los
cuatro genes a estudiar

Muestras médulas de pacientes
con mieloma mdltiple (11B)

Cuantificaciéon por
espectrofotmetria (NanoDrop
2000UV-Vis)

Controles (IIB)

Comprobacion de la calidad de la
amplificacion mediante electroforesis
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los resultados

Andlisis estadistico de

Figura 5. Procedimiento para la obtencion de datos.
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4. CAPITULO IV PROCEDIMIENTOS

4.1 Poblacién y muestra

La poblacién que se estudid fueron muestras del 1IB de médula ésea de
pacientes diagnosticados con mieloma multiple para su posterior extraccion de
ADN genodmico. Dichas muestras se obtuvieron de dos hospitales de la ciudad
de Quito: Hospital Carlos Andrade Marin y SOLCA. El tamafio muestral a
estudiar en el presente trabajo fue de 70 muestras. También EIl IIB también
cuenta con un banco para los controles que se van a estudiar y se estudiaron

40 controles.

Esta investigacién se realiz6 como parte del proyecto: Estado del Mieloma
Multiple en el Ecuador, el cual esta bajo la direccion de la Dra. Paola Leone. Y
cuenta con la aprobacion del Comité de Etica y Bioética de la Universidad de
Las Américas CEBE, bajo el cédigo: 2016-1204

4.2 Materiales y métodos para la obtencién de los datos y evaluacién

4.2.1 Extraccion de ADN gendmico

A las muestras de pacientes se realiz6 la extraccion de ADN con dos Kits
comerciales de acuerdo a la disponibilidad del laboratorio. Se utilizo el High
pure PCR template preparation de la marca Roche y PureLink® Genomic DNA
de la marca Thermo Fisher Scientific. Posterior a esto se cuantifico el ADN
extraido utilizando el espectrofotdmetro Nano Drop de la marca Thermo Fisher
Scientific, USA.
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4.2.2 Amplificacién de los polimorfismos (PCR)

Con esta concentracion de ADN se procedi6 a realizar la amplificacion de los
fragmentos de los genes a estudiar mediante una PCR (Reaccion de cadena
polimerasa, de sus siglas en inglés Polymerase chain reaction). Los cebadores
que se utlizaron se muestran en la tabla 4. Estos cebadores estaban
previamente disefiados, para el SNP Phe3llle por (Ofia, 2014) y para el SNP
A870G por (Zurita, 2014)

Tabla 4.

Secuencias de cebadores utilizados para la amplificacion de los polimorfismos
de los genes AURK-Ay CCND1

GEN SNP CEBADORES

Forward:

Aurora cinasa 5 CTTTCATGAATGCCAGAAAGTT 3’

Phe31lle

A Reverse:
5 CTGGGAAGAATTTGAAGGACA 3
Forward:
5 ACACCTAGTGCCACGGAAATG 3
Ciclina D1 A870G
Reverse:

5 CAGGAAGTTGTTGGGGCTCCT 3

En este trabajo de investigacion se realizé un master mix para el niumero total
de muestras obtenidas de acuerdo al gen a estudiar. Previa a una
estandarizacion se obtuvieron los siguientes volumenes por cada gen

analizado:



Tabla 5.

Master Mix para la PCR del gen AURK-A

Aurora Cinasa A

MASTER MIX Ci Cf 1X
Agua MiliQ 13 L
Buffer 5X 5X 25X 5uL
MgCl, 50 mM 40 mM 0,8 pL
DNTPs 10 mM 10 mM 1puL

Primer Forward 10 uM 15 uM 1,5puL

Primer Reverse 10 uM 15 uM 1,5puL

Tag Platinum 5 U/uL 1 U/uL 0,2 uL
ADN 8 ng/uL | 16 ng/uL 2 uL
Tabla 6.

Master Mix para la PCR del gen CCND1

Ciclina D1
MASTER MIX Ci Cf 1X
Agua MiliQ 14 pL
Buffer 5X 5X 25X 5uL
MgCl, 50 mM 35 mM 0,7 pL
DNTPs 10 mM 11 mM 1,1puL

Primer Forward | 10 uM 10 uM 1L

Primer Reverse | 10 uM 10 uM 1puL

Taq Platinum 5 U/uL 1 U/uL 0,2 uL

ADN 8ng/uL |16 ng/uL | 2 pL

21



22

Con las siguientes condiciones en el termociclador:

Tabla 7.

Condiciones en el termociclador SureCycler 8800 de la marca Agilent para los
genes AURK-y CCND1

Aurora Cinasa Ay Ciclina D1 (38 ciclos)
Desnaturalizacion Inicial 94°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C | 30 seg
Hibridacion 53°C | 30seg
Elongacion 72°C | 45 seg
Elongacién Final 72°C 3 min

4°C o0

Se comprobé la amplificacidbn correcta de los fragmentos mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2% de acuerdo a los tamafios esperados:
200 pb para el gen AURK-A y de 130 pb para el gen CCND1. Se utilizé un

marcador de peso molecular de 100pb de la marca Invitrogen.

4.2.3 Secuenciacion y electroforesis capilar

Posterior a ello se procedi6 a la purificacién los productos de PCR utilizando el
sistema Agencourt AMPure XP de la marca Beckman Coulter Life Sciences.
Para asi realizar una segunda amplificacion por PCR de secuencia donde se
afadi6 DNTPs marcados para la secuenciacion utilizando el kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing de la marca Applied Biosystems™. La

master mix para la PCR de secuencia es igual para todos los genes a
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amplificar variando las concentraciones los cebadores tal como se muestra en

la tabla 7 bajo las condiciones de las tablas 6y 7.
Tabla 8.

Master Mix para la PCR de secuencia de los genes AURK-A y CCNDL1.

PCR de secuencia
MASTER MIX Ci Cf 1X
Buffer 5X 45X | 0,9 uL
BigDye 3.1 0,5 uL
Primer Fw o Rv 1puM | 15puM | 1,5l
ADN 3L
Tabla 9.

Condiciones en el termociclador para la PCR de secuencia

PASO TEMPERATURA | TIEMPO | CICLOS

Desnaturalizacion 96°C 3 min 1

Inicial

Desnaturalizacion 96°C 6seg

Hibridacion 50.5°C 3 seg

Elongacion 60°C 4 min 25
4°C o0

Este producto de PCR se someti6 a una segunda purificacion para obtener
Unicamente los fragmentos de ADN marcados, mediante el sistema de
purificacion Agencourt CleanSEQ de la marca Beckman Coulter Life Sciences,
USA.

Posterior a esto se distribuy6 20 pL de ADN de cada muestra en una placa
plastica de secuenciacién de 96 pocillos, la cual se colocé en el secuenciador
de la marca ABI Applied Biosystems, después de aproximadamente 24 horas
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se obtuvieron las secuencias y se procedié a realizar el alineamiento de las

mismas.

4.2.4. Alineamiento de las secuencias

Para encontrar los polimorfismos a estudiar se alineo las secuencias obtenidas
utilizando el software bioinformatico Geneious de la compafiia Biomatters
Limited, Nueva Zelanda. Este software permitié la visualizacién de las regiones

de las secuencias donde existia alguna variacion.

4.3. Asociacion de los datos clinicos y genéticos

4.3.1. Pardmetros Inmunoldgicos

Los datos obtenidos de las secuencias de los genes estudiados se asociaron
con los datos de las historias clinicas de cada paciente. Como ya se mencion0
los valores inmunoldgicos son importantes para conocer qué tipo de
clasificacion presenta cada paciente. Es por ello que es importante conocer los
rangos normales de cada parametro inmunolégico como se muestra en la tabla
10 para segun estos comparar los datos obtenidos en las historias clinicas de

cada paciente.

Tabla 10.

Pardmetros inmunol6gicos a tomar en cuenta para la asociacién de los

resultados

Parametros Rango Normal

IgG (mg/dL) 751 - 1560
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IgA (mg/dL) 82 - 453
IgM (mg/dL) 46 - 304
IgE (mg/dL) 20-87

Tomada de: (Valores Normales, sf)
4.3.2. Pardmetros hematoldgicos

También se tom6 en cuenta los pardmetros hematolégicos como: urea,
creatinina, albumina y la clasificacion citogenética. Debido a que son
caracteristicas que sirven para el diagnostico de la enfermedad. Asimismo, se
clasifico a los pacientes por edad y género. Al igual que los parametros
inmunologicos en la tabla 11 se muestran los rangos normales de los
parametros hematoldgicos, los mismos que sirvieron para la comparacion con

los datos de las historias clinicas de los pacientes con mieloma multiple.

Tabla 11.

Pardmetros inmunoldgicos a tomar en cuenta para la asociacién de los

resultados
Parametro Rango Normal
Hemoglobina (g/dL) 12 -17
Creatinina (mg/dL) 0.5-0.14
Urea (mg/dL) 10-40
Albumina (g/dL) 35-55
Calcio (mg/dL) 8.1-11.8
Beta 2 microglobulina (B2M) (ng/dL) 607- 2454

Tomada de: (Avallanet, Cuenca, Pastor y Jordana, 2007, p. 499)
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4.4. Anélisis Estadistico

Para el andlisis de los resultados obtenidos se realizaron las siguientes
pruebas estadisticas: Equilibrio de Hardy-Weinberg, Odds Ratio y Kruskal-
Wallis.

4.4.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg.

La ley de Hardy Weinberg es utilizada para calcular la variacién genética de
una poblaciébn que se encuentra en equilibrio. Esta ley establece que la
variacion genética en una poblacién se mantendra constante (en equilibrio) de
generacion en generacién hasta que exista un factor que perturbe este

equilibrio. La ecuacién de Hardy-Weinberg se expresa como:

(Ecuacion 1)

Donde “p” es la frecuencia genotipica del alelo homocigoto dominante, “pq”
representa la frecuencia genotipica del alelo heterocigoto y “q” es la frecuencia
fenotipica del alelo homocigoto recesivo (Education, 2014) Los resultados de

esta prueba se comprobaron usando la prueba chi?.
4.4.2. Odds ratio

El Odds ratio OR es una medida de asociacion entre una exposicion y un
resultado (Szumilas, 2010). Se lo puede definir como la proporcién entre dos
posibilidades. Es utilizada en estudios de casos-controles o estudios
epidemioldgicos (Lang & Secic, 2006) y sirve para expresar las probabilidades
de que se produzca un resultado debido a una exposicion particular en
comparacion con las probabilidades de que dicho resultado se produzca en
ausencia de esa exposicion.(Cerda, Vera, & Rada, 2013) (Szumilas, 2010). El
resultado de esta medida estadistica es la presencia de una enfermedad y se lo

interpreta de la siguiente forma:
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OR =1 La exposicion no afecta las probabilidades de resultado

OR > 1 Exposicién asociada con mayores probabilidades de resultado (factor

de riesgo)

OR <1 Exposicion asociada con probabilidades menores de resultado (no es un

factor de riesgo)

Y se calcula con la siguiente formula:

a/c

(Ecuacion 2)

Donde:

a = NUmero de casos expuestos

b = NUmero de controles expuestos
¢ = Numero de casos no expuestos

d = Namero de controles no expuestos

4.4.3. Asociacion de las historias clinicas con los datos

genotipicos

Para la asociacion de los parametros clinicos tanto hematologicos como
inmunoldgicas se utilizd la prueba estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis.
Esta prueba se utiliza cuando los datos no se comportan de una manera
normal y por ende no se puede utilizar un ANOVA (Fernandez, 2001), como es

el caso del presente estudio.
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5. CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Extraccién de ADN gendmico

Al momento de la cuantificacion de ADN de cada muestra se obtuvieron
concentraciones variables de cada una, es por eso que se realizaron alicuotas
a una concentracion final de 8 ng/puL en un volumen de 20 uL. Las muestras de
los controles de la poblacién mestizos y la poblacién afroecuatoriana de la zona
del Chota se diluyeron a una concentracion de 10 ng/pL, y debido a que las
concentraciones de las muestras de la poblacion afroecuatoriana de la
provincia de Esmeraldas tenian concentraciones muy bajas no se realizaron

diluciones de estas.

5.2 Amplificacién de los polimorfismos PCR

Las amplificaciones de los fragmentos a estudiar se observaron en corridas de
geles de agarosa al 2%. Donde el tamafo del fragmento amplificado del gen
AURK-A fue de aproximadamente 163 pb (figura 6), el fragmento del gen
CCND1 mostro un tamafio de 136 pb (figura 7).

Control
Ladder MM 24 MM 25 MM26 MM27 MM 28 MM 29 MM 30 negativo

200 pb
150 pb

100 pb

Figura 6. Electroforesis de los fragmentos del gen AURK-A.
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Control

Ladder mm24 MM25 MM26 MM27 MM28 MM29 MM30 MM31 negativo

300 pb
200 pb

150 pb

100 pb

Figura 7. Electroforesis de los fragmentos del gen ccndl

5.3 Secuenciacion por electroforesis capilar

Los resultados obtenidos para el polimorfismo Phe31llle rs2273535 del gen
AURK-A se muestran en la figura 8. Se observan los porcentajes obtenidos
para el homocigoto comun (AA), heterocigoto (AT) y homocigoto polimorfico
(TT); tanto de pacientes como de los controles estudiados, después del

alineamiento de las secuencias obtenidas como se muestra en la figura 9 y 16.

Se puede observar que el alelo no mutado (AA) esta presente en un 23.08 %
del grupo de pacientes, este se encuentra mayoritariamente en los controles
mestizos con un 56 % y en el grupo control de la poblacién afroecuatoriana se
encuentra en un 30 %. En el estudio previo que se realizd en el IIB se encontrd
gue el alelo comun (AA) estuvo presente en el 21 % de la poblacion afectada
(Montesdeoca, 2014).

El alelo heterocigoto predomina tanto para los pacientes con mieloma multiple

como para el grupo de controles de personas afroecuatorianas 52.31 % y 65 %
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respectivamente. El grupo control de mestizos presento un 45 % este

polimorfismo.

El alelo polimorfico (TT) esta presente en un 24.62 % de la poblacion afectada,
en un 5.26 % de la poblacién control afroecuatoriana y no se encontro este
polimorfismo en el grupo control de mestizos. Esta aparicion del alelo
polimérfico en la poblacién control afroecuatoriana pudo deberse a que segun
datos epidemioldgicos la poblacién africana tiene mas incidencia en el
desarrollo del mieloma multiple: 9.5 casos nuevos de cada 100.000 (Garcia-
Sanz et al., 2007). Estos datos sugieren que las personas afroamericanas son
dos veces mas propensas a ser diagnosticadas con mieloma mdltiple en
comparacion por ejemplo con las personas europeas americanas, un estudio
en el 2013 demostré que a pesar de que los individuos afrodescendientes
tengan mas incidencia en el desarrollo de la enfermedad estos suelen tener

versiones menos agresivas de la misma (Baker, et al., 2013).
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A continuacion, en la figura 10 se muestra los resultados obtenidos del
segundo polimorfismo estudiado del gen CCND1: A870G rs9344. Donde se
muestran los porcentajes obtenidos para el homocigoto comun (GG),
heterocigoto (GA) y homocigoto polimérfico (AA); tanto de pacientes como de
los controles estudiados después del alineamiento de las secuencias obtenidas
como se muestra en la figura 11y 17.

El alelo comun (GG) se encuentra en un bajo porcentaje en toda la poblacion
estudiada: 21.43 % en pacientes, y un 5 % en mestizos y en el grupo control de
afros no se encontré este genotipo. Un pequefio porcentaje de la poblaciéon
total presenta el alelo heterocigoto (GA). El alelo polimorfico (AA) se encuentra

en la mayoria de todos los grupos estudiados.

El comportamiento del segundo polimorfismo estudiado del gen CCND1
muestra un comportamiento similar tanto en la poblacién afectada como en la
poblacién control. Siendo el alelo polimoérfico AA el que presenta un mayor

porcentaje con respecto al alelo heterocigoto y el alelo normal.

En un estudio de cancer nasofaringeo se encontro el alelo polimorfico AA en el
mismo porcentaje tanto para pacientes como controles, 28.9 % y 27.7 %
respectivamente (Catarino, et al., 2005). En otro estudio el alelo polimérfico se
encontré6 en menor porcentaje tanto en el grupo control como el de pacientes

con cancer cervical (Warchol, et al. 2011)

La presencia de este polimorfismo no esta asociada Unicamente al mieloma
multiple ya que existen varios estudios en otros tipos de cancer con respecto a
este polimorfismo esto debido a que la desregulacion de la ciclina D1 que esta
presente en una variedad de tejidos y depende de la etnia o poblacion
estudiada (Catarino, et al., 2005).
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Figura 11. Alineamiento de las secuencias de las muestras de pacientes para el

polimorfismo A870G
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5.5Asociacion de datos clinicos y genéticos

5.5.1 Edady género

En la figura 12 se muestra la distribucion de los pacientes segun la edad, el
promedio de la edad de los pacientes fue de 60 afos. Del total de pacientes el
23% tenian menos de 60 afos, el 44% se encontraron en un rango de 60 a 70

afos y el 33% supero los 70 afios.

m< 60 afios =Entre 60y 70 aflos => 70 afios

Figura 12. Distribucion de pacientes segun los rangos de edad

Datos epidemioldgicos sefialan que la edad de aparicién del mieloma multiple
se sitla en los 69 afios, (Garcia-Sanz et al., 2007) Otro estudio sefiala que la
aparicion del mieloma multiple se da alrededor de los 60 afios (Alexander et al.,
2007), es por ello que en este estudio se distribuyd un rango entre los 60 y 70
afos, en este rango se encontraron la mayoria de los pacientes con un 44 %.
Los resultados obtenidos concuerdan con los datos proporcionados por otros
estudios en relacién a la edad. Garcia-Sanz et al. también sefala que solo un
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15 % de pacientes es diagnosticado antes de los 50 afos, en este estudio un
23 % se encontr6 en este rango de edad.

El grupo de pacientes presento un 43% de personas del sexo femenino y un

57% del sexo masculino como se muestra en la figura 13.

® Mujeres mHombres

Figura 13. Distribucion de pacientes de acuerdo al género

Los hombres tienen una probabilidad mayor a padecer mieloma multiple en
comparacion con las mujeres (Zervas, et al., 2006), es por ello que el dato de la
incidencia del mieloma con respecto al género también se confirma en este
estudio ya que se observé un 12 % mas de individuos del género masculino,

como se aprecia en la figura 13.

5.5.2 Clasificacion citogenética

En la figura 14 se muestra la clasificacién citogenética obtenida en los
pacientes con mieloma multiple. Cabe recalcar que a ciertos pacientes no se
realizo el analisis citogenética debido a ausencias de mitosis en su muestra de
medula 6sea.
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® Hiperdiploide = Hipodipolide m Cariotipo Normal

Figura 14. Clasificacion citogenética de los pacientes con mieloma multiple de

la poblacion estudiada

Segun la clasificacion citogenética pueden presentarse tres tipos de cariotipos:
normal, hiperdiploide e hipodipolide. En este estudio se contaron con datos del
cariotipo de 29 pacientes de los cuales 26 pacientes presentaron un cariotipo
normal 46XX o 46XY representando un 90% de la poblacion, del tipo
hiperdiploide como del hipodiploide se encontré un 5% de pacientes con cada

uno de estos cariotipos como se muestra en la figura 15.

Por lo general en pacientes con mieloma mdltiple el cariotipo normal esta
presente en el 40 % de los casos, el hipodiploide en el 50 % de los casos y el
mieloma hiperdiploide el cual tiene un peor prondstico se presenta en el 10 %
de la poblacién en general con esta enfermedad (Valvert, 2011). En un estudio
en Venezuela se obtuvieron los siguientes datos: 32 % pacientes con cariotipo
normal, 18 % mieloma de tipo hiperdiploide y un 50 % presentaron cariotipo
hipodiploide (Quintero, et al., 2003).

Estos datos no concuerdan con lo obtenido en este estudio ya que no se contd

con la totalidad de andlisis citogenéticos en toda la poblacion estudiada debido
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a que regularmente sélo se detecta anomalias cromosomicas en el 18 a 30%

mediante andlisis estandar de metafases (Rodriguez, et al., 2013).

5.5.3 Tiempo de supervivencia

Para el andlisis del tiempo de vida de los pacientes se utilizé la prueba de
Kaplan Meyer. Se analizé de acuerdo al estadiaje de cada paciente en relacion
al numero de meses de vida. Los resultados arrojan que los pacientes en
estadio 1 tienen mayor tiempo de supervivencia en meses aproximadamente
90 meses con relacién a aquellos que se encuentra en estadio 2 de 70 meses y

el estadio 3 con una supervivencia de 30 meses aproximadamente (figura 15).

Un estudio en el 2003 reporté que los pacientes en el estadio Il de Durie and
Salmon, con tratamiento de hemodialisis sobrevivieron mas de 39 meses,
(Valera, et al.,, 2003), lo que sugiere que el tiempo de supervivencia de los
pacientes con mieloma multiple podria aumentar con un correcto tratamiento de
acuerdo a las condiciones de cada paciente. Por ejemplo, el tiempo de vida
podria incrementar cuando el paciente se somete a un trasplante de células
hematopoyéticas. Estos resultados concuerdan con lo descrito por el Sistema
Internacional de Clasificacion por Etapas del Mieloma Multiple (Garcia-Sanz,
2007) como se muestra en la tabla 12.
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Figura 15. Curva de supervivencia de los pacientes con Mieloma Multiple segun

Durie-Salmon

Tabla 12.

Sobrevida segun estadios

Estadio | Mediana de Supervivencia en meses

| 62 meses

I 44 meses

"l 29 meses

Adaptada de: (Lonial, 2009) y (Greipp, et al., 2005).

5.5.2 Parametros Inmunoldgicos

Se tomaron en cuenta los tipos y niveles de inmunoglobulinas de cada paciente
ya que estas cumplen un papel fundamental en el diagnostico de mieloma
multiple En la tabla 13 se muestran los porcentajes de cada tipo de
inmunoglobulina obtenidos de las historias de los pacientes con mieloma
multiple. Cabe recalcar que en algunos casos no se contaron con todos los

datos del analisis inmunoldgico.
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Con respecto a los datos inmunolégicos se observa que la mayoria de
pacientes tienen un incremento en el nivel de IgG en un 43.90 % del total de la
muestra, y que la mayoria de pacientes tienen niveles normales del resto de

inmunoglobulinas (A, Ey M).

Salmon y Smith han reportado que la inmunoglobulina G (IgG) representa la
inmunoglobulina sérica normal mas abundante ya que se encuentran en mas
del 50% de los pacientes con mieloma mudltiple, ellos reportaron un 90 % de
pacientes con este tipo de inmunoglobulina secretada (Salmon y Smith, 2007).

Este mismo porcentaje se reportd en un estudio en el 2009 (Weiss, et al., 2009)

Segun datos a nivel mundial en el mieloma multiple el isotipo IgG se encuentra
en el 60 % de los casos, porcentaje similar a lo que se reportd en este estudio
(Garcia-Sanz et al., 2007).

Tabla 13.

Parametros inmunolégicos de la poblacién afectada

Pacientes con Mieloma Mdltiple

Inmunoglobulina | Rango Normal (% Casos)
Inferior | Normal Superior
IgA 82 -453 (mg/dL) 28,95 | 55,26 15,79
IgE 20 — 87 (mg/dL) 36,36 | 54,55 9,09
IgG 751-1560 (mg/dL) | 24,39 | 31,71 43,90
IgM 46-304 (mg/dL) 40,00 | 54,29 5,71

5.5.4 Parametros hematoldgicos

Asi mismo se analizaron los datos hematolégicos obtenidos, los cuales fueron:

hemoglobina, creatinina, urea, albumina, beta-2-microglobulina y calcio.
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Tabla 14.

Parametros hematologicos de la poblacion afectada

CARACTERISTICAS Rango Normal PACIENTES CON MIELOMA
HEMATOLOGICAS MULTIPLE
(% CASOS)
Inferior Normal Superior
Hemoglobina 12-17 (g/dL) 37,74 60,38 1,89
Calcio 8.1-11.8 (mg/dL) 25.58 69.77 4.65
Creatinina 0.5-1.4 (mg/dL) 3,85 75 21,15
Urea 10-40 (mg/dL) - 52,38 47,62
Albumina 3.5-5.5 (g/dL) - 61,11 | 38,89
Beta-2- 607 — 2454 (ng/mL) 7,0 51,2 41,9
microglobulina
LDH 105 — 333 (Ul/dL) - 51.22 48.78

En la tabla 14 se observa que la mayoria de pacientes presentan niveles
normales de los parametros hematologicos, sin embargo, un porcentaje
importante y representativo muestra bajos niveles de hemoglobina (37.74%), lo
gue indica que estos pacientes presentaron anemia. Se tomaron en cuenta los
pardmetros inmunol6gicos y hematoldgicos mostrados en las tablas 13 y 14
respectivamente ya que estos son de suma importancia en el diagnéstico del
mieloma multiple (Garcia-Sanz et al., 2007). Como se puede observar en la
tabla 13 un 37.74 % de los pacientes presentaron niveles bajos de
hemoglobina se ha reportado que un 25 % presentan anemia grave < 8 g/dL,
este dato corresponde con lo reportado en este tipo de casos (Ludwig et al.,
2004).

En un estudio en el 2005 el 47.62 % de los pacientes evaluados presentaron

niveles altos de urea, es decir que presentaron fallos renales (Bladé & Rosifiol,
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2005). Del mismo modo el parametro de la urea se encuentra elevado en un
47.62% de la poblacion. Un 41.9% de pacientes presenta niveles elevados de
B2M (beta-2-microglobulina), y casi la mitad de los pacientes presentan valores
elevados de lactato deshidrogenasa. Este valor elevado de LDH representa un
decrecimiento en el tiempo de sobrevida de los pacientes ya que se ha
reportado que de los 767 pacientes aquellos que presentaron altos niveles de
LDH tuvieron un tiempo de vida de 14 meses (Eleutherakis-Papaiakovou, et al.,
2007).

5.6 Andlisis estadistico

5.6.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para obtener el equilibrio de Hardy-Weinberg fue necesario obtener las
frecuencias alélicas y genotipicas de cada polimorfismo las cuales se muestran
en la tabla 15. Para la comprobacion de los resultados obtenidos se utilizé la
prueba estadistica chi cuadrado utilizando los valores de la férmula de Hardy-
Weinberg “p” y “q” que se muestran en la tabla 16. Dado que en los dos
polimorfismos el valor de p es superior a 0.05 se puede decir que la poblacién

estudiada se encuentra en equilibrio con respecto a estos polimorfismos.

El equilibrio de Hardy-Weinberg esta sujeto a procesos que lo alteran como
seleccién natural o adaptaciones al medio, mutaciones, migracion o flujo de

genes esta producida por el mestizaje que presenta la poblacion ecuatoriana,

deriva génica y consanguinidad (Paz y Mifio & Lopez. 2014).
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Tabla 15.

Frecuencias genotipicas y alélicas de la poblacion estudiado (Analisis de Hardy

SNP Frecuencias Genotipicas Frecuencias Alélicas Hardy
Weinberg
Genotipo Casos Controles TOTAL Genotipo Casos Controles TOTAL
Mestizos Negros Mestizos Negros P value
Phe31lle AA 0,23 0,55 0,30 0,30 A 0,49 0,78 0,63 0,57 XA2 =0,8296296
AT 0,52 0,45 0,65 0,53
rs2273535 T 0,25 0,00 0,05 0,16 T 0,51 0,23 0,38 0,43 P value = 0,3624
ABT0G AA 0,76 0,75 0,85 0,77 A 0,89 0,85 0,93 0,87 X2 = 3,0280356
AG 0,26 0,20 0,15 0,19
rsf344. GG 0,21 0,05 0,00 0,04 G 0,35 0,15 0,00 0,13 P value = 0,0818
Weinberg)
Tabla 16.

Datos de la formula Hardy-Weinberg para los dos

polimorfismos

Polimorfismo Valor p Valor g
rs 2273535 0.57 0.43
rs 9344 0.87 0.13

En un estudio realizado en el 2014 el comportamiento del polimorfismo
rs2273535 en relacion al mieloma no arrojé resultados estadisticamente
significativos, se obtuvo un valor de p de 0.9997 en el equilibrio de Hardy-
Weinberg (Montesdeoca, 2015). En el presente estudio este valor se ha
reducido sin llegar a la significancia estadistica a pesar de que la muestra se
duplicé. Esto puede deberse a que todavia el n muestral sigue siendo
insuficiente para este analisis 0 a que este polimorfismo no estd desarrollado

con el desarrollo de mieloma multiple en la poblacién ecuatoriana.

El valor de p en el equilibro de Hardy Weinberg con respecto al polimorfismo rs
9344 fue de 0.08 acercandose a la significancia estadistica (p<0.05), indicando
que esta poblacion tiende a no cumplir la condicion de equilibrio. El valor de p

se veria reducido si se aumentara el numero de muestras y controles a
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estudiar. Ya que si se emplea muestras pequefias conlleva una pérdida de
potencia en los contrastes de hipétesis y en la significancia estadistica (Button,
et al., 2013).

5.6.2 Prueba Odds Ratio

En la tabla 17 se observan los valores de Odds ratio para los dos polimorfismos
estudiados. Como se aprecia la misma no arrojé valores significativos para
ningun polimorfismo, esto significa que no existe asociacion de estos genotipos

con un riesgo relativo para presentar mieloma multiple.

Es importante recalcar que existen estudios que relacionan otros tipos de
cancer, como el de mama, con el polimorfismo rs2273595 en el alelo TT. Tong
y colaboradores (2004) han encontrado un valor de OR de 2.65, lo que significa
2,65 veces mayor riesgo de padecer esa enfermedad (Tong et al., 2004). Por
otra parte, en cuanto al valor de OR el genotipo GA del polimorfismo rs9344 en
la poblacién asiatica el genotipo AA es el que se encuentra mas asociado al
riesgo de desarrollar mieloma multiple con un OR de 4.679 (Wang et al., 2015).
Esta relacion puede deberse a que la poblacion asiatica estuvo expuesta a un
alto nivel de radiacion ionizante debido a la bomba atémica de Hiroshima y
Nagasaki (Preston et al., 1994).

Con lo antes expuesto, y los resultados obtenidos en donde se observa que
tanto para el polimorfismo rs2273595 del alelo TT asi como para el
polimorfismo rs9344 del alelo AG, el valor de OR>1 (Tabla 16), se podria
sugerir una asociacion de estos con el riego de padecer mieloma multiple. Sin
embargo, para que esto sea verificado es necesario incrementar el n muestral
con el fin de que la prueba presente significancia estadistica, y se obtenga
resultados validos que reflejen el comportamiento real de la poblacion

ecuatoriana.
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Tabla 17.

Asociacion de los polimorfismos rs2273595 y rs9344 con el riesgo de

desarrollar Mieloma Multiple en casos y controles

OoDDS
CASOS CONTROLES
SNP GENOTIPO RATIO IC (95 %) P value
(70) (40)
(OR)
AA 15 17 - -
AT 34 22 0,98 0,729 - 1,328
rs2273595
TT 16 1 1,05 0,510 - 2,163
AT+TT 50 23 0.907 0.337-2.5856 | 0.8944
GG 3 1 - -
GA 14 7 1.164 0.513-2.635
rs9344
AA 53 32 0.964 0.796 — 1.168
AG+GG 67 39 0.828 0.302-2.269 | 0.7138

5.6.3 Asociacion de datos genéticos con datos clinicos

En la tabla 17 se observa que los valores de p de los distintos parametros en
relacion a los polimorfismos no muestran significancia estadistica p<0.05. El
dato que se aproxima a este valor es el de la relaciébn del polimorfismo
rs2273595 con el parametro inmunoldgico IgE, con un valor de p de: 0.0622.

En la prueba de Kruskal-Wallis aplicada sobre los datos clinicos con los
genotipos no se encontrd significancia estadistica en ningln parametro (tabla
18). Esto quiere decir que los cambios estudiados en el genoma de los
pacientes con mieloma multiple no estan asociados a las variaciones de los

parametros hematologicos.

Esto debido a que como se conocer aparte del genotipo de una persona el
factor ambiental influye en el desarrollo de alguna caracteristica observable o
enfermedad (fenotipo). Algunos de los factores que estan asociados al
desarrollo de mieloma multiple son el consumo de alcohol y tabaco,
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fertilizantes, productos petroquimicos, y exposicion a radiaciones ionizantes
(Gonzélez et al., 2008).

También el estilo de vida puede influir en la aparicion de este cancer como la
obesidad asociada esta al desarrollo de varios tipos de cancer con OR > 1,
este factor se encuentra asociado en Unicamente en la poblacion
norteamericana (Alexander et al., 2007). EI mayor uso de suplementos de
vitamina C por personas de raza blanca y la mayor frecuencia de obesidad
entre la poblacion afroamericana puede explicar un grado de incidencia mayor
de mieloma multiple en lo afroamericanos en los Estados Unidos (Brown et al.,
2001).

Tabla 18.

Relacion entre las variables cuantitativas con los polimorfismos rs2273595 y
rs9344 utilizando la prueba estadistica Kruskal-Wallis.

PARAMETROS Valor p

rs2273595 | rs9344

Edad 0,776 0,211

PARAMETROS
HEMATOLOGICOS

B2M 0,75 0,172
Hemoglobina 0,614 0,511
Calcio 0,426 0,319
Creatinina 0,239 0,444
Urea 0,274 0,74

Albumina 0,931 0,225




LDH 0,883 0,137
PARAMETROS
INMUNOLOGICOS
IgA 0,714 0,389
IgE 0,0622 | 0,123
19G 0,773 0,895
IgM 0,532 0,7

48
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

La presencia de los dos polimorfismos estudiados rs2273535 y rs9344 en la
poblacion de pacientes con mieloma multiple y en la poblacién control fue
encontrada en la poblaciéon estudiada. El grupo control de la poblaciéon
afroecuatoriana presentd genotipos similares a los de los pacientes con
mieloma mudltiple, debido a que segun datos epidemioldégicos mundiales esta
raza tiene mayor riesgo de desarrollar este cancer, la causa de esto se

desconoce.

El polimorfismo Phe3llle del gen AURK-A (rs2273535) no se encuentra
asociado con el desarrollo de mieloma multiple ya que el comportamiento de la
poblacion estudiada se encuentra en equilibrio en relacion a los controles
segun la prueba de Hardy-Weinberg, por otra parte si bien el polimorfismo
A870G (rs9344) presentd un valor proximo a la significancia estadistica en el
equilibrio de Hardy-Weinberg, pero tampoco se encontrd6 asociacion

estadistica.

Estos dos polimorfismos no presentan asociacion con las variaciones
hematoldgicas e inmunolégicas de los pacientes ya que no se encontraron

valores estadisticamente significativos en la prueba de Kruskal-Wallis.

6.2. Recomendaciones

Disefiar cebadores mas largos y que sean propios para mieloma multiple para

evitar problemas en la secuenciacion e incrementar la especificidad del estudio.

Aumentar el niumero de muestras de la poblacion control y de las muestras

observadas para incrementar la significancia estadistica del estudio.



50

Desarrollar estudios clinicos mas detallados en base a los parametros
indicados en bibliografia, al igual de realizar pruebas citogenéticas a todos los
pacientes diagnosticados para incrementar los datos de correlacion entre las
historias clinicas y diagnésticos de mieloma que den mayor consistencia a los

resultados de este trabajo.
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias de los controles para el polimorfismo
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