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Resumen

Caracterizacion molecular y farmacogenética en una muestra de pacientes con Leucemia Mieloide
Aguda y su correlacion con la estratificacion del riesgo y respuesta al tratamiento. Una aproximacion
hacia los patrones moleculares de la Leucemia Mieloide Aguda Pediatrica en poblacion colombiana

Introducciéon y objetivo: Existen pocos estudios describiendo las alteraciones gendmicas en
pacientes pediatricos con leucemia mieloide aguda (LMA) en paises latinoamericanos. El objetivo
fue identificar alteraciones gendmicas, caracteristicas clinicas y desenlaces en una cohorte de
pacientes pediatricos con LMA no promielocitica de Bogotd D.C. Diferentes estudios han
demostrado variantes farmacogenéticas relacionadas con la toxicidad de fdrmacos en pacientes
con leucemia mieloide aguda. El desarrollo de resistencia a la quimioterapia es un factor relevante
en el tratamiento de la LMA y es responsable en parte de las recaidas y el aumento de la toxicidad
en las terapias de segunda linea. Por otro lado, siendo Colombia un pais multiétnico y pluricultural,
compuesto por tres grupos étnicos principales: poblacidon mixta derivada de Europa (Adm-Col),
afrodescendientes (Afr-Col) y poblacién amerindia (Amer), es importante determinar los
componentes de ancestria en los pacientes pedidtricos con LMA, asi como en una muestra
representativa de los tres grupos étnicos principales del pais para conocer si la ancestria podria
estar asociada a desenlaces en la muestra analizada. El objetivo fue identificar la frecuencia de
alteraciones gendmicas (cromosémicas, y genéticas) mediante estudios de citogendmica, pruebas
rapidas por PCR-electroforesis capilar y analisis mediante secuencia de proxima generacién con
un panel de 30 genes recurrentemente alterados en LMA, asi como la frecuencia alélica y
genotipica de las variantes de algunos genes asociados a respuesta terapéutica o toxicidad como
ABCB1, CDA, DCK, GSTT1 y GSTM1 en pacientes pediatricos con LMA y en una muestra
representativa de la poblacion colombiana y el analisis de ancestria mediante 46 marcadores
informativos de ancestria tipo Indel (AIM-Indel) y evaluar la asociacién de estas variantes genéticas
con los resultados clinicos y la toxicidad en pacientes pediatricos con leucemia mieloide aguda.

Materiales y métodos: Estudio observacional descriptivo de cohorte, se incluyeron 51 pacientes
con LMA de novo (no promielocitica) hasta los 18 afios de edad. Se realizd analisis de citogenética
convencional y FISH, secuencia de nueva generacion (ABL1, ASXL1, BRAF, CALR, CBL, CEBPA,
CSF3R, DNMT3A, ETV6, EZH2, FLT3, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL, NPM1, NRAS,
PTPN11, RUNX1, SETBP1, SF3B1, SRSF2, TET2, TP53, U2AF1, WT1, ZRSR2) utilizando el panel
Myeloid Plus kit de SOPHIA Genetics (Sophia Genetics SA, Saint Sulpice, Suiza) y pruebas rapidas
de PCR-EC para FLT3, NPM1 y CEBPA. Se evalud la correlacion entre los datos gendmicos, la
respuesta al tratamiento y los desenlaces. Adicionalmente, se incluyeron 457 muestras de los tres
grupos étnicos principales de Colombia (Adm-Col, Afr-Col y Amer). Se utilizé una prueba de
SNaPshot™ y una PCR convencional para evaluar las variantes ABCB1 rs1045642 (3435G>A),
rs1128503 (1236G>A), rs2032582 (2677C>A/T); CDA rs2072671 (79A>C), rs532545 (-451C>T);
DCK rs2306744 (-201C>T), rs3771182313 (72C>T) como control, y genotipo nulo en GSTT1 y
GSTM1. El andlisis de ancestria se realizé mediante la amplificacion de 46 AIM-Indel mediante PCR
multiplex, seguido de electroforesis capilar y comparacion con poblaciones de referencia. Los
resultados clinicos y las asociaciones de toxicidad se evaluaron utilizando odds ratio y analisis de



chi-cuadrado, adicionalmente se evalud la supervivencia libre de evento. El componente de
ancestria se evalué mediante el programa STRUCTURE.

Resultados: El 67,4% de la cohorte presentd una alteracion citogenética y el 74,5% variantes
genéticas. Se identificaron variantes en FLT3 en el 27,4 %, seguidas de NRAS (21,6 %), KRAS (13,7
%), WT1yKIT (11,8 %). El 66% de los pacientes fueron estratificados como alto riesgo al final de la
induccion. FLT3-ITD presentd una probabilidad mayor a recaida 11,25 OR (IC 95 % 1,89-66,72, p
0,006) y NRAS con muerte durante la induccion 16,71 OR (IC 95 % 1,51-184,59, p 0,022). Los
pacientes portadores del genotipo GG en ABCB1 (1236G>A, rs1128503) tuvieron un mayor
probabilidad a presentar cardiotoxicidad OR de 6,8 (IC 95 % 1,08-42,73, p 0,044) en comparaciéon
con los pacientes portadores de los genotipos AA o GA 0,14 OR (IC 95 % 0,023- 0,92, p 0,044). Para
ABCB1 (1236G>A rs1128503/ 2677C>A/T rs2032582/ 3435G>A rs1045642) los genotipos
combinados AA/AA/AA tuvieron con una mayor probabilidad a presentar muerte después del
trasplante de precursores hematopoyéticos OR 13,73 (IC 95% 1,94-97,17, p 0,009). Los genotipos
combinados GG/CC/GG con genotipo CA de CDA (79A>C, rs2072671) o el genotipo CT en CDA (-
451C>T rs532545), tuvieron un OR de 4,11 (IC 95% 2,32-725, p 0,007) y OR de 3,8 (IC 95% 2,23-
6,47, p 0,027) con enfermedad residual medible >0,1% después del primer ciclo de quimioterapia,
respectivamente. Se encontraron frecuencias alélicas y genotipicas diferentes para las variantes
genéticas analizadas en los tres principales grupos étnicos de Colombia. En general, se
encontraron frecuencias mas altas de genotipos asociados con riesgo de toxicidad en Afr-Col en
comparacion con Adm-Col y poblacion Amer. Por otro lado, el analisis de ancestria en las muestras
de pacientes pediatricos con LMA mostrd una distribucién similar de mezcla étnica a la encontrada
en la poblacién Adm-Col. Este resultado por el momento descarta que el componente de ancestria
en la muestra de pacientes pediatricos con LMA en esta cohorte esté asociado a un mayor riesgo
de eventos adversos y toxicidad en la muestra analizada.

Conclusiones: Nuestro estudio destaca la importancia de una répida incorporacion de las pruebas
genéticas en el diagnodstico y tratamiento de la LMA pediatrica en Colombia, ya que incide
directamente en la estratificacion del riesgo y el tratamiento. Por otro lado, estos resultados
resaltan la importancia del analisis farmacogenético en la LMA pediatrica, particularmente en
poblaciones con un alto grado de mezcla, los cuales podrian ser Utiles como una herramienta
futura en la estratificacién de pacientes para el tratamiento. Por ultimo, los resultados de ancestria
obtenidos en la muestra de pacientes pedidtricos analizados son similares a los obtenidos para la
muestra de poblacion colombiana mezclada derivada de europeos (Adm-Col) de la regién andina
colombiana, y descartarian la contribucién de un componente de ancestria especifico (Adm-Col)
asociado a eventos adversos o toxicidad.

Palabras clave: Leucemia mieloide aguda, Gendmica, Pediatrica, Colombia, Latinoamérica, ABCB1,
DCK, CDA, GSTT1, GSTM1, citarabina, antraciclinas, SNV, ancestria, AIM-InDel.



Abstract

Molecular and pharmacogenetic characterization in acute myeloid leukemia patients and the
correlation with risk stratification and treatment response

Introduction and objective: There are few studies that describe genomic alterations in pediatric
patients with acute myeloid leukemia (AML) in Latin American countries. The objective was to
identify genomic alterations, clinical characteristics and outcomes in a cohort of pediatric patients
with non-promyelocytic AML from Bogota D.C. On the other hand, different studies have
demonstrated pharmacogenetic variants related to drug toxicity in patients with acute myeloid
leukemia. Resistance development to chemotherapy is a relevant factor in the treatment of AML
and is partly responsible for relapses and increased toxicity in second-line therapies. On the other
hand, Colombia is a multiethnic and pluricultural country, composed of three main ethnic groups:
mixed population derived from Europe (Adm-Col), Afro-descendants (Afr-Col) and Amerindian
population (Amer); therefore, it was important to determine the ancestry components in pediatric
patients with AML, as well as in a representative sample of the three main ethnic groups of the
country to know if ancestry could be associated with outcomes in the analyzed sample.

The aim was to identify the frequency of genomic alterations (chromosomal and genetic) through
cytogenomics studies, rapid PCR-capillary electrophoresis tests, next-generation sequencing
analysis with a panel of 30 genes recurrently altered in AML, the allelic frequency and genotypic
analysis of the ABCB1, CDA, DCK, GSTT1 and GSTM1 gene variants in pediatric patients with AML
and in a representative sample of the Colombian population, ancestry analysis using 46 Indel-type
ancestry informative markers (AIM-Indel) and to evaluate the association of these genetic variants
with clinical outcomes and toxicity in pediatric patients with acute myeloid leukemia.

Materials and methods: Descriptive observational cohort study, 51 patients with de novo AML
(non-promyelocytic) up to 18 years of age were included. Conventional cytogenetics and FISH
analysis, next generation sequence (ABL1, ASXL1, BRAF, CALR, CBL, CEBPA, CSF3R, DNMT3A, ETVE,
EZH2, FLT3, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL, NPM1, NRAS, PTPN11, RUNX1, SETBP1,
SF3B1, SRSF2, TET2, TP53, U2AF1, WT1, ZRSR2) using the Myeloid Plus panel kit from SOPHIA
Genetics (Sophia Genetics SA, Saint Sulpice, Switzerland) and rapid EC-PCR tests for FLT3, NPM1
and CEBPA was carried out in each sample. The correlation between genomic data, treatment
response and outcomes were evaluated. Additionally, 457 samples from the three main ethnic
groups of Colombia (Adm-Col, Afr-Col and Amer) were included. A SNaPshot™ test and
conventional PCR were used to evaluate the ABCBI variants rs1045642 (3435G>A), rs1128503
(1236G>A), rs2032582 (2677C>A/T); CDA rs2072671 (79A>C), rs532545 (-451C>T); DCK
rs2306744 (-201C>T), rs3771182313 (72C>T) as control, and null genotype in GSTT1 and GSTM11.
Ancestry analysis was performed by amplification of 46 AIM-Indels by multiplex PCR, followed by
capillary electrophoresis and comparison with reference populations. Clinical outcomes and
toxicity associations were evaluated using odds ratios and chi-square analyses. Also, we evaluated
event-free survival. The ancestry component was evaluated using the STRUCTURE program.



Results: 67.4% of the cohort presented a cytogenetic alteration and 74.5% had genetic variants.
Variants in FLT3 were identified in 27.4%, followed by NRAS (21.6%), KRAS (13.7%), WT1, and KIT
(11.8%). 66% of patients were stratified as high risk at the end of induction. FLT3-ITD was
associated with relapse 11.25 OR (Cl 1.89-66.72, p 0.006) and NRAS with death during induction
16.71 OR (Cl 1.51-184.59, p 0.022). Patients carrying the GG genotype in ABCB1 (1236G>A,
rs1128503) had an OR of 6.8 (95% Cl 1.08-42.73, p 0.044) for cardiotoxicity compared to patients
carrying the AA or GA 0.14 OR (95% CI 0.023- 0.92, p 0.044). For ABCB1 (1236G>A rs1128503/
2677C>A/T rs2032582/ 3435G>A rs1045642) the combined AA/AA/AA genotypes were associated
with death after transplantation of hematopoietic precursors OR 13.73 (95% Cl 1.94- 97.17, p
0.009). The combined GG/CC/GG genotypes with CA genotype of CDA (79A>C, rs2072671) or the
CT genotype in CDA (-451C>T rs532545), had an OR of 4.11 (95% Cl 2.32-725, p 0.007) and OR of
3.8 (95% Cl 2.23-6.47, p 0.027) with measurable residual disease >0.1% after the first cycle of
chemotherapy, respectively. Different allelicand genotypic frequencies were found for the genetic
variants analyzed in the three main ethnic groups of Colombia. Overall, higher frequencies of
genotypes associated with toxicity risk were found in Afr-Col compared to Adm-Col and Amer
populations. On the other hand, the ancestry analysis in the samples of pediatric patients with
AML showed a similar distribution of ethnic mixture to that found in the Adm-col population. This
result, for the moment, rules out that the ancestry component in the sample of pediatric patients
with AML in this cohort is associated with a higher risk of adverse events and toxicity in the sample
analyzed.

Conclusions: Our study highlights the importance of rapid incorporation of genetic testing in the
diagnosis and treatment of pediatric AML in Colombia, since it directly affects risk stratification
and treatment. On the other hand, these results highlight the importance of pharmacogenetic
analysis in pediatric AML, particularly in populations with a high degree of admixture, which could
be useful as a future tool in the stratification of patients for treatment. Finally, the ancestry results
obtained in the sample of pediatric patients are similar to those obtained for the mixed Colombian
population sample derived from Europeans (Adm-Col) from the Colombian Andean region, and
would rule out the contribution of a specific ancestry component (Adm-Col) associated with
adverse events or toxicity.

Keywords: Acute myeloid leukemia, genomics, pediatrics, Colombia, Latin America, ABCB1, DCK,
CDA, GSTT1, GSTM1, citarabine, antracyclines, SNV, ancestry, AIM-InDel.
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1. Introduccion

El cancer es una enfermedad del genoma (1) consistente en la acumulacién progresiva de
alteraciones epigenéticas y mutaciones, las cuales pueden surgir de origen germinal o somatico.
Las mutaciones en genes supresores tumorales, oncogenes y genes reparadores del DNA, entre
otros conllevan a una proliferacion descontrolada, escape de los mecanismos de muerte celulary
alteracioén en la regulacion de otros mecanismos para el control y proliferacion celular (2-4). La
leucemia mieloide aguda (LMA) comprende un grupo heterogéneo de neoplasias de células
hematopoyéticas de linaje mieloide que surgen de la expansion clonal de sus precursores en la

médula dsea, conllevando a la transformacion maligna de células precursoras hematopoyéticas
(S, 6).

La clasificacién de LMA, se realiza a partir de la morfologia, inmunofenotipo, citogenética,
alteraciones moleculares y caracteristicas clinicas (7). Con los avances en los métodos de
diagndstico genético (citogenética convencional y molecular, andlisis de microarreglos,
secuenciacion Sanger y Secuencia de Nueva Generacion), tenemos una mejor comprension de las
bases genéticas de la LMA(8). Con estas metodologias, se pretende determinar y clasificar
entidades fenotipicas similares pero biolégicamente diferentes (9) en aras de dilucidar patrones
moleculares que podrian ser susceptibles de recibir terapia dirigida (blancos terapéuticos), y
establecer de manera individualizada, marcadores predictivos, prondsticos y para seguimiento de
Enfermedad Minima/Medible Residual(10).

La identificacidon de variantes en genes que participan en los procesos de farmacodinamia y
farmacocinética (farmacogenética), ha cobrado relevancia en cuanto a la influencia que ejercen



en la respuesta al tratamiento, el desarrollo de complicaciones y de ciertos efectos adversos
asociados al tratamiento (11). La farmacogenética se ha convertido en el campo de estudio mas
destacado del modelo de la medicina de precision, ésta entendiéndose como la incorporacién de
la informacién del genoma de manera individual para el disefio de estrategias diagndsticas y
terapéuticas mas eficaces (12-14). La promesa de la farmacogenética consiste en el desarrollo de
modelos poligénicos para la prediccién de la eficacia y toxicidad a farmacos en cada individuo y
utilizarlo de manera prospectiva para optimizar la eficacia y seguridad del tratamiento (15).

La presente investigacion plantea el estudio molecular integral de la LMA en una muestra de
pacientes pedidtricos de poblacion colombiana, con el fin de identificar patrones moleculares, su
frecuencia y asociaciones con desenlaces clinicos. Adicionalmente, se realizé un andlisis de
variantes en los genes ABCB1, DCK, CDA, GSTT1y GSTM1 en la muestra de pacientes con LMA para
evaluar su frecuencia y asociacién con desenlaces clinicos. Se determind también la frecuencia de
las variantes en estos genes en una muestra representativa de los tres grupos étnicos de Colombia
(poblacién mezclada, afrodescendiente y amerindia). Por ultimo, se caracterizo la ancestralidad
en los pacientes con LMA Yy en la muestra de poblacion representativa de la poblacion colombiana.

Los resultados de este trabajo se presentan en los siguientes capitulos en formato de articulo.

En el capitulo 1 se presentan los resultados de las alteraciones gendmicas en una cohorte de
pacientes pediatricos con LMA, resultados ya publicados: “Yunis, L. K., Linares-Ballesteros, A,
Barros, G., Garcia, J., Aponte, N., Nifio, L., Uribe, G., Quintero, E., Perez, J., Martinez, L., & Yunis, J.
J. (2023). Genomic alterations in a cohort of pediatric acute myeloid leukemia patients at two
cancer centers in Colombia. International journal of hematology, 117(2), 269-277.
https://doi.org/10.1007/s12185-022-03475-w".

En el capitulo 2 se presentan los resultados de la identificacién de variantes en ABCB1, CDA, DCK,
GSTT1 y GSTM1, andlisis de ancestria y desenlaces en una cohorte de pacientes pediatricos con
LMA y su frecuencia en una muestra representativa de la poblacién colombiana (poblacién
amerindia, afrodescendiente y mezclada), resultados publicados (parcialmente): “Yunis LK,
Linares-Ballesteros A, Aponte N, Barros G, Garcia J, Nifio L, Uribe G, Quintero E, Yunis JJ.
Pharmacogenetics of ABCB1, CDA, DCK, GSTT1, GSTM1 and outcomes in a cohort of pediatric
acute myeloid leukemia patients from Colombia. Cancer Rep (Hoboken). 2023 Mar;6(3):e1744.
doi: 10.1002/cnr2.1744. Epub 2022 Oct 31. PMID: 36316809; PMCID: PMC10026301".

En este capitulo, también se encuentran los resultados obtenidos de dos tesis de Maestria en
Genética Humana de la Universidad Nacional de Colombia realizados dentro del macroproyecto
titulados:

- Determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de 9 variantes polimérficas de los genes
DCK, CDA, ABCB1, GSTT1 y GSTM1 en una muestra de poblacion colombiana de tres origenes



étnicos (afrodescendientes, nativo americanos y mestizos). Universidad Nacional De Colombia,
Maestria en Genética Humana. Estudiante: Luisa Fernanda Rodriguez Vallejo. 2023.

- Caracterizacion del perfil de ancestria en una muestra de los tres principales grupos étnicos
(amerindios, caucasico-mestizos y afrodescendientes) de la poblacidon colombiana utilizando
marcadores informativos de ancestria — INDEL. Universidad Nacional De Colombia, Maestria
en Genética Humana. Estudiante: Jair Arley Pérez Cardenas. 2023.

2. Marco teorico
2.1 Leucemia Mieloide Aguda

La LMA consiste en un desorden clonal heterogéneo caracterizado por la transformacion maligna
de células precursoras hematopoyéticas (5, 6). La LMA representa del 20-25% de las leucemias
agudas en poblacién pediatrica (5, 6), con una incidencia aproximada de siete casos por 100,000
nifnos por afio (16).

2.2 Epidemiologia

El cancer es una de las principales causas de muerte en poblacion pediatrica, especialmente en
paises desarrollados. En 2019 la leucemia fue la neoplasia mas comun y la principal causa de
muerte en nifios, con 106,082 casos incidentes y 34,371 muertes (17). Con los avances en el
diagnostico y tratamiento han permitido llegar a una supervivencia a 5 afios del 80% en paises de
ingresos altos; sin embargo, la tasa de supervivencia a 5 afios llega al 40% en paises de ingresos
medios y bajos (17). En comparacién con paises de ingresos altos, las limitaciones en el acceso a
cuidado de soporte,limitaciones en la cobertura del sistema de salud y los sistemas nacionales
para el control del cancer resultan en una menor supervivencia en paises de bajos ingresos (17,
18).

Para la International Classification of Childhood Cancer en su tercera edicion (IICC-3), segun los
datos obtenidos entre 2001-2010, la leucemia aguda es la neoplasia mas prevalente en todas las
regiones en nifios de 0-14 afios; mientras que en el grupo de 15-19 afios resulto ser el linfoma. Sin
embargo, en este grupo, la leucemia aguda fue la neoplasia mas comun en sur América, Estados
Unidos-Nativos americanos y Estados Unidos-Hispanos (19).

Para el afio 2020, se reportaron 850.000 casos prevalentes y alrededor de 280.000 casos nuevos
de cancer en poblacion menor de 19 aflos. La mayoria de los casos se reportaron en Asia (52%),
Africa (18%) y Latinoamérica y el Caribe (11%). Las neoplasias mas frecuentes en poblacién
pedidtrica son las leucemias agudas y los tumores de sistema nervioso central. En Latinoamérica



y el Caribe la incidencia estandarizada fue de 4,50 casos nuevos por 100,000 habitantes y
mortalidad estandarizada de 2,00 muertes en leucemias agudas (20).

Segln el informe “Situacién del cdncer en la poblacién pediatrica atendida en el SGSSS de
Colombia 2021” de la Cuenta de Alto Costo, en el periodo analizado se reportaron 7.769 casos
prevalentesy 396 fallecimientos. El 33,76% de los casos fueron leucemias agudas y la clasificacion
del riesgo en los casos nuevos de leucemias agudas fue en el 77,6%, de los cuales la categoria de
riesgo intermedio fue la mas frecuente a nivel nacional. En cuanto a la LMA a nivel nacional, sélo
el 24% de los pacientes alcanzaron la remision completa al final de la induccion y, a nivel nacional,
solo al 75% de ellos se realizo estratificacion del riesgo, de los cuales el riesgo alto represento el
51,28%, seguido de 28,21% riesgo bajoy 20,51% riesgo intermedio (21).

2.3 Clasificacion

Las leucemias se clasifican ampliamente en agudas y crénicas. A su vez estas se subdividen en
linfoides, mieloides o bifenotipicas. Las leucemias agudas presentan un defecto en la maduracién,
por lo que presentan un desbalance entre la proliferacion y la maduracion. Mientras que las
leucemias cronicas, presentan una proliferacion aumentada, pero preservan su capacidad de
diferenciacion (22). Con el desarrollo de la clasificacién French-American-British (FAB) por un
grupo de colaboracion entre hematologos franceses, americanos y britanicos, se logrd unificar una
serie de criterios para el diagndstico vy la clasificacion de la LMA (23) basados principalmente en
criterios morfolégicos. Dos décadas después, aparece la clasificacion de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) para los trastornos hematoldgicos, publicada en su primera forma definitiva en
el 2001 (22, 24), en su penultima version del afio 2016 (9), y la mas reciente en el afio 2022 (7),
introduce el cariotipo y las alteraciones moleculares en el diagndstico y clasificacién de la LMA.

La clasificacion de LMA, de acuerdo con el sistema de la OMS, se realiza a partir de la morfologia,
inmunofenotipo, citogenética, alteraciones moleculares y caracteristicas clinicas(9). En su
pendltima versidon, reconoce multiples alteraciones cromosdmicas estructurales como hallazgos
recurrentes y son considerados como criterio suficiente para hacer un diagndstico de LMA,
inclusive sin tener en cuenta el recuento de blastos en médula 6sea (>20%) (9).

Ahora en la quinta edicion de la clasificacion de tumores hematolinfoides de la OMS, se tuvieron
en cuenta los desarrollos recientes en el entendimiento de la enfermedad, en la cual se actualizd
la clasificacién de la LMA en dos grandes grupos: “AML with defining genetic abnormalities” y
“AML defined by differentiation”, lo cual consolida la relevancia de las alteraciones genéticas al
momento del diagndstico, acompafiando a la caracterizacién morfoldgica e inmunofenotipica. Por
otro lado, el limite de porcentaje de blastos cambid para la mayoria de las alteraciones genéticas
en la clasificacion, excepto en la LMA con fusion BCR::ABL1 y LMA con mutaciones en CEBPA (7).



Otras diferencias a las versiones anteriores, incluyen la redefinicion de rearreglos de KMT2A vy
MECOM (-r), inclusién de los rearreglos de NUP98 y eliminacion de la categoria de LMA con
mutaciones en RUNX1 (25).

2.4 Aspectos moleculares, estratificacion del riesgo y enfermedad residual medible

Previo a la introduccion de los métodos moleculares, los pacientes con LMA se estratificaban
segln la edad, estado funcional, recuento de gldbulos blancos y la citogenética (26, 27).
Posteriormente, se empezaron a descubrir numerosos marcadores moleculares como factores
prondsticos, algunos reconocidos y otros potenciales en LMA. Con la incorporacién de nuevos
marcadores prondsticos y la identificacién de potenciales blancos terapéuticos, se pretende
mejorar la respuesta al tratamiento, minimizar efectos secundarios, facilitar la deteccion de
Enfermedad Minima/Medible residual (MRD) y mejorar la supervivencia (9, 10, 28). Las bases
bioldgicas de la LMA difieren en frecuencia y distribucién entre adultos y nifios (Material
suplementario 1) (5, 6, 16).

Se han desarrollado una serie de estudios para la identificacién y comprension de las
caracteristicas moleculares del cancer, contribuyendo con el conocimiento a nivel de oncogénesis,
progresién y metastasis(2). Desde el modelo de cooperatividad mutacional (29), se ha planteado
que en el proceso leucémico participan dos clases de mutaciones. La clase | consistente en
mutaciones que confieren ventajas proliferativas y de supervivencia pero que no afectan la
diferenciacion tales como FLT3, NRAS, KRAS vy las mutaciones clase Il que incluyen
RUNX1::RUNX1T1, PML::RARA, y fusiones génicas KMT2A-relacionadas, que alteran la
diferenciacion, pero no son suficientes por si solas para desencadenar el proceso leucémico (30,
31).

La secuencia de proxima generacion (NGS, por sus siglas en inglés), representa un avance en el
diagnodstico molecular, ya que permite el analisis en paralelo de cientos de genes, brindando asi
ventajas metodoldgicas para la identificacion de mutaciones en cancer. Por otro lado, la NGS
requiere baja cantidad de ADN, en contraste con metodologias previas, lo cual es un factor a favor
en el diagndstico del cancer (2, 32-34). Por medio de la NGS, se ha logrado identificar una serie de
mutaciones recurrentes en LMA (por ejemplo mutaciones en DNMT3A, IDH1, IDH2, TET2 entre
otras). A su vez, se ha comparado con otras caracteristicas genéticas (34) en aras de definir
patrones moleculares prondsticos. La identificacion de nuevos biomarcadores permitird una
estratificacion mas precisa del riesgo, establecer el manejo terapéutico y el disefio de nuevas
terapias dirigidas (34).

En el 2008 se publicaron los resultados del primer estudio en el que se realizd secuenciacién



completa del genoma en muestras de LMA(35). En dicho estudio se analizaron muestras pareadas
de tejido neopladsico y piel, donde identifican alrededor de 10 mutaciones somaticas por
individuo?. De estas, dos fueron recurrentes — FLT3 y NPM1 (con fuertes implicaciones en LMA;
las demads eran mutaciones nuevas. Posteriormente, se realizd la secuenciacién completa de otro
genoma de LMA-CN y se validaron las mutaciones identificadas analizando 187 muestras
adicionales, en donde identificaron mutaciones recurrentes en los genes NPM1, NRAS e IDH1(36).
Ley y colaboradores en el afio 2010, emplean la metodologia de Paired End Deep Sequencing a las
muestras de su primer estudio, lo que conllevo a identificar mutaciones somaticas recurrentes en
el gen DNMT3A en LMA-CN (37).

En el aflo 2013 se publicaron los resultados de The Cancer Genome Atlas Network, quienes
identifican entre otras alteraciones, mutaciones recurrentes en LMA, en el que los pacientes
analizados tenian variaciones patogénicas en genes como FLT3, NPM1 o DNMT3A (38). En este
estudio, se observd que existia un subgrupo de pacientes con cariotipo riesgo intermedio, que
tenian las mutaciones en estos tres genes concomitantemente. Sin embargo, las clasificaciones
actuales no logran catalogar a todos los pacientes en uno de los tres grupos prondsticos (38). En
el 2016, Papaemmanuil y colaboradores proponen una clasificacion genémicay pronostica en LMA
(39). Aqui se realizé un andlisis retrospectivo citogenético y secuenciacién de 111 genes en 1540
pacientes, en el que identificaron que los genes mas frecuentemente mutados en su cohorte
fueron FLT3, NPM1y DNMT3A. En su estudio, de acuerdo a la clasificacién de la OMS del 2008, el
48% de sus pacientes no pudieron ser clasificados molecularmente, a pesar de que el 96% tenian
al menos una mutacion driver. Asi concluyen, que esta es una nueva aproximacion para la
clasificacion de la enfermedad desde la genética, y que debe ser validada con estudios
prospectivos. No obstante, esinnegable el aporte de la investigacion gendmica en la identificacién
de patrones moleculares responsables de la aparicion y evolucién del cancer. La implementacién
de NGS en LMA ha brindado un mayor conocimiento para la clasificacién y diagndstico,
permitiendo la implementaciéon de la medicina personalizada en esta patologia (40).

La estratificacion del riesgo representa uno de los elementos esenciales para un adecuado
tratamiento en LMA, con la cual se busca asignar a los pacientes en tratamientos con la intensidad
suficiente, evitar eventos de toxicidad e identificar blancos terapéuticos (6). La necesidad de
implementar métodos mas precisos para realizar un seguimiento a la respuesta al tratamiento
llevo a la determinacién de la enfermedad residual medible (MRD) mediante deteccién molecular
o inmunofenotipica (6). Actualmente la estratificacién del riesgo en LMA pediatrica se basa en las
alteraciones genéticas (cromosdmicas y moleculares) junto con la respuesta al tratamiento
mediante la deteccién de MRD (6). A futuro la estratificacion del riesgo estard enfocada en la
identificacion de alteraciones con tratamiento dirigido, como es el caso para la leucemia
promielocitica aguda y recientemente en los casos con mutaciones en FLT3 (6).



2.5 Tratamiento de LMA y farmacogenética

El tratamiento de la LMA consta de dos componentes: la induccion y la consolidacion, la ultima
incluye el trasplante de precursores hematopoyéticos (HSCT, por sus siglas en inglés). A pesar de
que mas del 85% de los pacientes alcanzan una remisiéon completa después de uno o dos ciclos de
induccién, el 30-40% de los pacientes presentan recaida de la enfermedad (6) (16).

Actualmente la estratificacion del riesgo en la LMA se realiza segiin marcadores biolégicos en cada
paciente, para seleccionar el esquema de tratamiento mas adecuado, con la intencién de evitar
tratamientos agresivos en pacientes con riesgo favorable y mejorar los desenlaces en pacientes
con riesgo desfavorable (16). La identificacion de nuevos determinantes genéticos sera de gran
utilidad como potenciales marcadores para la subclasificacion de la enfermedad y para establecer
diferencias en el esquema de tratamiento (41). Sin embargo, a pesar de la heterogeneidad
mutacional en LMA, el tratamiento no ha cambiado de manera significativa en décadas vy el
impacto en la supervivencia libre de evento ha sido modesto (42).

La eficacia de la terapia antileucémica esta determinada por una serie de factores entre los que
se encuentra el genotipo. Nuevos marcadores moleculares podrian indicar, a su vez, nuevos
blancos terapéuticos o modificaciones en la accidon de farmacos que puedan incidir de manera
directa en la eficacia y toxicidad (41). El tratamiento para LMA pediatrica consta de la combinacion
de citarabinay antraciclinas, similar a los adultos, basado en un régimen “7 + 3” (siete dias de dosis
bajas o intermedias de citarabinay tres dias de antraciclinas) (6). Muchos de los estudios realizados
hasta el momento que evaltan el impacto de altas dosis de citarabina (43-46), diferentes
antraciclinas (47-49) u otros agentes citotdxicos (50, 51) han tenido un impacto positivo en la
supervivencia. Sin embargo, un estudio aleatorizado (COG AAML0531) demostrd que la adicion de
gemtuzumab ozogamicina durante la induccién (3 mg/m2) y en segunda consolidacién, reducia
significativamente la supervivencia libre de evento, pero no la supervivencia global, en poblacién
pediatrica con LMA de novo (52), posteriormente la FDA aprobd el uso de gentamicina
ozogamicina en ese contexto y actualmente es considerada como el “standard of care” en EE.UU
(6). El tratamiento posterior a la induccion, la fase de consolidacion, se lleva a cabo en todos los
pacientes que alcanzan remisién morfoldgica completa. A diferencia del tratamiento para la
leucemia linfobdstica aguda, la terapia de mantenimiento, no es parte del “standard of care” en
LMA (53). Sin embargo, en el futuro la utilizacién de terapias blanco durante el mantenimiento,
como por ejemplo los inhibidores de FLT3, serd un gran avance en el manejo de la LMA (54).

La farmacogendmica es el estudio de las variantes genéticas y su efecto en respuesta a un
tratamiento determinado (55). La identificacién de variantes genéticas que participan en los



procesos de farmacodindmica y farmacocinética (farmacogenética), han cobrado relevancia en la
era de la medicina personalizada, en términos de la influencia que ejercen en la respuesta al
tratamiento (11, 56, 57), y la incorporacién de diferencias genéticas interindividuales para el
disefio de estrategias diagndsticas y terapéuticas mas efectivas (12, 58-61). La citarabina (citosina
arabindsido Ara-c) y las antraciclinas se utilizan en el tratamiento de primera linea para la LMA (42,
62-64). El desarrollo de resistencia a la quimioterapia es un obstaculo en el tratamiento de la LMA
y es responsable de las recaidas y del aumento de la toxicidad en las terapias de segunda linea
(65). Diferentes estudios han demostrado que las variantes de nucledtido Unico (SNV por su siglas
en inglés) en los genes ABCB1, CDA, DCK, GSTT1 y GSTM1 estan relacionadas con toxicidad en
pacientes con LMA.

2.6 Ancestria y enfermedades humanas

La estimacién de la ancestria se basa en el estudio de la arquitectura de la variacion del genoma
entre poblaciones (66). Esta variabilidad es reflejo de la historia evolutiva y demografica de nuestra
especie, en la cual factores como la migracion, y las mutaciones juegan un papel importante.

Los estudios de ancestria permiten hacer inferencias sobre el posible papel de la genética en la
presentacion de enfermedades entre poblaciones (66), brindando informacién valiosa en la
identificacion marcadores genéticos asociados a enfermedades. Una de las aplicaciones es
utilizarla como estrategia para identificar variantes de susceptibilidad que puedan estar
diferencialmente distribuidos respecto a la ancestria en grupos poblacionales donde ha habido el
proceso de “mezcla”. Estos analisis principalmente se basan en el estudio de SNP (Single
Nucleotide Polymorphism, por sus siglas en inglés) y marcadores Indel (inserciones/deleciones),
ambos denominados como AIM (Ancestry Informative Markers) (67).

Los AIMs son marcadores con una frecuencia alélica con alta divergencia entre grupos
poblacionales (diferencias geograficas — ancestria), lo cual los hace Utiles para inferir el origen
ancestral de un individuo o establecer la composicién ancestral de poblaciones que han sufrido el
proceso de “mezcla”. Tanto los marcadores SNP como INDELs, presentan ventajas y desventajas.
Los marcadores Indel son polimorfismos de longitud, faciles de genotipificar por la diferencia en
sus tamafios, siendo una metodologia facil de usar y mas econdmica que el estudio por medio de
SNP (68).

En cuanto a la LMA, los estudios realizados por el Children’s Oncology Group (COG), realizado
principalmente en poblacién norteamericana han identificado que poblacion pediatrica “hispana”
y afrodescendiente presentan menor supervivencia global que la poblacién caucasica,



descartando factores como acceso a quimioterapia, manejo de soporte o el fenotipo leucémico
(69).



3. Objetivo general

Caracterizar el perfil molecular y farmacogenético en una muestra de pacientes pedidtricos
colombianos con diagndstico de LMA de novo vy la respuesta al tratamiento.

4. Objetivos especificos

1. Describir las variables clinico-patoldgicas y de laboratorio en los pacientes con LMA incluidos en el
estudio.

2. ldentificar la frecuencia de alteraciones moleculares en los genes FLT3, NPM 1y CEBPA por pruebas
rdpidas moleculares en pacientes con LMA.

3. Determinar la frecuencia de las alteraciones moleculares en 30 genes y 119 rearreglos genéticos
por Secuencia de Nueva Generacién (NGS) en pacientes con LMA.

4. |dentificar la frecuencia de polimorfismos en genes CDA, DCK, GSTM1 y GSTT1, que participan en
el metabolismo de farmacos para el tratamiento de la LMA.

5. Establecer la estratificacion del riesgo de acuerdo con las alteraciones moleculares identificadas
por pruebas rapidas y NGS, y con las variables clinico-patoldgicas.

6. ldentificar la ancestria de los pacientes incluidos en el estudio LMA.

7. Describir la respuesta al tratamiento recibido en términos de supervivencia libre de evento a tres
afios, tanto de forma global como teniendo en cuenta las alteraciones moleculares, ancestria y el
tratamiento.



5. Problematica y justificacion

La respuesta al tratamiento y la supervivencia es heterogénea en pacientes con LMA (70). Se han
descrito factores prondsticos relacionados con el paciente y con el proceso neoplasico, incluyendo
entre otros: la edad, condicion del paciente, cariotipo, y caracteristicas moleculares de la LMA,
respectivamente (10, 41). Adicionalmente, el componente genético interindividual, en genes
involucrados en el metabolismo farmacolégico representa un factor adicionalgue influye en la
respuesta al tratamiento (11, 56, 57).

De acuerdo a lo establecido por el “Diagnosis and management of acute myeloid leukemia in
children and adolescents: recommendations from an international expert panel” (16), para el
diagnodstico de LMA se recomienda incluir la evaluacién de alteraciones genéticas relevantes para
el pronodstico en los genes FLT3-ITD, WT1, KIT, CEBPA y NPM1, lo que incluye realizar ademas
cariotipo/FISH, de manera rutinaria. Esto, es de gran utilidad ya que brinda herramientas para una
adecuada estratificacion del riesgo y establecer el manejo terapéutico. En el reporte de la Cuenta
de Alto costo del afio 2015, el 71% de los pacientes incidentes con LMA no tuvieron clasificacion
de riesgo establecida y el 16% de los pacientes con LMA se encontraban en riesgo alto, mientras
que los demas estadios sumaron el 13% (71), estos hallazgos hacen suponer tratamiento
inadecuado en algunos pacientes ya que no hubo estratificacion de riesgo para ellos.

Segln la “Guia de Préctica Clinica para la deteccidon oportuna, diagndstico y seguimiento de
leucemia linfoide aguda y leucemia mieloide aguda en nifios, nifias y adolescentes”, las principales
causas por las que Colombia no ha logrado las cifras de supervivencia de otros paises, es la falta
de un diagndstico y tratamiento oportuno y adecuado en ambos tipos de leucemia; la falta de
implementacién de nuevas metodologias diagndsticas para la estratificacion del riesgo, evaluacién
de respuesta al tratamiento y seguimiento por medio de deteccion de MRD. Dentro de las
recomendaciones de la guia que data de 2013 y cuya actualizacion esta en proceso, desde hace
10 afios en Colombia se resalta la costo-efectividad de las pruebas moleculares en la estratificacion
del riesgo(72).

En Colombia, no se cuenta con informacion completa que refleje el comportamiento clinico y
epidemioldgico de la LMA (73), y menos aun de los aspectos moleculares. Este desconocimiento,
incide directamente en la estratificacién del riesgo, tratamiento y supervivencia, lo cual resalta
importancia de realizar este tipo de estudios en nuestra poblacion. Hasta el momento, la mayoria
de estudios que se han realizado en LMA involucran poblacidon caucasica europea vy
norteamericana y no hay estudios moleculares por NGS y en farmacogenética en poblacién
colombiana con diagndstico de LMA. Por ende, se desconocen las variantes y su frecuencia en



genes responsables de los procesos leucémicos, y aquellos que participan en la farmacodinamia y
farmacocinética en poblacién colombiana; y a su vez, como estas inciden en la presentacién de la
enfermedad, respuesta al tratamiento, y supervivencia.

La presente investigacion plantea el estudio genético integral de la LMA en una muestra de
pacientes pedidtricos de poblacién colombiana, con el fin de conocer la frecuencia y distribucién
de perfiles moleculares y de polimorfismos relacionados con el metabolismo de la citarabina y
antraciclinas en los pacientes y en una muestra representativa de la poblacién colombiana (tres
grupos étnicos principales de Colombia) junto con el andlisis de ancestralidad. La presente
investigacion servira como punto de partida para continuar investigando las bases genéticas
responsables del proceso leucémico y de la respuesta al tratamiento en poblacién colombiana
pediatrica y adulta, y servird como referencia para futuros estudios en Colombia y Latinoamérica.
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Capitulo I. Alteraciones gendmicas en una cohorte de pacientes
pediatricos con leucemia mieloide aguda

1. Introduccion

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia heterogénea que representa la segunda
leucemia aguda mas comun de en la edad pediatrica, con un comportamiento agresivo y
desenlaces desfavorables en comparacién de la leucemia linfoblastica aguda, alcanzando una
supervivencia global que no superan el 70% en paises desarrollados y recaida de la enfermedad
que varian entre 25-50% (1, 2), estos resultados son menos favorables en los paises en desarrollo.
Las alteraciones genéticas y las caracteristicas clinicas en la LMA pediatrica han sido estudiadas
previamente, la mayoria en poblacién europea y norteamericana (que incluye a los hispanos que
viven en los Estados Unidos), pero existe poca informacion sobre la caracterizacion bioldgica y
clinicas de pacientes pediatricos con LMA de novo (no promielocitica) en Colombia, menos aun en
los aspectos moleculares (3). Este desconocimiento incide directamente la estratificacién del
riesgo, el tratamiento y la supervivencia. El objetivo de este estudio fue describir y correlacionar
las alteraciones genéticas, caracteristicas clinicas y desenlaces en una cohorte de pacientes
pediatricos con LMA de novo en dos centros de referencia de Bogotd, D.C., Colombia.

2. Métodos

2.1 Pacientes, diagndstico y estratificacion del riesgo

Estudio descriptivo retrospectivo, se incluyeron cincuenta y un pacientes entre 1 mes y 18 afios
de edad con diagndstico confirmado de LMA de novo (no promielocitica) incluidos a conveniencia,
previo consentimiento informado, entre marzo de 2015 y junio de 2021, de la Fundacion Hospital
Pediatrico La Misericordia y Clinica Infantil Colsubsidio, Bogota, D.C. Colombia. Pacientes con
leucemia promielocitica aguda, sindrome Down o LMA secundaria no fueron incluidos en el
estudio. Este protocolo fue aprobado por el comité de ética de la Universidad Nacional de
Colombia, Fundacién Hospital Pedidtrico La Misericordia y Clinica Infantil Colsubsidio.

El diagndstico se realizé a partir del aspirado de médula ésea para clasificacion morfoldgica segin
clasificacion FAB y analisis de citometria de flujo multiparamétrica (MFC) utilizando el panel
EuroFlow. Los protocolos institucionales se basan en el protocolo de la Guia de Practica Clinica
nacional (4), todos los pacientes recibieron dos ciclos de induccién “7x3” con citarabina 100
mg/m?/dia los dias 1 a 7 y daunorrubicina 60 mg/m?/dia los dias 1, 3 y 5. Adicionalmente, todos
los pacientes recibieron quimioterapia intratecal triple como profilaxis para compromiso del
sistema nervioso central los dias 1y 7 (Figura 1-1). La estratificacién del riesgo se basé en criterios
genéticos y clinicos (Tabla 1-1).



Tabla 1-1. Definicion de los grupos de riesgo de acuerdo a criterio genético y clinico.

Riesgo Estandar e CBFB e  Riesgo Genético Estandary MRD

- t(8;21)(g22;922) <1 % por citometria de flujo al

- inv(16)(p13922) 0 t(16;16)(p13;922) final de la induccion 1 o recuento

e  CEBPa bialélico de blastos <5 % por morfologia al

e NPM1 mutado — FLT3 wild type final de la induccion 2

Riesgo Intermedio e No Riesgo Estandar y No Riesgo Alto e  Riesgo No Estandary Riesgo No
Alto
Riesgo Alto e  (Cariotipo complejo (> 3 aberraciones e  MRD >1 % por citometria de flujo

incluyendo al menos una aberracion al final de la induccion 1 o
estructural) excluyendo aquellos con recuento de blastos >5 % por
translocaciones recurrentes morfologia al final de la induccion

° Reordenamientos 11g23/KMT2A 2

e inversion(3)(921926)/t(3;3)(g21;926)
RPN1::MECOM

e -7/del(7q) o -5/del(5q)
e  FLT3-ITD positivo

El tratamiento post-induccién (consolidacién) consistié en quimioterapia con 2 - 3 ciclos de
citarabina a dosis intermedia, 3 gr/m?/dia, durante 3 dias mas quimioterapia intratecal triple en
pacientes de riesgo estandar. Para los pacientes dentro del grupo de riesgo intermedio, con
donante emparentado compatible, recibieron trasplante de precursores hematopoyéticos (HSCT,
siglas en inglés) después de uno o dos ciclos de consolidacién, y los pacientes sin un donante
compatible recibieron quimioterapia con 2 o 3 ciclos de consolidacién. Finalmente, el grupo de
alto riesgo recibid HSCT con el mejor donante disponible después de uno o dos ciclos de
consolidacién (Figura 1-1).



Figura 1-1. Protocolo de tratamiento para LMA pediatrica.

Diagndstico LMA

Ciclos de induccidn (2)
Citarabina 100 mg/m?/d dias 1-7 y daunorubicina 60 mg/m?/d dias 1,3y 5
Quimioterapiaintratecaldias 1y 7

Estratificacion del riesgo (segun criterios clinicos y genéticos)

Consolidacion

Riesgo estandar Riesgo intermedio Riesgo alto
2 - 3 ciclos citarabina 2 ciclos citarabina 3 gr/m2/d por 3 1- 2 ciclos citarabina 3 gr/m?/d
3 gr/m?/d por 3 dias + dias + HSCT (con donante por 3 dias +
Quimioterapia intratecal emparentado) HSCT (mejor donante disponible)

2 - 3 ciclos citarabina
3 gr/m2/d por 3 dias sin donante
emparentado

2.2 Definiciones
La respuesta al tratamiento de induccion se definié como Remisién Completa (RC) cuando hay
menos del 5% de blastos por morfologia después del segundo ciclo de induccion en pacientes con
recuperacion hematoldgica completa en sangre periférica (>1000/uL leucocitos, >=500/uL
neutréfilos y >50,000/uL plaquetas), sin blastos en sangre periférica y sin compromiso
extramedular; RC con recuperaciéon hematoldgica incompleta (iCR) cuando hay menos del 5% de
blastos por morfologia después del segundo ciclo de induccion pero el paciente esta sin
recuperacion hematoldgica en sangre periférica, no cumple los criterios como se describid
anteriormente; Fracaso de induccién (IF) cuando hay >5% de blastos por morfologia en la médula
6sea después del segundo ciclo de induccion; Enfermedad resistente como el fracaso para lograr
la RC después de la terapia de primera linea que incluye induccién y consolidacion (al menos dos
ciclos); Mortalidad Relacionada con el Tratamiento como muerte durante el tratamiento por
cualquier causa, y Mortalidad Relacionada con el Trasplante como la muerte que ocurre durante
el proceso de trasplante y no relacionada con la recaida (5, 6). La recaida se definid como la
reaparicion de blastos en sangre periférica, médula ésea o localizaciones extramedulares después
de haber alcanzado RC. La muerte durante la induccion se definié como pacientes que mueren
durante el periodo de induccidon o antes de la recuperacion hematoldgica después del final de la
induccién. La MRD se evalud mediante citometria de flujo y se considerd como positiva si la
cantidad de blastos era mayor o igual a 0,1% como nivel de corte después del dia 21 de iniciado el
segundo ciclo de induccidn. La toxicidad se definié de acuerdo con los Criterios de Terminologia
Comun para Eventos Adversos (CTCAE) version 5 (7) (Tabla 1-2); sélo se consideraron para el
analisis toxicidades grado 3y 4. La supervivencia libre de recaida (RFS) se calculé como el tiempo



desde la primera remisién hasta la recaida y la supervivencia global (OS) se definié como el tiempo

desde el diagndstico hasta la muerte o el Ultimo contacto con vida (8).

Los pacientes que no

presentaron el evento de interés al finalizar el seguimiento fueron censurados al momento del
ultimo contacto.

Tabla 1-2. Definiciones de toxicidad segun CTCAE versioén 5.

Mucositis oral

Colitis

Transaminitis-
aumento de
Alanina
aminotransferasa

Transaminitis-
incremento de
aminotransferasas

Cardiotoxicidad-
Disfuncién
sistélica
ventriculo
izquierdo
Cardiotoxicidad-
falla cardiaca

Cardiotoxicidad-
trastorno en la
conduccién

ULN

Trastorno caracterizado por
ulceracion o inflamacion de
la mucosa oral

Trastorno caracterizado por
inflamacion del colon

Hallazgo de laboratorio que

indica un aumento en el nivel

de alanina aminotransferasa
(ALT or SGPT) en sangre

Hallazgo de laboratorio que

indica un aumento en el nivel

de alanina aminotransferasa
(AST o SGOT) en sangre

Trastorno caracterizado por

disfuncion sistélica ventriculo

izquierdo

Trastorno caracterizado por
la incapacidad del corazén
para bombear sangre a un

volumen adecuado para
cumplir con los requisitos

metabdlicos de los tejidos, o

la capacidad de hacerlo solo

a una elevacion de la presién

de llenado
Trastorno caracterizado por
irregularidades patoldgicas
en el sistema de conduccién
cardiaco

: limite superior normal

Asintomdtica o

sintomas leves; sin

indicacion de
intervencion

Asintomatica;

observacién clinica o

diagndstica; sin
indicacion de
intervencion

>ULN - 3.0 x ULN con
linea de base normal;
1.5-3.0x linea de base

anormal

>ULN - 3.0 x ULN con
linea de base normal;
1.5-3.0xlinea de base

anormal

Asintomatico con

anomalias de

laboratorio (p. ej., BNP

[B-péptido natriurético])
0 anomalias en las
imagenes cardiacas

Sintomas leves;
intervencion no
indicada

Dolor moderado o
ulceracién que no
interfiere con ingesta
oral; indicacién de
modificacion en la
dieta
Dolor abdominal;
presencia de moco o
sangre en
deposiciones

>3.0-5.0 x ULN linea
de base normal; >3.0 -
5.0 x linea de base
anormal

>3.0-5.0x ULN si el
nivel basal fue
normal; >3.0-5.0x
linea de base anormal

Sintomas con
actividad o esfuerzo
moderado

Intervencién médica
no urgente indicada

Dolor severo;
interfiere con
ingesta oral

Dolor abdominal
severo; signos
peritoneales

>5.0-20.0 x ULN
linea de base
normal; >5.0 -
20.0 x linea de
base anormal
>5.0-20.0 x ULN
si el nivel basal
fue normal; >5.0 -
20.0 x linea de
base anormal
Sintomatologia
por baja fraccion
de eyeccién que
responde a
intervencion
Sintomas en
reposo o con
minima actividad
o esfuerzo;
hospitalizacion;
nueva aparicion
de sintomas

Sintomatico,
intervencion
urgente indicada

Consecuencias que
comprometen la
vida; indicacion de
intervencion
urgente

Consecuencias que
comprometen la
vida; indicacién de
intervencion
urgente

>20.0 x ULN linea

de base normal;

>20.0 x linea de
base anormal

>20.0 x ULN si el
nivel basal fue
normal; >20.0 x
linea de base
anormal
Falla cardiaca
refractaria o de
dificil manejo por
baja fraccion de
eyeccion
Consecuencias que
amenazan la vida;
intervencion
urgente indicada
(por ejemplo,
terapia intravenosa
continua o soporte
hemodinamico
mecanico)
Consecuencias que
amenazan la vida



2.3 Extraccion de ADN y ARN

El ADN se extrajo a partir de 200 uL de médula ésea utilizando el QlAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las especificaciones del fabricante. La cuantificacion vy
verificacién de la pureza del ADN se realizé con un espectrofotémetro NanoDropTM 2000 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). El ADN obtenido se almacend a -20°C
hasta su uso.

El ARN se aislé de muestras de médula ésea en EDTA utilizando el kit Quick-RNA MiniPrep Plus
(ZYMO RESEARCH, Irvine, CA, EE.UU.) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El ARN
extraido se convirtid en ADNc utilizando el kit de transcripcidn inversa de ADNc de alta capacidad
(Applied Biosystems, San Francisco, CA, EE.UU.) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
cuantificacion y verificacion de la pureza del ADN se evalué mediante un NanoDropTM 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). El ARN se almacend a -80 °C
y el ADNc se almacend a -20 °C hasta su uso.

2.4 Cariotipo y FISH

Se realizaron cultivos celulares para obtener metafases para el estudio cromosdmico con bandas
G y Q segun protocolos estandarizados (9). La visualizaciéon de cromosomas se realizé utilizando
GenASlI (Applied Spectral Imaging, Carlsbad, CA, EE. UU.). Se analizaron al menos 25 metafases por
muestra y se describid la nomenclatura segun las recomendaciones del International System for
Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN) 2020. Se realizé FISH para detectar los siguientes
reordenamientos recurrentes: t(8;21) (Translocacién ETO::AMLI1 [RUNX1::RUNX1T1], Dual Fusion
Probe, Cytocell, Cambridge, Reino Unido) e Inv(16) (Translocacién CBFB::MYH11, Dual Fusion
Sonda, Cytocell). Se analizaron al menos 100 nucleos, y la interpretacién fue realizada por dos
observadores independientes utilizando GenASl. En algunos casos, se utilizé una sonda para
rearreglos del gen KMT2A (MLL) ([KMT2A] Breakapart Probe, Cytocell) para confirmar los hallazgos
citogenéticos. La nomenclatura citogenética se describid de acuerdo con las recomendaciones
ISCN 2020.

2.5 Panel de genes y reordenamientos por secuencia de nueva generacion
Se analizaron 30 genes (ABL1, ASXL1, BRAF, CALR, CBL, CEBPA, CSF3R, DNMT3A, ETV6, EZH2, FLT3,
HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, MPL, NPM1, NRAS, PTPN11, RUNX1, SETBP1, SF3B1, SRSF2,
TET2, TP53, U2AF1, WT1, ZRSR2) utilizando el panel Myeloid Plus kit de SOPHIA Genetics (Sophia
Genetics SA, Saint Sulpice, Suiza) mediante secuencia de nueva generacion (NGS) segun las
recomendaciones del fabricante. Ademas, se estudiaron 119 fusiones con RNA Myeloid Plus
Solution. La secuenciacion se llevd a cabo en un Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.)
y los datos de analisis de secuenciacién con el software Sophia DDM® 5.2.7.1 (Sophia Genetics SA,
Saint Sulpice, Suiza). Los genes FLT3, NPM1 y CEBPA también se analizaron mediante pruebas de
PCR como se describié anteriormente (10-13). Las variantes genéticas encontradas mediante
prueba de PCR en estos tres genes fueron confirmadas por NGS. Posteriormente, cada variante
fue anotada funcionalmente vy categorizada segln su patogenicidad, siguiendo las
recomendaciones del consenso internacional de la Association of Molecular Pathology, American



Society of Clinical Oncology y el College of American Pathologists “Standards and Guidelines for
the Interpretation and Reporting of Sequence Variants in Cancer” (2017)(14).

2.6 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de variables cuantitativas se describié como medias o medianas con medidas
de dispersion dadas en desviacién estandar y rangos, de acuerdo a la naturaleza y distribucion de
las variables, segun la prueba de normalidad de Shapiro Wilks para establecer el uso de pruebas
paramétricas o no parameétricas. Las medianas se compararon mediante la prueba U de Mann-
Whitney para muestras no paramétricas independientes. Las variables cualitativas se analizaron
con la prueba Chi cuadrado de Pearson y la prueba exacta de Fisher. Las asociaciones entre
variables fueron evaluadas mediante regresion logistica y el andlisis multivariado se realizd
incluyendo todas las covariables. Los resultados para estos modelos fueron presentados como OR
con intervalo de confianza al 95%. Los analisis no fueron ajustados. La distribucion de la
supervivencia fue estimada utilizando el método de Kaplan- Meier. Se consideré significativo un
valor p < 0,05. El analisis estadistico se realizd utilizando el Paquete Estadistico para las Ciencias
Sociales (SPSS) para Windows, versién 25.0.

Para el control del sesgo, todos los pacientes que cumplieron los criterios de inclusion ingresaron
al estudio, minimizando asi el sesgo de seleccién. Se utilizaron técnicas validadas, asi como
controles positivos y negativos con procesamiento de muestras. La informacién se verificd dos
veces cuando se ingreso a la base de datos como control de calidad.

3. Resultados

3.1 Caracteristicas clinicas
Se incluyeron 51 pacientes [30 (58.8%) de sexo masculino], con una mediana de edad de 10 afios
(rango 0,15-18 afios) y una relacion M:F de 1,42:1. La mediana de leucocitos al diagndstico fue de
25.580 ulx10°® (1.190-1.896.000) y 16 casos (31,37%) presentaron compromiso del sistema
nervioso central (SNC). Treinta y cuatro pacientes (66,6%) fueron estratificados como riesgo alto
al final de la induccion, de los cuales 12 (35%) se debe a las alteraciones cromosémicas y
moleculares, mientras que 22 (64,7%) fue por la respuesta al tratamiento al final de induccién.
Durante el tratamiento, el 96% de los pacientes presentd al menos un evento de toxicidad, los mas
frecuentes fueron mucositis, colitis y transaminitis. Treinta y tres (64%) pacientes recibieron HSCT
y veintidds de 33 pacientes (66%) tuvieron un evento de toxicidad relacionado a este (Tabla 1-3).



Tabla 1-3. Caracteristicas clinicas y biolégicas biolégicas en pacientes
pediatricos con LMA.

Blastos % 1Q Range
58,3 (24-82,8)
WBC al n %
diagndstico
(mm?)
< 20x108/L 24 47
20 a 100x10°/L 15 29,4
>100x10%/L 12 23,5
FAB n %
No definida 5 9,8
MO 1 2
M1 14 27,5
M2 5 9,8
M4 13 27,5
M5 13 27,5
Citogenética n %
t(8;21) 7 15,2
Inv16 5 10,8
KMT2A 9 19,5
rearreglos
Cariotipo 2 4,3
complejo
Otros 10 21,7
Molecular n %
FLT3 14 27,5
ITD 9 17,6
TKD 5 9,8
NRAS 11 21,6
Codon 12 5 9,8
Codon 13 2 3,9
Codon 61 4 7,8
KRAS 7 13,7
WT1 6 11,8
KIT 6 11,8
Exon 8 4 7,8
Exon 17 2 3,9
CEBPA 5 9,8
U2AF1 3 5,9
NPM1 2 39
IDH1 2 39

PTPN11 2 39



ASXL1

ETV6E
RUNX1
EZH2
CBL
Toxicidad
relacionada al
tratamiento
Induccion

Consolidacion

HSCT
Alogénico
Cordén umbilical
Haploidentico
Toxicidad

relacionada al
tratamiento

Mucositis
Colitis
Transaminitis
Cardiotoxicidad
Aspergilosis

HSCT
relacionado

EICH

Respuesta al
tratamiento

MRD después del
primer ciclo 7x3

<0,1%
0,1-10%
>10%
No disponible

MRD después del
segundo ciclo

7x3
<0,01%
>0,01%
No disponible
Estratificacion
del riesgo *
Riesgo Estandar
Riesgo
Intermedio
Riesgo Alto
No disponible
Eventosy
desenlaces

Remisién

46

36

33

14

10

49

25

24

23

13

20

10

28

14

18

3,9

39

92
81,8

64,7

49
47
45
13,7
39

41,1

17,6

54,9
27,5

17,6

7,8

15,6

66,66

9,8

35,2



Falla de la 7 13,7
induccion

Recaida 14 27,5
Muerte durante 3 5,9
la induccién

Muerte durante 4 7,8
tratamiento

Muerte antes del 1 19
tratamiento

Muerte 4 7,8
relacionada a

toxicidad

Muerte 9 17,6

relacionada al
HSCT

1Q: Intercuartil. *Fin de induccién, MRD: enfermedad residual medible, HSCT: trasplante de precursores hematopoyéticos

3.2 Citogenética y FISH

Cinco pacientes presentaron cariotipo no informativo por ausencia o bajo nimero de metafases
para analizar. En los 46 pacientes restantes, 31 pacientes (67,4%) presentaron alteraciones
estructurales o numéricas, 8 (26%) tenian dos o mas anomalias cromosdmicas (rango 2 - 5).
Veinticuatro pacientes (51%) presentaron fusiones génicas detectadas mediante cariotipo y FISH.
Once pacientes (23%) presentaban otras alteraciones numeéricas o estructurales. Quince pacientes
presentaron cariotipo y FISH sin alteraciones cromosdmicas numéricas o estructurales (32,6%).
Entre los 31 pacientes con alteracién citogenética, 9 pacientes tenian reordenamientos del gen
KMT2A (MLL) (19,6%); 7 pacientes tenfan wuna translocacion t(8;21) (ETO::AML1
[RUNX1T1::RUNX1] (15,2%); 5 pacientes (10,9%) tenian inv(16)(CBFB::MYH11) y 10 pacientes
tenian otra alteracién estructural o numérica (21,7%) (tabla 1-3).

3.3 Panel de genes para trastornos mieloides por secuenciacién de nueva generacion

En 38/51 pacientes (74,5 %) se identificaron variantes genéticas aisladas o en combinacién con
otras variantes genéticas mediante NGS. Las variantes genéticas por encima del 5% de la
frecuencia alélica de la variante (VAF) se consideraron clinicamente relevantes. La variante
genética patogénica mas frecuente encontrada fue en FLT3 (27.4%, 14 pacientes) con ITD (8/14),
TKD D835 (5/14) o ambos ITD/TKD (1/14). La segunda alteracion genética mas frecuente fue en
NRAS (coddn 12, 13, 59 o 61) en 11 pacientes (21,6%), seguida de variantes KRAS en 7 (13,7%),
WT1yKIT en 6 pacientes (11,8%), respectivamente, CEBPA (9,8%), U2AF1 (5,9 %), NPM1, PTPN11,
ASXL1, ETV6 e IDH1 (3,9 %), RUNX1, EZH2 y CBL1 (2 %) (tabla 1-3). Para las mutaciones del gen
WT1, 2 pacientes tenian variantes missense, 2 mutaciones frameshift y 2 pacientes tenian doble
mutacién. No se encontraron mutaciones de DNMT3A en nuestra cohorte.



Figura 1-2. Distribucién de alteraciones genéticas, patrones de co-mutacion y desenlaces.

Cytogenetics

t(8;21)

Inv(16)

a7 | 48

a9

50

KM T2A fusions

1(6:9)

Other

FLT3

NRAS

KRAS

PTPN11

ETV6

RUNX1

CEBPA

wr1

NPM1

ASXL1

EZH2

IDH1

HSCT related death

Death NOS

Death during induction

reatment related death
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hematopoyéticos, NOS: Non-other specified; Rojo: riesgo alto; Amarillo: riesgo intermedio; Verde: riesgo estdndar; Negro: sin

estratificacion del riesgo. ND: no definido.



3.4 Alteraciones gendmicas, patrones de co-mutacion y desenlaces

Once de los 12 pacientes (92%) con alteraciones del Core-Binding Factor (CBF) tenian
mutaciones que involucraban vias de sefializacion (RAS/KIT/FLT3/WT1). Todas las
mutaciones de KIT estan relacionadas con fusiones CBF, t(8;21) e inv(16) (4 y 2 pacientes,
respectivamente). El 50% de los pacientes con t(8;21) y mutaciones KIT fallecieron (muerte
relacionada con el HSCT). Los pacientes con Inv(16) y mutaciones en KIT estan vivos después
del HSCT. Por otro lado, el 80% de los pacientes con Inv(16) (4/5) presentaron variantes en
el gen FLT3 (3 con TKD y 1 ITD)(2 muertes relacionadas al HSCT, 1 en recaida, 1 vivo en
remision) (Figura 1-2 y Tabla 1-4). Doce de 14 pacientes (85,7%) con mutaciones en FLT3 se
clasificaron como riesgo alto después del final de la induccion y recibieron HSCT como parte
del tratamiento. De los pacientes con mutaciones en FLT3, 4 tenian una razén alélica alto (>
0,5) y 4 presentaron una razon alélica bajo. Sélo 3 de 14 pacientes FLT3 positivos (21,4%)
estan vivosy en remisién. Se encontrd una asociacion significativa entre FLT3-ITD con recaida
11,25 OR (IC 95% 1,89-66,72, p 0,006) y menor aclaramiento de blastos en el dia 21 después
del primer ciclo de induccién (3,69 % mediana del recuento de blastos en el rango de médula
Osea 0-55), mientras que el FLT3 wild-type presentd una mediana de recuento de blastos del
1,35 % en la médula ésea (rango 0-84), esto no alcanzé una diferencia estadisticamente
significativa.



Tabla 1-4. Asociaciones entre alteraciones citogenéticas y moleculares frecuentes con eventos y desenlaces

Eventosy
desenlaces

Compromiso
SNC
HSCT

Recaida

Falla de la
induccion
Muerte en

induccion

Muerte

Toxicidad
relacionada al
HSCT

EICH
Muerte
relacionada al
TPH
MRD 1 >0,1
MRD 1 >1

MRD 1 >10

MRD 2>0,1

clinicos.

t(8;21)

OR C195%
1,25 1,05-1,47
2 0,21-18,92
0,33 0,04-3,06
1,22 1,05-1,41
1,17 1,04-1,33
0,52 0,10-2,60
0,94 0,14-6,25
1,12 0,17-7,45
1,42 0,21-9,58
3,27 0,35-30,46
1,97 0,33-11,63
0,64 0,07-6,25
0,77 0,13-4,55

p

0,058

0,476
0,3

0,287

0,536

0,343

0,65

0,627

0,533

0,271

0,374

0,584

0,571

OR

1,53

1,36
0,74

1,2

3,5

0,15

1,58

2,5

3,14

1,44

2,28

1,27

0,64

Inv(16)
C195%

1,24-1,89
1,11-1,61
0,07-7,84
1,05-1,37

0,29-
41,99

0,18-7,57

0,18-2,12

0,29-
20,92
0,37-
26,62

0,13-
15,33
0,28-
24,08
1,07-1,51

0,06-6,79

p

0,138

0,332
0,646

0,504

0,353

0,632

0,19

0,368

0,295

0,623

0,445

0,404

0,593

OR

1,11

0,72

2,2

1,58

1,65

0,67

1,12

3,5

1,19

1,97

0,64

0,77

KMT2A fusions

C195%

0,24-5,16
0,21-18,92
0,12-4,11

0,34-14,07

0,14-17,24

0,36-7,50

0,09-4,79

0,17-7,45

0,56-22,02

0,20-7,16

0,33-11,63

0,07-6,25

0,12-4,55

p

0,588

0,476
0,537

0,352

0,56

0,393

0,528

0,627

0,188

0,611

0,374

0,584

0,571

OR

1,25

0,29

0,38

1,19
1,97
10

1,25

FLT3-ITD

C195%

0,55-12,02
0,61-22,49
1,89-66,72

0,34-14,07

1,00-1,21

0,76-59,04

1,19-7,92

0,03-2,86

0,39-3,65

0,20-7,16
0,33-11,63

1,61-62

0,25-6,22

0,203

0,061

0,599

0,272

0,365

0,611
0,374

0,018

0,543

OR

2,19

1,9

2,72

2,41

0,94

0,38

15

1,19

1,97

1,86

3,33

NRAS

C195%

0,55-8,68
0,21-18,92
0,36-9,95

0,41-17,99

1,51-184,59

0,56-10,44

0,14-6,25

0,04-3,74

1,14-1,95

0,20-7,16
0,33-11,63

0,29-12,01

0,63-17,65

0,218

0,476
0,358

0,286

0,197

0,65

0,373

0,122

0,611

0,374

0,416

0,153

OR

2,46

1,61
2,63

1,13

11

1,6

0,25

0,5

0,63

2,6

4,21

6

1

WT1

C195%

0,44-13,82

0,16-15,63
0,46-15,08

0,11-11,48

1,1-1,2

0,26-9,64

0,34-1,79

0,49-5,15

0,06-6,48

0,27-24,94

0,45-39,85

0,93-38,52

0,16-6,25

SNC: sistema nervioso central; EICH: enfermedad injerto contra huésped; TPH: trasplante de precursores hematopoyéticos; MRD 1: enfermedad residual medible en el primer ciclo
de induccién; MRD 2: enfermedad residual medible en el segundo ciclo de induccién.

0,273

0,571
0,253

0,652

0,589

0,476

0,176

0,494

0,582

0,368

0,191

0,077

0,689



Seis de los 9 pacientes (66%) con FLT3-ITD fallecieron después del HSCT. Todos los pacientes
con ratio alélico alto para FLT3-ITD, que fueron clasificados como riesgo alto después del
final de la induccion, fallecieron (2 por recaida y 2 por remision fallida). Tres de los 4 (75%)
pacientes con ratio alélico bajo para FLT3-ITD fallecieron (2 recaidas y 1 muerte relacionada
con HSCT). No se encontro relacién entre mutaciones de FLT3 con el recuento de leucocitos
ni con un subtipo morfolégico especifico. En el 71% de los individuos con mutaciones en FLT3
(71 %) tenian > 10 afios; no hubo casos de FLT3 en pacientes menores de 2 afios, a pesar de
representar el 25% de la cohorte. Todos los pacientes con WT1 tenian mutaciones en FLT3;
4 de 6 pacientes fallecieron (66,6%). Las mutaciones en NRAS presentaron asociacion con
muerte durante la induccion 16,71 OR (IC 95% 1,51-184,59, p 0,022). No se encontraron
otras asociaciones significativas en nuestra cohorte para otras variantes genéticas (Tabla 1-
4). La probabilidad de enfermedad libre de recaida fue de 25% (Figura 1-3).

Figura 1-3. Curva de Kaplan-Meier para Supervivencia Libre de Recaida.
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4. Discusion
A pesar de la informacion creciente sobre la LMA pediatrica y sus alteraciones genéticas, se
han realizado pocos estudios en poblacion latinoamericana fuera de los EE. UU. que reflejen
las caracteristicas clinicas y moleculares (15, 16). La frecuencia de las alteraciones
citogenéticas en la LMA pediatrica se pueden dividir ampliamente en diferentes grupos
especificos: 25% CBF, 20% reordenamientos de KMT2A y 20% cariotipo normal. Estas
alteraciones tienen un patron de distribucion particular asociado con la edad (17). En este
estudio se identificaron frecuencias similares, CBF 26.1%, KMT2A 19.6% vy cariotipo normal



32.6%, respectivamente. En otros paises de la region como Perd, recientemente se describio
la frecuencia de alteraciones citogenéticas en una cohorte pediatrica de un hospital de
referencia; el 60,8% de los pacientes presentaba una alteracién cromosdmica, siendo la
t(8;21) la mas frecuente (15). Un estudio de Argentina mostrd resultados similares, 32%
cariotipo normal, 17% t(8;21), pero discrepantes para KMT2A (1.8%) utilizando el cariotipo
como Unica metodologia diagndstica (16).

En la cohorte analizada, el 74.5% de los pacientes presentaron al menos una alteracion
molecular. El gen mas frecuentemente implicado en la LMA pediatrica es FLT3 (15-25%) (10,
17-20). Un resultado similar se encontré en esta cohorte, con 27.5% de pacientes FLT3
positivos primero por prueba de PCR y luego por NGS. Sin embargo, en un reporte con mas
de 1000 pacientes con LMA, las mutaciones NRAS fueron las mutaciones mas frecuentes
(alrededor del 30%) encontradas en nifios con LMA, seguidas de FLT3 (18). En otro reporte,
se identificd una baja frecuencia (7%) de mutaciones en FLT3 en 27 pacientes japoneses (21),
sin embargo, estos resultados deben interpretarse con cautela ya que la identificacion de las
mutaciones FLT3-ITD se hizo mediante NGS, y a menos que el enfoque bioinformatico
utilizado esté disefiado para detectar las inserciones grandes, como en el caso de la mayoria
de las mutaciones FLT3-ITD, la técnica de NGS podria no detectarlas. FLT3-ITD se conoce
como un marcador de prondstico desfavorable (17, 19, 20, 22), lo cual es corroborado con
la informacién obtenida sobre este hallazgo en pacientes colombianos, ya que 12 de 14
pacientes (85,7%) fueron clasificados como riesgo alto al final de la induccion y FLT3-ITD se
encontré como factor de riesgo para recaida 11,25 OR (IC 95% 1,89-66,72, p 0,006).

Como se menciond anteriormente, las mutaciones NRAS fueron las mutaciones mas
frecuentes encontradas en una de las cohortes mds grandes de pacientes pediatricos con
LMA estudiadas hasta el momento (18). En nuestra cohorte, el compromiso de NRAS fue la
segunda alteracidon genética mas frecuente encontrada (21,6 %), seguida de KRAS (11,7 %) y
WT1 (11,8 %). Por lo tanto, FLT3, RASy WT1 fueron los principales genes comprometidos en
nuestra cohorte, concordante con lo reportado anteriormente (18). Pocos estudios han
evaluado la importancia clinica de las alteraciones de la via de sefializacién de RAS en
pacientes pediatricos con LMA. En el ensayo clinico japonés AML-05, que incluye mas de 400
pacientes, el gen NRAS fue el mas frecuentemente implicado, asociado a un prondstico
favorable, especialmente en presencia de fusion CBFB:MYH11 (23). En la cohorte de
pacientes colombianos, 36% de los casos positivos para NRAS también fueron positivos para
FLT3 (3 ITD, uno TKD), 2 tenian fusién CBF::MYH11 y uno con fusion RUNXI::RUNXITI.
Actualmente, un paciente NRAS positivo con co-expresion de la fusion CBFB::MYH11 y FLT3-
TKD estd vivo y en remision. En la actualidad hay ensayos clinicos evaluando la efectividad de
inhibidores directos e indirectos en neoplasias con mutaciones en la via de RAS, lo cual se
puede traducir en una opcion terapéutica en el futuro (24); sin embargo, aun no se han
realizado ensayos clinicos en poblacién pediatrica (25).

Pocos estudios han evaluado el efecto prondstico de las variantes de KIT en pacientes
pediatricos (26). La relevancia prondstica de las mutaciones de KIT en CBF positivos sigue
siendo controvertida como factor de riesgo potencial para el prondstico (26). En una revision



sistematica, las mutaciones de KIT se relacionaron con recaida y baja supervivencia libre de
recaida, especialmente si cursan con mutaciones FLT3-TKD (D835). También se observaron
con mayor frecuencia con recuento de gldbulos blancos elevado, especialmente en pacientes
con Inv(16) (27). En un gran estudio de pacientes entre 16 y 64 afios, se encontrd una
estrecha asociacidon entre los efectos adversos con las mutaciones de KITy RUNX1::RUNX1T1,
pero no con CBFB:MYH11 (26). En nuestra cohorte, todos los pacientes con fusién
RUNX1::RUNX1T1 y mutaciones en KIT se clasificaron como alto riesgo después del final de
la induccion, de los cuales el 50 % ha fallecido.

La concurrencia de mutaciones en WT1 con FLT3-ITD se asocia con fallas en la induccion y
resultados desfavorables en pacientes pediatricos con LMA (p < 0,0001) (2,18). En nuestra
cohorte, encontramos que 6 pacientes portadores de mutaciones WT1 también eran
positivos para FLT3; sin embargo, esta relacidon gendmica no mostré ninguna asociaciéon
estadisticamente significativa con falla en la induccién, probablemente debido al tamafio de
la muestra.

A pesar de intensificar el tratamiento con HSCT en pacientes con enfermedad de riesgo alto
por caracteristicas citogenéticas/moleculares y mala respuesta a la terapia de induccién, la
evolucion sigue siendo desfavorable. En nuestra cohorte, el 65% (33/51) de los pacientes
tenian indicacién de HSCT, actualmente 15 de 33 (45%) estan vivos y en remision. De los
pacientes trasplantados, aquellos con mutacion FLT3-ITD, esta proporcién fue menor, en
donde solo 3 de 14 pacientes estan vivos y en remision (21,4%).

El 45% de los pacientes en la cohorte analizada fueron diagnosticados y/o tratados durante
la pandemia por SARS-Cov2 (2020-2022), razén por la cual evaluamos el impacto de la
pandemia en la supervivencia, sin encontrar diferencias significativas (Figura 1-4).



Figura 1-4. Curva de Kaplan-Meier para Supervivencia Libre de Evento en
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Dentro de las limitaciones del estudio esta el tamafio de la muestra. Sin embargo, al ser la
LMA una patologia relativamente infrecuente en la poblacion pediatrica representa un reto
la consecucion de un tamafio de muestra mayor en un periodo de tiempo corto. Esto se ve
reflejado a su vez en la escasa literatura disponible, sobre todo en paises de medianosy bajos
ingresos, lo cual se traduce en el desconocimiento de los factores que inciden en la
presentacion y desenlaces de la LMA pediatrica (31).

Nuestros resultados en pacientes pediatricos con LMA demuestran se debe realizar el analisis
molecular (pruebas moleculares rapidas y NGS) en conjunto con las pruebas de citogenética
para una correcta estratificacién del riesgo y tratamiento. La incorporacidon de nuevos
agentes de terapia dirigida asociados a esquemas de quimioterapia convencional es una
necesidad cada vez mas urgente, especialmente en paises en vias de desarrollo como
Colombia.

5. Conclusiones
Este es el primer estudio en una cohorte de pacientes colombianos con LMA pediatrica con
una caracterizacion clinica y gendmica completa, en la cual se identificd que el 67.4% de los
pacientes presentaron al menos una alteracion cromosdémica, estructural o numérica, el 51%
de los pacientes presentaron fusiones génicas, siendo la mas frecuente reordenamientos de



KMT2A (MLL) 19.6%, seguido de t(8;21) 15.2% e Inv(16) 10.9%, el 74% de los pacientes
presentaron variantes patogénicas aisladas o en combinacién halladas mediante NGS, 92%
de los pacientes presentaron alteraciones del Core-Binding Factor (CBF) y mutaciones en vias
de sefalizacion (RAS/KIT/FLT3/WT1). El gen FLT3 fue el gen mas frecuentemente
comprometido (27.5%) y se asocié con recaida con 11,25 OR (IC 95% 1,89-66,72, p 0,006) y
que las variantes patogénicas en NRAS identificadas en el 21.6% de los pacientes se asocio a
muerte durante la induccién 16,71 OR (IC 1,51-184,59, p 0,022).

Este estudio destaca la importancia de una incorporacion rapida y sistematica del analisis
genético en la LMA pediatrica en Colombia, ya que afecta directamente la estratificacion del
riesgo y las decisiones terapéuticas. Mejorar los resultados y desenlaces clinicos es el
principal reto en el manejo de esta enfermedad, y es necesario continuar estudiando el
impacto de los distintos factores (individuales y del proceso leucémico) en la presentacion
de la enfermedad.
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Capitulo Il. Identificacion de variantes en ABCB1, CDA, DCK, GSTT1y
GSTM 1, analisis de ancestria y desenlaces en una cohorte de
pacientes pediatricos con leucemia mieloide aguda y su frecuencia
en una muestra representativa de la poblacién colombiana
(poblacién amerindia, afrodescendiente y mezclada)

1. Introduccién

La farmacogendmica es el estudio de las variantes genéticas y su efecto en respuesta a un
tratamiento determinado (1). La identificacién de variantes genéticas que participan en los
procesos de farmacodindamica y farmacocinética (farmacogenética), ha cobrado relevancia
en la era de la medicina personalizada, en términos de la influencia que ejercen en la
respuesta al tratamiento (2-4), y la incorporacion de diferencias genéticas interindividuales
para el disefio de estrategias diagndsticas y terapéuticas mas efectivas (5-9). La citarabina
(citosina arabindsido Ara-c) y las antraciclinas se utilizan en el tratamiento de primera linea
para la leucemia mieloide aguda (10-13). El desarrollo de resistencia a la quimioterapia es un
obstaculo en el tratamiento de la LMA y es responsable de las recaidas y del aumento de la
toxicidad en las terapias de segunda linea (14). Diferentes estudios han demostrado que las
variantes de nucledtido simple (SNV) en los genes ABCB1, CDA, DCK, GSTT1 y GSTM1 estan
relacionadas con toxicidad en pacientes con LMA.

La citarabina (citocina arabinoside, Ara-C) es un antimetabolito andlogo de la pirimidina que
inhibe la sintesis de ADN. El efecto antileucémico de la Ara-C es la y la conversion a su
metabolito activo mediante la deoxicitidina kinasa (dCK), lo cual induce apoptosis en las
células mitéticamente activas durante la fase S (15-18). La Ara-CTP compite con la
deoxicitidina trifosfato (dCTP) en su incorporacion al ADN, una vez incorporado, promueve
la apoptosis interfiriendo con la sintesis de ADN y ARN(19) (20). Las antraciclinas son
farmacos antineopldsicos eficaces, pero a pesar de su eficacia, su uso es limitado debido a
su toxicidad, especialmente cardiotoxicidad. El principal mecanismo de accion es el dafio al
ADN producido por la interaccién con la Topoisomerasa Il (Top Il), que detiene el crecimiento
e induce la apoptosis; también se ha descrito la formacién de radicales libres de oxigeno que
pueden contribuir a efectos citotdxicos (18). En la tabla 2-1 y material suplementario 2-1 se
describen los genes analizados en el estudio que participan en el metabolismo de la
citarabina y antraciclinas.



Tabla 2-1. Descripcion de los genes ABCB1, DCK, CDA, GSTT1, GSTM1y

las variantes analizadas.

Gen SNV Funcién Alteracién Referencias
ABCB1 3435G>A Bomba de eflujo dependiente | Pierde capacidad de | (21-23)
(171050; (rs1045642); | de ATP eflujo de sustancias
7021.12) 1236G>A del medio intracelular,

(rs1128503); menor expresion
2677C>A/T
(rs2032582)
CDA 79A>C Cataliza la deaminaciéon | Sobreexpresion (24-26)
(123920; (rs2072671); | hidrolitica irreversible de AraC | resistencia a AraC vy
1p36.12) -451C>T a AraU (metabolito inactivo) baja expresion
(rs532545) citotoxicidad
DCK -201C>T Fosforilaciéon de andlogos de | Deficiencia enzimatica | (18, 27, 28)
(125450; (rs2306744) | nucledsido antineoplasicos | afecta el metabolismo
4g13.3) (incluyendo la citarabina) de sustratos
conllevando a
resistencia al
tratamiento
GSTM1 Conjugacion de glutatiéna una | Alto grado de | (28-30) (31)
(138350; serie  de posibles toxinas | polimorfismo en la
1p13.3) (incluyendo antraciclinas y los | poblacién.  Delecién
inhibidores de topoisomerasa | en estado homocigoto
). conlleva pérdida de
actividad enzimatica.
GSTT1
(600436;
22q11.2)

En el presente estudio se analizaron las variantes de nucledtido simple (SNV) en los genes
ABCB1 (3435G>A, rs1045642; 1236G>A, rs1128503; y 2677C>A/T, rs2032582); CDA (79A>C,
rs2072671; -451C>T, rs532545); gen DCK (-201C>T, rs2306744; 72C>T, rs3771182313) y la
presencia o ausencia de los alelos nulosen GSTT1y GSTM1 y su correlacién con los resultados
clinicos y la toxicidad en una cohorte de pacientes pediatricos con LMA de dos centros de
tratamiento de cdncer pediatrico en Colombia. Adicionalmente, se evalud la frecuencia de
estas variantes en una muestra representativa de la poblacién colombiana perteneciente a
los tres grupos étnicos predominantes, poblacién mixta con mezcla europea (Adm-col) o
caucasico-mestizo, afrodescendiente (Afr-col) y amerindio (Amr).




Colombia es un pais multiétnico con diferentes patrones de mezcla derivados de tres grupos
étnicos principales: una poblaciéon mixta derivada inicialmente de europeos (definidos como
colombianos mixtos, también conocidos como caucasico- mestizos) que llegaron después de
1492, compuesta principalmente de poblacion de origen espafiol, seguida por otras oleadas
migratorias que incluyeron poblaciones francesa, alemana, italiana, portuguesa y, mas tarde,
siria, libanesa vy judia; los amerindios que fueron los pobladores originales de Colombia, con
mas de 80 grupos o tribus diferentes en la actual Colombia, y la poblacién afrodescendiente
(definida como colombianos afrodescendientes), originaria de los africanos traidos como
esclavos durante el periodo de la Colonia (1530-1810), originarios principalmente de la costa
occidental de Africa como Angola, Congo, Mozanbique, Nueva Guinea, entre otros (32)(33).

Se llevd a cabo el andlisis de ancestralidad en la cohorte de pacientes pediatricos con LMA
mediante la utilizacion de un panel de 46 Inserciones-deleciones informativos de ancestria
(AIM-Indel) que han sido ampliamente utilizados (34). De la misma manera, se llevd a cabo
el analisis de estos mismos marcadores en los tres grupos étnicos principales de colombianos
con mezcla (Adm-Col), afrodescendientes (Afro-Col) y amerindios (Amer) colombianos. Esto
con el fin de establecer la ancestralidad en los pacientes pediatricos con LMA analizados y
los tres grupos étnicos de la poblacién colombiana utilizando poblaciones Afriacanas,
Europeas y Nativo Americanas como referencia.

2. Materiales y métodos

2.1 Pacientes
La descripcién de la muestra analizada en pacientes pediatricos con LMA se encuentra en el
capitulo I.
Para el analisis del perfil farmacogenético y ancestralidad en la muestra representativa de la
poblacion colombiana, se incluyeron 457 muestras recolectadas con previo consentimiento
informado. Las muestras analizadas consistieron en: 150 muestras de individuos
colombianos con mezcla (Adm-Col) recolectados en la regiéon Andina [Cundinamarca (69),
Boyaca (24), Santander (24) y Bogota (33)]; 144 individuos afrodescendientes (Afr-Col)
recolectadas en 5 ciudades del departamento de Choco [Quibdd (49), Condoto (25), Istmina
(24), Tadd (24) y Bahia Solano (22)], y 163 muestras de individuos amerindios (Amer) no
relacionados, pertenecientes a 28 tribus de Colombia [Arhuacos (29), Chimila (14), Bari (22),
Tunebo (7) y Kogui (9), pertenecientes a la familia linglistica Chibcha; Guayabero (8), Cabiyari
(1), Tucano (2), Guanano (2), Desano (4), Siriano (1), Cubeo (8), Curripaco (6) Carapana (1),
Piratapuyo (2), Macuna (1), Nukak-Maku (8), Yucpa (3), Puinave (8), Piapoco (1), Yeral (2),
Ticuna (4), Wayuu (5), Barazano (2), pertenecientes a la familia linglistica Macro-Tucano
Macro-Arawak; asi como Guambiano (1), Paez (4), Ingano (5) y Waunana (3) pertenecientes
a comunidades indigenas de los departamentos del Chocd, Cauca y Narifio] (35) (33) (36)
(37) (38) (Figura 2-1).



Figura 2-1. Localizacidon geografica de las muestras recolectadas.
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Muestras de poblacion amerindia (1-28), poblacion afrodescendiente (29-33 en color gris,
Departamento del Chocd) y muestras caucasico-mestizo (Bogota D.C. en color amarillo,
Cundinamarca en color verde; Boyacd en color azul, y Santander en color rojo).

2.2 Pruebas farmacogenética
Mediante un panel SNaPshot™ (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos) para analizar simultdneamente las SNV (3435G>A, rs1045642), (1236G>A,
rs1128503), (2677C>A/T, rs2032582) en el gen ABCB1; (79A>C, rs2072671), en el gen DCK
(72C>T, rs3771182313) y en el gen CDA (-451C>T, rs532545), y por separado, (-201C>T,
rs2306744) en el gen DCK. Los primers y las sondas utilizadas para el ensayo SNaPshot™ se
encuentran en la tabla 2-2.



Tabla 2-2. Primers y sondas para SNaPshot™ de los genes ABCB1, DCK,
CDA, GSTT1y GSTM1.

SNaPshot

Gen SNV rs Primers/sondas 5'-3 Amplicon (bp)

F-CTGCAGGTGACGCCCTCT

-201C>T 152306744 R-GGGTGGCCATTCCTTAGTCT 469
DCK P-ACGTCGTGAAAGTCTGACAACTGGCGGGCCTGCGG 35
F-CGCCACAAGACTAAGGAATGG 128
72C>T 13771182313 R- ATTTCCGGAGGCTCCTTACC
P- GTGAAAGTCTGACAAGGACCCGCATCAAGAAAAT 35
F-AGGAGCTGCAATCGTGTCT
79A>C 152072671 R-AGGAAAGTGACTGTAGGGGC 198
P-TGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAACTCCCAGGAGGCCAAG 40
cbA F-GCCTCAGCCTCCTAAAGTGA
-451C>T r$532545 R-CAAAGGTCCAAGCTCCAAGG 264
P-ACGTCGTGAAAGTCTGACAACTGGCGGGCCTGCGG 48
F-GAAGAGAGACTTACATTAGGCAGTG
3435G>A  rs1045642 R-ACCTGGGCATCGTGTCC 171
P-TCTGACAATCCTTTGCTGCCCTCAC 25
F-CTTCCCACAGCCACTGTTTC
ABCB1  1236G>A 51128503 R-CCTGTGTCTGTGAATTGCCTT 124
P-GGTGCCACGTCGTGAAAGTCTGACAACTGCACCTTCAGGTTCAG 44
P-TGAAAAAGATTGCTTTGAGGAATGG
2677C>A 221
o 152032582 R-CCATCATTGCAATAGCAGGAGT
P-ACGTCGTGAAAGTCTGACAACTGGCGGGCCTGCGG 28
null F-GGAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC
GSTM1 220
R-CTTGGGCTCAAATATACGGTGG
null F-GCCTTCCTTACTGGTCCTCA
GSTT1 383

R-AGAATGACCTCATGGGCCTC

SNV: Variante de Nucleotido Simple; F: Forward. R: Reverse; P: Probe.

Los primers se disefiaron para realizar una reaccion de PCR multiplex utilizando PCR multiplex
Qiagen 2X (Qiagen, Hilden, Alemania). Las condiciones de amplificacion por PCR fueron: paso
inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 minutos, seguido de 32 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, annealing a 60 °C durante 90 segundos
seguido de extensidn a 72 °C durante 60 segundos, con un paso final de extensién a 72°C
durante 10 min. Para el polimorfismo rs2306744 -201C>T en el gen DCK, la amplificacion por
PCR se realizé como se describié anteriormente (39) por separado, ya que a pesar de disefiar
los primers y la sonda para la PCR multiplex, la amplificacion de esta SNV no fue éptima en
la PCR multiplex. Los productos amplificados se purificaron seguin el protocolo SNaPshot™,
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. Una alicuota de la muestra purificada se



hibridé con sondas disefiadas para alinearse con la variante genética especificada con una
cola adicional de secuencias de ADN no humano para obtener una mejor separacién de cada
variante (40). Los productos de PCR purificados se visualizaron en un analizador genético
ABI3500 usando Liz120 como estandar de tamafio y software de analisis GeneMapper 4.2
(Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific) (Figura 2-2).

Figura 2-2. Visualizacion de los polimorfismos analizados mediante
electroforesis capilar.

ABCB13435 DCK72 CDA79  ABCB11236 CDA451 ABCB12677

CDA -4510T /
ABCB1 2677CoA/T \

v CDA79A>C
ABCBI 3435G>A
DCK7265T T
ABCBI 1236G>A

469 bp DCK -201C>T

a) Electroforesis en gel 2% NuSieve GTG de CDA 79A>C, -451C>T, DCK 72C>T, ABCB1 3435G>A, 2677C>A/T, y 1236G>A
mediante PCR multiplex. b) Electroforesis en gel 2% NuSieve GTG de DCK -201C>T mediante PCR. c) Electroferograma
ensayo de SNaPshot mediante electroforesis capilar de CDA 79A>C, -451C>T, ABCB1 3435G>A, 2677C>A/T, y 1236G>A.

Las deleciones de GSTT1 y GSTM1 se analizaron mediante PCR convencional (Tabla 2-2),
incluyendo un gen de control [ABCB1 (rs1045642)] para la amplificacién. Las condiciones de
amplificacion por PCR fueron un paso inicial de desnaturalizacidon a 95 °C durante 3 minutos,
seguido de 32 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, annealing a 60 °C
durante 30 segundos seguido de extensién a 72 °C durante 60 segundos, con un paso final
de extension a 72°C durante 10 min. Los productos de la PCR se visualizaron mediante
electroforesis en gel Nusieve al 2 % en buffer TBE 1X (Figura 2-3).



Figura 2-3. Visualizacion de los polimorfismos analizados mediante gel de
agarosa.
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Primera columna, escalera de peso molecular. Columnas 1, 3, 5, 6, 7 muestras GSTT1-/-
GSTM1 -/-. Columna 2y 9, GSTT1 +/GSTM1-/-. Columna 4, muestras GSTT1-/- GSTM1 +.
Columna 8, muestras positivas GSTT1 +/GSTM1 +. CP: Control positivo. CN: Control
negativo. Amplificado de 171 pb correspondiente a control positivo de reaccion de PCR.

2.3 Genotipo, frecuencias alélicas y equilibrio de Hardy Weinberg
Las frecuencias fenotipicas y alélicas se establecieron mediante conteo directo. El equilibrio
de Hardy Weinberg se calculé con base a las frecuencias genotipicas observadas y esperadas.

2.4 Andlisis de ancestria
Los 46 AIM-Indel se amplificaron en una Unica PCR multiplex como se describid
anteriormente (34). Los primers utilizados se encuentran descritos en material
suplementario 2-2. Los marcadores amplificados se analizaron mediante electroforesis
capilar en un analizador genético ABI3500 y para el andlisis se utilizd el software
GeneMapper ID (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) (Figura
2-4).

Adicionalmente, se compararon las frecuencias genotipicas obtenidas de los pacientes
pediatricos con LMA vy los tres grupos étnicos de Colombia con las frecuencias genotipicas
reportadas para las poblaciones europeas, africanas y latinoamericanas en dbSNP
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) y/o en PharmGKB (https://www.pharmgkb.org)
utilizando frecuencias de alelos informadas y genotipos calculados para un tamafio de
poblacion de 150 cada uno, o de algunas poblaciones informadas anteriormente (25).



Figura 2-4. Electroferogramas de dos muestras analizadas mediante 46
AlM-Indel por PCR muiltiplex seguida de electroforesis capilar.
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Las frecuencias alélicas, las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg vy las
heterocigosidades observadas y esperadas para cada AIM-Indel se calcularon utilizando el
software Arlequin v.3.5.2.2 (41) y Genepop v.4.6 (42). Las proporciones de ancestria se
estimaron utilizando STRUCTURE v.2.3.4 (43), incluyendo como referencia los datos del
HGDP-CEPH (Panel de lineas celulares de diversidad del genoma humano) de poblaciones
africanas, europeas y nativas americanas (34). La agrupacion de individuos se probd
asumiendo un numero creciente de grupos (k) y se asignd probabilisticamente a grupos
inferidos implementados utilizando el software STRUCTURE. Se realizaron un total de
100.000 iteraciones por cada k. Realizamos simulaciones para poblaciones K = 3-7 como los
mejores modelos para la distribucion de AK (44, 45), siendo K=3 el mejor modelo para
nuestro estudio. También se estimd la proporcion de cada genotipo en las poblaciones
predefinidas en cada grupo como se describio anteriormente (46).

2.5 Analisis estadistico Farmacogenético, eventos y desenlaces
Las variables cuantitativas se reportaron como medias o medianas con medidas de
dispersién dadas en desviacién estandar y rangos, segln la naturaleza y distribucién de las
variables, con base en la prueba de normalidad de Shapiro Wilks para establecer el uso de
pruebas paramétricas o no paramétricas. Las variables cualitativas se analizaron con la
prueba Chi-cuadrado de Pearsony la prueba exacta de Fisher. El andlisis estadistico se realizo
utilizando el Paquete Estadistico para las Ciencias Sociales (SPSS) para Windows, versiéon
25.0. Se considerd significativo un valor de p < 0,05. Se realizé un analisis de regresiéon



logistica para analizar la relacion de las diferentes variables con MRD, recaida, supervivencia
global (vivo-muerto).

La toxicidad de drganos se evalud de acuerdo con los Criterios de Terminologia Comun para
Eventos Adversos del Instituto Nacional del Cancer (CTCAE) Version 5.0 (47), la escala de
calificacién 3-4 incluyé: colitis, mucositis, cardiotoxicidad, transaminitis y aspergilosis. Se
evalud la eficacia de la terapia de induccion al finalizar el segundo ciclo 7x3, con remision
completa (menos del 5% de blastos morfoldgicos en extendido de médula dsea vy
recuperacion hematoldgica en sangre periférica con recuento de plaquetas > 50000/,
>1000/ uL de leucocitos y recuento absoluto de neutréfilos >500/uL) y fracaso de induccion
(>5% de recuento morfolégico de blastos en frotis de médula ésea y sin recuperacién
hematoldgica en hemogramas periféricos), MRD evaluada por citometria de flujo con 0,1%
como punto de corte tras el segundo ciclo de induccidn, recaida y toxicidad relacionada con
el HSCT. Otros resultados fueron la supervivencia global, considerando el tiempo entre el
diagnodstico y el Ultimo contacto vivo o muerto, supervivencia libre de eventos como el
tiempo entre el diagndstico y muerte, fracaso de la induccién, recaida, abandono, cambio de
institucion de tratamiento o el Ultimo contacto con vida.

3. Resultados

3.1 Frecuencia del perfil farmacogenético en pacientes pediatricos con
leucemia mieloide aguda y en tres grupos étnicos representativos de |a
poblacidn colombiana

Las frecuencias alélicas y genotipicas para cada SNV, asi como los alelos nulos para GSTT1y
GSTM1 en los pacientes pedidtricos con LMA y en los tres grupos étnicos representativos de
la poblacién colombiana se muestran en la tabla 2-3, material suplementario 2-3, material
suplementario 2-4 y material suplementario 2-5. Todos los SNV analizados estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg (datos no mostrados). Se encontraron diferencias en las
frecuencias genotipicasy alélicas entre los tres principales grupos étnicos de Colombia (Tabla
2-3).

Tabla 2-3. Frecuencias genotipicas relativas para las SNV analizadas en
ABCB1, DCKy CDA y los genotipos nulos de GSTT1y GSTM1.

Genotipo | LMA A IUSH e Amer | Eur Afr LatAm

Gen SNV Col Col

GG 0,28 | 0,273 | 0,493 (0,147 0,329 | 0,629 | 0,275
1236G>A GA 0,40 | 0,493 | 0,431 (0,405 0,489 | 0,328 | 0,499
AA 0,34 | 0,233 | 0,076 | 0,448 | 0,182 | 0,043 | 0,226

ABCB1

3435G>A GG 0,23 0,24 | 0,514 | 0,129 | 0,243 | 0,606 0,3




GA 0,529 | 0,387 | 0,417 | 0,38 0,5 |0,345 | 0,495
AA 0,235| 0,273 | 0,069 | 0,472 0,257 | 0,049 | 0,204
TA 0 0,027 0 0,012 0 0 0
T 0 0,007 0 0,006 0 0 0
TG 0 0,067 0 0 0 0 0
AA 0,255 | 0,223 | 0,021 | 0,389 | 0,197 | 0,014 | 0,208
AT 0,0 0,027 | 0,007 | 0,074 | 0,001 0 0
2677CoA/T CcC 0,216 | 0,338 | 0,685 | 0,136 | 0,308 | 0,772 | 0,296
CA 0.51 | 0,358 | 0,287 | 0,358 | 0,493 | 0,21 0,496
CT 0.02 | 0,054 0 0,037 | 0,001 | 0,003 0
T 0 0 0 0 0 0 0
AA 0,373 | 0,644 | 0,872 |1 0914 | 0,421 | 0,804 | 0,477
79A>C CA 0.627 | 0,322 | 0,123 | 0,086 | 0,456 | 0,186 | 0,428
CcC 0 0,034 | 0,004 0 0,123 | 0,011 | 0,096
coa CcC 0,353 | 0,397 | 0,785 | 0,742 | 0,457 [ 0,929 | 0,516
-451C>T cT 0,569 | 0,473 | 0,174 | 0,201 | 0,466 | 0,109 | 0,434
T 0,078 | 0,13 | 0,042 | 0,057 0,119 [ 0,003 | 0,091
CcC 0,868 | 0,874 | 0,957 | 0,869 0,994 [ 0,999 | 0,899
DCK -201C>T cT 0,128 | 0,118 | 0,022 | 0,115 | 0,006 | 0,001 | 0,098
T 0,005 | 0,008 | 0,022 | 0,016 0 0 0
Gen SNV Genotipo | LMA Ag;T- Aé':?- Amer | Esp* | Safr* | Mex*
+ 0,902 | 0,723 | 0,776 | 0,883 0,723 | 0,77 0,884
Go1T _ null 0,098 | 0,277 | 0,224 | 0,117 0,277 [ 0,230 | 0,116
GSTM1 ) + 0,627 | 0,643 | 0,755 | 0,622 | 0,447 (0,770 | 0,832
null 0,373 | 0,378 | 0,236 | 0,48 | 0,553 [ 0,230 | 0,168

Adm-Col: Caucasico-mestizo. Afro-Col: Afrodescendientes. Amer: Amerindio. Poblaciones de
referencia, Eur: Europa, Afr: Africa, LatAm: Latino America de dbSNP o PharmGKB. Muestras
Esp*, Safr* and Mex*(48); NA: Informacion no disponible en dbSNP o PharmGKB.

Las frecuencias genotipicas observadas en la poblacién pediatrica con LMA en general son
similares a las frecuencias de Adm-Col, Eur y LatAm. La Unica diferencia entre las frecuencias
de pacientes con LMA pediatrica y la poblacion control es la frecuencia de CDA (79A>C), en
la cual hay una inversion en el genotipo AA (mas frecuente en las poblaciones control) y el
genotipo CA (mas frecuente en pacientes con LMA). Esto fue verificado, sin que se tenga una
explicacién en el momento.




Para el gen ABCB1 (1236G>A, rs1128503), el genotipo GA fue el genotipo mas frecuente en
Adm-Col, mientras que el genotipo GG fue el mas frecuente en Afr-Col, el genotipo AA en
poblacion Amery el genotipo GA en pacientes pedidtricos con LMA. La frecuencia observada
para el SNV (1236G>A, rs1128503) del gen ABCB1 en poblacion Afr-Col difiere a las otras
poblaciones en donde se ve predominantemente los genotipos GG y GA, y en una baja
frecuencia el genotipo AA; similar a la distribucion observada en la poblacién de referencia
Afr. En cuanto a la poblacion Amer, las frecuencias difieren a las observadas tanto en
poblacion pedidtrica con LMA, poblacién colombiana Adm-Col y Afr-Col, y a las poblaciones
de referencia Amer, Eur, Afry LatAm.

Para la variante ABCB1 (3435G>A, rs1045642), el genotipo predominante en Adm-Col fue
GA, mientras que entre Afr-Col fue GG, AA en Amer y GA en pacientes pediatricos con LMA.
De igual forma, se observa una distribucién diferente en la frecuencia de los genotipos para
la poblacién Afr-Col, donde predominan los genotipo GG y GA, y el genotipo AA se observa
en menor frecuencia. A su vez, la frecuencia de los polimorfismos son similares a la poblacion
de referencia Afr. En poblacién Amer también se observaron diferencias, en donde el
genotipo GG estd en menor frecuencia en comparacion con las demas poblaciones
analizadas y mayor frecuencia del genotipo AA.

Para ABCB1 (2677C>A/T rs2032582), el genotipo mas frecuente en Adm-Col fue CA, CC en
Afr-Col, AA en Amery CA en pacientes pediatricos con LMA. De igual manera, las frecuencias
difieren a las demds poblaciones analizadas y son similares a las frecuencias reportadas en la
poblacion de referencia Afr. Para el caso de la poblacion Amer, se observé con mayor
frecuenca el genotipo AA y en menor frecuencia el genotipo CC.

Para CDA (79A>C, rs2072671) aunque el genotipo AA fue el genotipo mas frecuente en las
tres poblaciones de referencia colombianas, se evidenciaron diferencias en el genotipo CA al
comparar la poblacién Adm-Col con con Afr-Col y Amer. Adicionalmente, se observaron
diferencias en la frecuencia de los genotipos AA y CA entre la poblacién pediatrica con LMA
como se menciond previamente.

Por otro lado, para CDA (-451C>T, rs532545), el genotipo CT fue el mas frecuente en Adm-
Col y en los pacientes pediatricos con LMA, mientras que el genotipo CC fue mas frecuente
en Afr-Col y Amer. En este caso, la frecuencia del genotipo GG en la poblacién Afr-Col difiere
alareportada en la poblacion Afr (78.5%y 92.9%, respectivamente), lo cual puede ser reflejo
del proceso de mezcla en la poblacion Afr-Col. No se observaron diferencias marcadas para
DCK (-201C>T, rs2306744) entre los tres grupos.

Para GSTT1, lafrecuencia mas alta para el alelo nulo (GSTT1*null) se encontrd en la poblacion
Adm-Col (27,7%), seguida de la poblacién Afr-Col (22,4%) y la frecuencia mas baja se
encontré en Amer (11,7%). Por el contrario, la frecuencia mas alta del alelo nulo GSTM1*null
se encontré en Amer (48%) seguidos por Adm-Col (37,8%) y la frecuencia mas baja se
encontr6 en Afr-Col (23,6%). Las frecuencias combinadas para los alelos
GSTT1*null/GSTM1*null fueron del 9,5% en Adm-Col, 8,4% en Afr-Col y el 4,9% en Amer;
GSTT1*1/GSTM1*null  fueron 28,4%, 16,1% vy 38,7% (Adm-Col, Afr-Col y Amer,



respectivamente) y para GSTT1*null/GSTM1*1 fueron 18,2%, 14% vy 6,7% (Adm-Col, Afr-Col
y Amer, respectivamente).

En los pacientes con LMA, la frecuencia relativa del genotipo nulo para GSTT1 fue de 0,098,
inferior a la identificada en los tres grupos control de poblacidon colombiana, con una
frecuencia cercana a la encontrada en poblacién Amer y en poblaciones latinoamericanas.
Por otro lado, la frecuencia relativa para el alelo nulo de GSTM1 en pacientes con LMA, fue
similar a la observada en Adm-Col (tabla 2-3).

3.2 Analisis de ancestralidad en pacientes pediatricos con LMA analizados y
en una muestra representativa de la poblacion colombiana

Las frecuencias alélicas de 46 AlIM-Indel obtenidas de los principales grupos étnicos de
Colombia se muestran en material suplementario 2-4. La proporcion de ancestria promedio
para la muestra de pacientes pediatricos (n=49, dos muestras no se obtuvo resultado por
muestra insuficiente) con LMA fue 55% europea, 41,6% amerindia y 3,2% afrodescendiente
(Tabla 2-5, material suplementario 2-6), similar a la obtenida para la poblacion Adm-Col de
la region andina, la proporcion europea promedio fue de 54,7%, 38,2 amerindia y 7% de
ascendencia africana. Para la poblacion Afr-Col, la proporcion africana promedio fue del
67,4%, la proporcion europea del 19,7% vy la proporcién amerindia fue del 12,9%. Para los
Amer-Col de Colombia, la proporcién promedio de nativos americanos fue 89,7%, 7,1%
europeosy 3,2% africanos (Tabla 2-5, material suplementario 2-7).

Tabla 2-5. Porcentaje de ancestralidad en las muestras de pacientes
pediatricos con LMA y en los tres grupos representativos de la
poblaciéon colombiana.

0.938 0.037 0.025 158
0.022 0.022 0.955 105
0.053 0.927 0.021 64
0.558 0.376 0.065 149
0.197 0.129 0.674 165
0.048 0.940 0.012 159
0.553 0.416 0.032 49

La poblacidon Afr-Col analizada mostré un promedio de 67,4% de ascendencia africana. Sin
embargo, al analizar cada sub-muestra obtenida en cinco ciudades/pueblos diferentes del
departamento de Choco, la proporcién de ascendencia africana fue del 57,1% en Bahia
Solano (BH, 25), dos sub-muestras obtenidas en Quibdo (capital del departamento de Chocd)
mostraron 71,3% (CAS, 25) y 57,3% (CC, 25), mientras que la proporcién fue mayor para
Condoto 86,7% (CO, 25), Istmina 82,3% (IS, 25) y Tadd 74,7% (TA, 40) (Tabla 2-6).



Tabla 2-6. Proporcion de ancestralidad en Afr-Col.

Poblacién Africana Europea N.Amer
Africana 0,969 0,015 0,016
Europea 0,024 0,934 0,042
N. Amer 0,020 0,054 0,926

BH 0,571 0,209 0,220
CAS 0,713 0,174 0,113
CcC 0,573 0,314 0,113
CO 0,867 0,075 0,058
IS 0,823 0,107 0,071
TA 0,747 0,159 0,094

BH: Bahia Solano, CAS y CC: Quibdo, CO: Condoto, IS: Istmina, TA:Tado, CH_ Poblaciones de
referencia Africana, Europea and Nativo Americana (N. Amer) (34).

En cuanto al componente amerindio, se incluyeron muestras pertenecientes a la familia
linglistica chibcha ubicados principalmente en el norte y noreste de Colombia (Arhuaco,
Kogui, Arzario, Chimila, Tunebo, Bari) e individuos pertenecientes a la familia Macro-
Tukano/Macro- Familia linglistica arahuaca que se ubica hacia la Orinoquia y Amazonas
(Guayabero, Cabiyari, Tucano, Guanano, Desano, Siriano, Cubeo, Curripaco, Carapana,
Piratapuyo, Macuna, Nukak-Maku, Yucpa, Puinave, Piapoco, Yeral, Ticuna, Wayuu vy
Barazano), y algunas muestras de grupos indigenas del suroccidente colombiano
(Guambiano, Ingano, Paez y Waunana). La proporcion de nativo americano para las muestras
de la familia linglistica chibcha (tomada como k=3) fue menor que la del grupo
MacroTukano-Macro Arawak (89,7% y 95,9% amerindios, 7,2% Yy 2,5% europeosy 3,1y 1,6%
africanos, respectivamente).

3.3 Desenlaces
Para la evaluacion de asociaciones entre las variantes genotipicas y los eventos de
toxicidad, en primer lugar, se analizé cada variante genotipica de forma independiente y,
posteriormente, las asociaciones genotipicas dentro de cada gen o entre genes. Los valores
de Odds ratio, el IC del 95 % vy los valores de p se muestran en la tabla 2-7.

Tabla 2-7. Asociaciones entre variantes genotipicas y desenlaces.

Gen(es) Genotipo(s) Toxicidad OR Cl95% p Efecto

ABCB1 1236GG Cardiotoxicidad 6.8 1.08-42.73 0.044 Riesgo




en consolidacién

ABCB1 3435GG Transaminitis_primer ciclo | 4.51 1.15-17.75 0.032 Riesgo
de induccién
ABCB1 3435AA Recaida 0.69 0.56-0.85 0.025 | Protector
CDA -451CC Colitis_primer ciclo de 0.2 0.048-0.828 0.019 | Protector
induccion
DCK -201CT Toxicidad relacionada al 0.08 0,08-0,921 0.037 | Protector
HSCT 8
ABCB1 1236AA+1236G Cardiotoxicidad_primer 0.14 0.023-0.92 0.044 | Protector
A ciclo de induccion
ABCB1 3435AA+3435G Transaminitis_ primer 0.22 0.05-0.87 0.032 Protector
A ciclo de induccion
ABCB1 | 3435GG+3435G Recaida 1.44 1.17-1.78 0.025 Riesgo
A
CDA -451CC+79AA Mucositis_ primer ciclode | 4.84 1.28-18.25 0.016 Riesgo
induccion
CDA -451CC+79AA Transaminitis_ primer 7.45 1.89-29.34 0.004 Riesgo
ciclo de induccion
CDA -451CC+79AA Transaminitis_ 8 1.34-47.77 0.022 Riesgo
consolidacién
CDA -451CC+79AA Transaminitis_ global 5.28 1.45-19.16 0.010 Riesgo
CDA -451CT+79CA Mucositis_ primer ciclode | 0.27 | 0.083-0.878 0.026 | Protector
induccion
CDA -451CT+79CA Transaminitis_ primer 0.13 0.032-0.583 0.005 Protector
ciclo de induccion 6
CDA -451CT+79CA Transaminitis_ 0.10 | 0.011-0.932 0.025 Protector
consolidacién 3
ABCB1 1236GA+2677C | Aspergilosis_ primerciclo | 0.10 | 0.013-0.909 0.017 | Protector
A+3435GA de induccién 7
ABCB1 | 1236GA+2677C Recaida 4.33 1.09-17.10 0.037 Riesgo
A+3435GA
ABCB1 1236AA+2677A Muerte relacionada al 13.7 1.94-97.17 0.009 Riesgo
A+3435AA HSCT 3
ABCB1 1236AA+2677A Recaida 0.63 | 0.495-0.805 0.040 | Protector
A+3435AA 2
ABCB1 | 1236GA+2677C Superviviencia libre de 9.08 | 1.669-49.466 | 0.011 Riesgo
A+3435GA evento y global 6
ABCB1+ | 1236GG+2677C MRD 20,1% dia 15 411 2,32-725 0,007 Riesgo
CDA C+3435GG+79C
A
ABCB1+ | 1236GG+2677C MRD 21% dia 15 2,84 1,84-4,41 0,024 Riesgo
CDA C+3435GG+79C
A
CDA+AB - MRD 20,1% dia 15 3,8 2,23-6,47 0,027 Riesgo
CB1 451CT+1236GG




+2677CC+3435G
G

ABCB1 gen: (3435G>A, rs1045642), (1236G>A, rs1128503), (2677C>A/T, rs2032582); CDA gen: (79A>C,
rs2072671), (-451C>T, rs532545); DCK gen: (-201C>T, rs2306744). HSCT: Trasplante de precursores
hematopoyéticos; MRD: Enfermedad residual medible.

El genotipo GG en ABCBI1 (1236G>A, rs1128503) tuvo una asociacién de riesgo para
cardiotoxicidad al final de la induccion [6,8 OR (IC 95 % 1,08-42,73, p 0,044)], en comparacion
con los genotipos AA o GA [0,14 OR (IC 95% 0,023-0,92, p 0,044)]. El genotipo GG en ABCB1
(3435G>A, rs1045642) tuvo una asociacion de riesgo para transaminitis [4,51 OR (IC 95 %
1,15-17,75, p 0,032)], a diferencia de los genotipos AA o GA [0,22 OR (IC 95 % 0,05-0,87, p
0,032)]. Ademas, el genotipo AA en ABCB1 (3435G>A, rs1045642) se identificé como un
factor protector para recaida [0,69 OR (IC 95% 0,56-0,85, p 0,025)], en comparacion con el
genotipo GG o GA [1,44 OR (IC95% 1.17-1.78, p 0.025)].

Para el genotipo combinado AA/AA/AA en ABCB1 (1236G>A rs1128503/ 2677C>A/T
rs2032582/ 3435G>A rs1045642), se encontrd una asociacion con muerte después del HSCT
[13.73 OR (IC 95% 1.94-97.17, p 0.009)]. Asi mismo, este genotipo combinado fue un factor
protector contra recaida [0,632 OR (IC 95% 0,495-0,805, p 0,040)]. La MRD > 0,1% después
del primer ciclo de quimioterapia se asocié con los genotipos GG/CC/GG en ABCB1 (1236G>A
rs1128503/ 2677C>A/T rs2032582/ 3435G>A rs1045642) con el genotipo CA en CDA (79A>C,
rs2072671) [4,11 OR (IC 95% 2,32-725, p 0,007)], y con el genotipo CT en CDA (-451C>T
rs532545) [3,8 OR (IC 95% 2,23-6,47, p 0,027)].

El genotipo CT en DCK (-201C>T, rs2306744) se identific6 como factor protector para
desarrollar toxicidad relacionada con HSCT [0.8 OR (IC 95% 0.36-0.68, p 0.046)] y el genotipo
CC en CDA (-451C>T rs532545) como un factor protector para colitis [0.2 OR (IC 95% 0.048-
0.828, p 0.019)] en esta cohorte. Los genotipos combinados CC/AA para CDA (-451C>T
rs532545) y (79A>C, rs2072671) se asociaron con un mayor riesgo para transaminitis
después del primer ciclo de 7x3 [7.45 OR (IC 95% 1,89-29,34, p 0,004)] y después de la
consolidacion [8 OR (IC 95% 1,34-47,77, p 0,022)], mientras que los genotipos CT/CA fueron
un factor protector después del primer ciclo de 7x3 [0.136 OR (IC 95% 0,032-0,583, p 0,005)]
y después de la consolidacion [0.103 OR (IC 95% 0,011-0,932, p 0,025)]. No se encontrd
asociacion entre los alelos nulos de GSTT1 y GSTM1 con eventos clinicos o toxicidad.

Por ultimo, se realizd6 un modelo de regresion logistica para evaluar la presencia de
predictores independientes asociados a recaida o muerte, encontrando una asociacién
positiva con la presencia de ABCB1 1236/2677/3435 GA/CA/GA [9,086 OR (IC 95% 1,669-
49,466, p 0,011)]. No se encontraron predictores asociados para la supervivencia global o
MRD.

En cuanto a los polimorfismos en los que se ha descrito una asociacion con eventos adversos
y/o toxicidad, la frecuencia del genotipo CC del polimorfismo DCK (-201C>T, rs2306744) fue
del 87% en Adm-Col y Amer, y del 96% en Afr-Col. Para los polimorfismos CDA (79A>C,



rs2072671) y CDA (-451C>T, rs532545), los genotipos combinados sélo se encontraron en 4
de 150 Adm-Col (2,7%). Cuando se analizaron de forma independiente, el genotipo CC de
CDA (79A>C, rs2072671) estuvo presente en 5 individuos Adm-Col y estuvo ausente Amery
Afr-Col y el genotipo TT de CDA (-451C>T, rs532545) estuvo presente en el 13,3% de Adm-
Col, en el 6,3% Afr-Col y en el 3,7% Amer. Por ultimo, para el gen ABCB1, el genotipo GG
(1236C>T, rs1128503) asociado a cardiotoxicidad, se encontré en 27,3% de Adm-Col, 14,7%
Amery 49,3% Afr-Col, lo cual indicaria una mayor susceptibilidad en la poblacion Afr-Col para
desarrollar toxicidad. Algo similar a lo observado para (2677C>A/T rs2032582), el genotipo
CC se encontrd en un 33,3% de Adm-Col, 13,5% Amer y 68% Afr-Col, asi como para el
genotipo GG de ABCB1 (3435G>A, rs1045642) en el cual se encontré en un 24% de Adm-Col,
12,9% Amery 51,4% Afr-Col.

4. Discusion

La poblacién colombiana representa un caso de estudio para la genética de poblaciones
debido a patrones de mezcla diferenciales derivados principalmente de tres poblaciones
ancestrales (33, 35, 36, 49, 50). Diferentes estudios han demostrado que la composicién
genética entre los paises latinoamericanos es bastante diversa. Un estudio previo que analizé
la composicidn genética en Puerto Rico, Colombia, Pert y México, mostrd que Perd y México
son una mezcla predominante entre europeos y amerindios, y en Puerto Rico una fuerte
mezcla africana y europea. En Colombia, la mezcla europea es mayor en la region andina del
pais y la ascendencia africana tiene un alto porcentaje en la costa Pacifica y del Caribe del
pais (51). Otros estudios han demostrado un fuerte componente amerindio en la region de
la Orinoquia, la Amazonia y el suroeste de Colombia (33).

Por otro lado, pocos estudios han analizado las asociaciones de riesgo farmacogenético en
pacientes pedidtricos con LMA. La mayoria de los pacientes con LMA se clasifican mediante
citogenética convencional, mutaciones recurrentes y respuesta al final de la induccién
utilizando recuentos morfolégicos o de MRD en diferentes momentos del tratamiento, pero
no existen criterios gendmicos o moleculares de prondstico que se utilicen de forma rutinaria
para identificar a los pacientes con riesgo de fracaso de la quimioterapia o a desarrollar
toxicidad al tratamiento. Las variantes farmacogenéticas de los genes implicados en la
respuesta al tratamiento representan un factor adicional en la respuesta al tratamiento que
debe ser analizado (2-4).

En este estudio, en general, los pacientes pediatricos con LMA vy los individuos Adm-Col
presentan frecuencias genotipicas similares a la poblacién de referencia europea o
latinoamericana para ABCB1 (1236C>T, rs1128503), ABCB1 (3435G>A, rs1045642) y CDA (-
451C>T, rs532545), lo cual es de esperarse ya que los pacientes analizados en la cohorte son
pacientes principalmente originarios del centro del pais. Sin embargo, hubo casos en los que
las frecuencias genotipicas difieren, lo cual podria deberse al componente amerindio
presente en la muestra Adm-Col para los polimorfismos ABCB1 (2677C>A/T rs2032582), CDA
(79A>C, rs2072671) y DCK (-201C>T, rs2306744), aunque para este ultimo SNV, no es clara
la diferencia en frecuencias genotipicas observadas en los pacientes al compararlas con los



grupos poblaciones control. Las frecuencias genotipicas para la poblacion Afr-Col fueron
similares a las frecuencias genotipicas de referencia Afr, excepto para el polimorfismo CDA
(-451C>T, rs532545). Por otro lado, las frecuencias genotipicas para Amer fueron diferentes
de las obtenidas para Adm-Col, Afr-Col y las poblaciones de referencia analizadas (Tabla 2-
3).

Para el alelo nulo de los genes GSTT1y GSTM1, la frecuencia del alelo nulo GSTT1* en Adm-
Col fue del 27,7%, similar a la reportada para Espafia (27,7%) donde la mayoria de los
europeos llegaron a Colombia durante el periodo de la conquista y la colonia (1492-1819),
Francia (26%), Italia (28,3) y brasilefios de ascendencia europea (22,3%), pero superior a la
frecuencia reportada para México (11,6%) y Paraguay (17,9%). Entre Amer, la frecuencia del
alelo nulo GSST1* fue de 11,7%, similar a la reportada para México (11,6%), un pais con una
fuerte mezcla de amerindios, pero menor a la reportada para los amerindios de Brasil
(38,2%)(48). Sin embargo, estos datos deben evaluarse cuidadosamente ya que solo se
incluyeron 35 personas. Finalmente, entre Afr-Col, la frecuencia del alelo nulo GSTT1* fue
22,4%, similar a las frecuencias descritas en algunos paises africanos (48). En los pacientes
con LMA, la frecuencia del alelo nulo fue la mas baja (0,0978). Aumentar el tamafio de la
muestra de pacientes estudiados seria relevante para determinar si las diferencias son
debidas al tamafio de muestra analizada.

Para el alelo nulo GSTM1%*, la frecuencia entre Adm-Col fue 37,8%, menor que la observada
en algunos paises europeos y brasilefios de ascendencia europea. Para Afr-Col, la frecuencia
de este alelo (23,6%) fue similar a la encontrada en algunos paises africanos reportada
anteriormente. Para la muestra Amer, la frecuencia del alelo nulo GSTM1* (48%) fue mayor
que la reportada para los amerindios de Brasil (26,5%) y México (16,8%) (48). En los pacientes
con LMA, la frecuencia del alelo nulo GSTM1* fue similar a la observada en Adm-Col.

Lo que se pretende con la identificacidn de variantes farmacogenéticas es establecer posibles
marcadores predictivos para eventos adversos relacionados con el tratamiento, toxicidad y
para establecer diferencias en los esquemas de tratamiento o intensificacion de la terapia en
la fase posterior a lainduccién (29). Se han reportado previamente asociaciones relacionadas
con toxicidad o supervivencia, las cuales se muestran en la tabla 2-8. Adicionalmente, se han
incluido las asociaciones significativas detectadas en el presente trabajo para complementar
lainformacion disponible. El genotipo nulo de GSTT1 se asocid con una mayor tasa de muerte
prematura después del inicio de la quimioterapia en pacientes japoneses con LMA tratados
con citarabina, mercaptopurina, prednisona y daunorrubicina (52). En nuestra cohorte, no
se encontrod asociacion entre GSTT1 y GSTM1 y efectos de toxicidad.



Tabla 2-8. Estudios previos evaluando asociaciones entre
toxicidad/desenlaces con las variantes en los genes ABCB1, CDA,
DCK GSTT1y GSTM1.
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Informacion sombreado en azul: Datos del proyecto en poblacion colombiana.

Hay poca informacién publicada sobre asociaciones farmacogenéticas en LMA pediatrica que
evaluen los genes CDA, DCK, GSTT1, GSTM1y ABCB1 (31, 60, 64-71). Este es el primer estudio




que analiza 9 variantes genéticas en los tres grupos étnicos principales de Colombia. Estos
genes participan en el metabolismo de la citarabina y las antraciclinas, que se utilizan
ampliamente para tratar leucemias agudas y linfomas. Al revisar la evidencia disponible y los
resultados obtenidos en este estudio, en general los genotipos de riesgo reportados
previamente fueron identificados como genotipos de riesgo en la cohorte. Sin embargo, no
siempre se analizan los mismos eventos de toxicidad o desenlaces entre los diferentes
estudios, como es el caso del polimorfismos ABCB1 rs1128503 (1236C>T) en el cual el
genotipo CC se ha asociado con menor supervivencia y en la cohorte colombiana se asocio
con mayor toxicidad y para ABCB1 rs1045642 (3435G>A) el genotipo GG se ha asociado con
menor supervivencia y en la cohorte colombiana se asocié con mayor transaminitis y mayor
riesgo de recaida (Tabla 2-7). Muchos de los estudios realizados a la fecha han sido de
cohortes observacionales y retrospectivos, sin una cohorte de validacion. Adicionalmente, la
mayoria se han realizado en cohortes pequefias y no estandarizadas, lo cual dificulta la
reproducibilidad de la informacion y comparacién entre los mismos. Los genes analizados en
esta cohorte, y los otros genes que participan en el metabolismo de la citarabina vy
antraciclinas, tienen un nivel de evidencia bajo, lo cual a futuro implica que se deben realizar
estudios clinicos aleatorizados y preferiblemente sin una aproximacién de “gen candidato”
para lograr establecer si una genotipificacion temprana podria optimizar la respuesta al
tratamiento y/o disminuir los efectos adversos. Por otro lado, es necesario continuar con
estudios para verificar de las asociaciones descritas en este estudio en pacientes pedidtricos
con LMA.

Los resultados obtenidos en el componente de ancestria evaluado para la cohorte de
pacientes pediatricos con LMA fue similar a la obtenida para la poblacién Adm-Col. Para esta
poblacion, los resultados son similares a estudios previos con una ascendencia europea
predominante (55%), seguida de ascendencia amerindia (38%) y afrodescendiente (7%) (72-
76). La proporcion de ascendencia amerindia para Amer chibchas fue del 89,7% en
comparacion con el 95,9% del grupo MacroTukano-Macro Arawak. Ademas, la ascendencia
europeay la ascendencia africana fue mayor en los individuos de habla chibcha (7,2% y 2,5%)
en comparacién del grupo MacroTukano-Macro Arawak (3,1% vy 1,6%). Estos resultados son
consistentes con el hecho de que muchos de los grupos de habla chibcha estan ubicados en
regiones donde las poblaciones de ascendencia europea y afrodescendiente tienen mayor
representacion, mientras que las tribus del grupo MacroTukano-Macro Arawak estan
ubicadas en regiones con baja representacién de individuos afrodescendientes y de origen
europeo (Orinoquia y Amazonia) (46, 73, 74).

5. Conclusiones
Este es el primer estudio de farmacogenética de LMA en Colombia, un pais con una
estructura poblacional altamente mixta. Aqui, hemos utilizado un ensayo SNaPShot™ para
analizar simultdaneamente SNV en los genes CDA, DCK, ABCB1 y variantes en los genes GSTT1
y GSTM1. Con este ensayo, podemos analizar una muestra a la vez a un costo bajo y los
resultados podrian obtenerse al mismo tiempo que los estudios citogenéticos. Se
encontraron algunas asociaciones genéticas, pero el nimero de casos de LMA pediatrica



analizados podria ser una limitacién y se necesitardn estudios posteriores para validar las
asociaciones encontradas en una cohorte independiente.

Por otro lado, se realizd la identificacién de 9 variantes genéticas para ABCB1, DCK, CDA,
GSTT1 y GSTM1 en los tres principales grupos étnicos de Colombia, en los cuales se
identificaron diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas. Los genotipos asociados a
toxicidad y eventos adversos en el tratamiento con citarabina y antraciclinas se encontraron
con mayor frecuencia entre Afr-Col, seguidos por Adm-Col y luego Amer. Estos resultados
resaltan la importancia de analizar variantes genéticas y farmacogenéticas en poblaciones
altamente mezcladas, ya que los patrones de distribucion de frecuencias alélicas y
genotipicas varian ampliamente en la poblacién de estudio, lo cual se correlacionaria a futuro
en la presentacion de eventos de toxicidad y desenlaces adversos. La farmacogendmica
podria ser atil como herramienta futura para la estratificacion de pacientes para
tratamientos con diferentes regimenes de quimioterapia.

Los genotipos de toxicidad identificados en la cohorte de pacientes con LMA pediatrica, en
general tienen una mayor frecuencia en poblacién afrodescendiente, lo cual implicaria un
mayor riesgo para esta poblacion en caso de ser tratada. Sin embargo, estos resultados
requieren de validacion en un estudio que incluya poblacion afrodescendiente Colombiana
para confirmar si el riesgo de toxicidad estd aumentado o no.

La cohorte de pacientes pediatricos con LMA tienen un componente de ancestralidad similar
a la poblacion mezclada colombiana de la regién andina. Este resultado es explicable por el
hecho de que la mayoria de pacientes analizados en el presente estudio son de esta regién
geografica. Por la misma razon, no se pudo establecer si la ancestria estd o no relacionado
con desenlaces clinicos o eventos toxicos en la muestra analizada. Estudios futuros que
incluyan cohortes de pacientes de diferentes regiones del pais, con diferente componente
de ancestralidad, permitiran evaluar si la ancentria genética es un factor prondstico en la
respuesta al tratamiento, toxicidad y/o desenlaces.

En cuanto al andlisis de ancestria realizado en la muestra de poblacidon colombiana, los
resultados indican que la mezcla europea en la poblacion afrodescendiente de Colombia
comenzdé durante el periodo de la esclavitud y ha continuado desde entonces. Ademas, estos
resultados indican que los datos derivados de muestras Unicas de poblacién
afrodescendiente no deben usarse como indicadores Unicos de mezcla de ascendencia, ya
que se encuentran marcadas diferencias en la proporcién de ancestralidad en dareas
geograficamente cercanas. Por lo tanto, se deben realizar estudios adicionales en otros
departamentos de la regiéon pacifica de Colombia (valle del Cauca, Cauca y Narifio), asi como
en la region del Caribe, para caracterizar completamente a la poblacién afrodescendiente. El
conjunto de datos de las poblaciones amerindias y afrodescendientes reportados aqui, seran
de gran utilidad para futuros estudios locales y regionales relacionados con la genética de
poblaciones, antropoldgicos, forenses y farmacogenéticos.
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Conclusiones generales

- Este es el primer estudio en una cohorte de pacientes colombianos con LMA
pedidtrica con una caracterizacién clinica y gendmica completa, en la cual se
identificd que el 67.4% de los pacientes presentaron al menos una alteracion
cromosomica estructural o numérica y el 74% de los pacientes presentaron variantes
patogénicas.

- Seidentificaron variantes en FLT3 en el 27,5 %, seguidas de NRAS (21,6 %), KRAS (13,7
%), WT1 vy KIT (11,8 %), FLT3-ITD se asocié con recaida 11,25 OR (IC 1,89-66,72, p
0,006) y NRAS con muerte durante la induccién 16,71 OR (IC 1,51-184,59, p 0,022).
El 66% de los pacientes fueron estratificados como alto riesgo al final de la induccion.

- Oncedelos 12 pacientes (92%) con alteraciones del Core-Binding Factor (CBF) tenian
mutaciones que involucraban vias de sefializacion (RAS/KIT/FLT3/WT1).

- Este estudio destaca la importancia de una incorporacion rapida y sistematica del
analisis genético en la LMA pedidtrica en Colombia, ya que afecta directamente la
estratificacién del riesgo y las decisiones terapéuticas. Mejorar los resultados y
desenlaces clinicos es el principal reto en el manejo de esta enfermedad, y es
necesario continuar estudiando el impacto de los distintos factores (individuales y del
proceso leucémico) en la presentacion de la enfermedad.

- Este es el primer estudio de farmacogenética de LMA en Colombia, un pais con una
estructura poblacional altamente mixta. Se realizd la identificacion de 9 variantes
genéticas para ABCB1, DCK, CDA, GSTT1y GSTM1 en los pacientes con LMA pediatrica
y en los tres principales grupos étnicos de Colombia.

- Los pacientes portadores del genotipo GG en ABCB1 (1236G>A, rs1128503) tuvieron
un OR de 6,8 (IC95 % 1,08-42,73, p 0,044) para cardiotoxicidad en comparacién con
los pacientes portadores de los genotipos AA o GA 0,14 OR (IC 95 % 0,023- 0,92, p
0,044). Para ABCB1 (1236G>A rs1128503/ 2677C>A/T rs2032582/ 3435G>A
rs1045642) los genotipos combinados AA/AA/AA tuvieron asociacién con muerte
después del trasplante de precursores hematopoyéticos OR 13,73 (IC 95% 1,94-
97,17, p 0,009). Los genotipos combinados del gen ABCB1 GG/CC/GG con genotipo
CA de CDA (79A>C, rs2072671) o el genotipo CT en CDA (-451C>T rs532545), tuvieron
un OR de 4,11 (IC 95% 2,32-725, p 0,007) y OR de 3,8 (IC 95% 2,23-6,47, p 0,027) con
enfermedad residual medible >0,1% después del primer ciclo de quimioterapia,



respectivamente. Los genotipos asociados a toxicidad y eventos adversos en el
tratamiento con citarabina y antraciclinas se encontraron con mayor frecuencia entre
Afr-Col, seguidos por Adm-Col y luego Amer en el andlisis poblacional.

- Lacohorte de pacientes pediatricos con LMA tienen un componente de ancestralidad
similar a la poblacion mezclada colombiana de la region andina. Este resultado es
explicable por el hecho de que la mayoria de pacientes analizados en el presente
estudio son de esta regién geografica.

- Lasasociaciones encontradas en este estudio requieren de una cohorte de validacién
y aumentar el tamafio de la muestra, por lo que se debe continuar investigando sobre
la leucemia mieloide aguda pediatrica en Colombia.

- La escasa informacion sobre las caracteristicas bioldgicas, clinicas y desenlaces de la
leucemia mieloide aguda pediatrica en Colombia resaltan la importancia de
incorporar la informacion sobre las caracteristicas genéticas en los registros
nacionales, lo cual generard conocimiento y permitira identificar los problemas
actuales en el manejo de esta enfermedad vy facilitard la realizacion de estudios
posteriores con el dnimo de mejorar los desenlaces clinicos en esta enfermedad.

- Este es el primer estudio en el pais en el cual se caracterizan las alteraciones
gendmicas y farmacogenéticas en LMA pediatrica y la frecuencia y distribucién de las
variantes farmacogenéticas en la poblacién colombiana, el cual servira como punto
de partida para futuros estudios en leucemia mieloide aguda pediatrica en Colombia
y Latinoamérica.
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Anexos

Material suplementario 1. Genes involucrados en el proceso leucémico en LMA,
funcion, frecuencia y pronéstico.

Alteracion

Funcidn celular

Frecuencia en
Nifios/Adultos

Caracteristicas
clinicas
Nifios/Adultos

Prondstico
Nifios/Adultos

RUNX1::RUNX1T1

RUNX1 (Factor de
transcripcion,

esencial para el
desarrollo de

hematopoiesis
normal)/ RUNXIT1
(Pertenece a familia
de corepresores
transcripcionales-
actua con factores
de transcripcion e
histonas
deacetilasas)
Oncogénesis:

alteracidn en
regulacion de la
transcripcion de

RUNX1 wild type;
fusion de la proteina
retiene la habilidad
de reconocimiento
de sitio de unién de
RUNX1 (competidor
dominante negativo
con RUNX1 wild

12-14%/8%

M2 principalmente;
raro en M1 y M4;

alteracion mas
frecuente en LMA
pediatrica;
presente en adultos
(media 30 afos)
Unica  alteracién
cromosdémica  20-
30%

Favorable




type, y dimerizacion
con CBFb)

CBFB (codifica para
la subunidad B del

CBFprotein- el
complejo actua
como factor de

transcripcion-
aumenta afinidad de
unioén al ADN)
MYH11
(participacion en la

20% FAB M4;
frecuente

compromiso SNC;

CBFB:: MYH11 contraccion 5-10%/5% puede no ser | Favorable

muscular) d'etecta(,:la' por

Oncogénesis: utogenepca

localizacion nuclear; convencional

fusion disminuye la

cantidad de CBF

activo, acumulacién

de

CBFbMYH11/CBFa

en el nucleo

Puede presentarse

MLLT3 (activador en, cualquier edad,

transcripcional) ”T?S frecuente en

KMT2A (codifica ninos; 'frecuente

para proteina de compromiso de
MLLT3::KMT2A unién al ADN que | 9.5%/2% SNG; 70%  como Intermedio

metila la histona H3,
regulacion de |la
expresion de varios
genes)

Unica alteracion, +8
en 20% de los casos;
puede no  ser
detectada por
citogenética
convencional

DEK::NUP214

DEK (organizacion de
la cromatina)
NUP214 (miembro
del complejo de poro
nuclear)

1.7%/1%

Nifios mayores;
raro en infantes
65% con FLT3-ITD

Desfavorable




GATA2 (factor de
transcripcion,
importante para el
desarrollo
hematopoiético)
MECOM (regulador

GATA2::MECOM | transcripcional; <1%/1% - Desfavorable
oncogene que
participa en
desarrollo,
proliferacion y
diferenciacién
celular)
RBM15 (funcion
represora en Frecuente en
multiples vias de .
RBM15::MKL1 sefializacion; 0.8%/0% mfantes' , /.LMA Intermedio
metilaciin; megacarioblastica
homeostasis célula FAB M7
hematopoiética)
Duplicacion del
NPM1 centrosoma 14-22% en LMA- | Favorable/favorable
(164040; 535.1) | chaperona ! y 5-10%/35% CN/ 53% en LMA- | en casos con FLT3-ITD

proliferacién celular

CN

negativo

CEBPA bialélico

Factor de
transcripcion,
participa  en la

Valor prondstico de
mutacién bialélica;
14% en LMA-CN;

(116897; proliferacién vy | 5%/10% , Favorable
mas frecuente en
19g13.11) diferenciacion de .
progenitores pacientes mayores;
mieloides FABM1oM2
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Subunidad del
b?ndui:I ?acto(re (chFr;e (OMs 2016), | Incierto/Adverso (no
RUNX1 EICBFisunfactordé entidad bioldgica | deben considerarse
(151385; transcrincion de 3%/5% distinta con peor | asi, si se acompafia de
21qg22.12) union apenhancers prondstico; marcadores de riesgo
romotores y Frecuente en LMA- | favorable)
P CN y FAB MO
N -/Co-ocurrencia con
DNMT3A Metil de ADN
3 etilacion de € Raro/20% NPM1,  FLT3-ITD- | Incierto/Desfavorable

(602769; 2p23.3)

histonas

LMA-CN




supervivencia celular

asociado a FLT3-ITD

Receptor tirosina
FLT3 o ITD q'umasa,' r'e,gula la 18%  en LMA-
(Duplicaciéon en | diferenciacidn, 10-15% (18% .
. . ., CN/Co.ocurrencia Depende del
tandem) proliferacion y|en LMA- NPM1 ONMT3A | contexto
(136351; supervivencia de | CN)/27% LMA-C’N ’
13g12.2) progenitores
hematopoyéticos
Metabolismo del
isocitrat 2-
IDH1 (147700; ES(JCIgILiaOratoa 2.3%/7% - / Co.ocurrencia | Incierto/ Depende del
. - 0, 0
2q34) Modificador NPM1, LMA-CN contexto
epigenético
Metabolismo del
isocitrat 2-
IDH2 (147650; sfcflgliiaorato a 2-3%/7% -/ Co.ocurrencia | Incierto/ Depende del
. - 0, 0
15¢26.1) Modificador NPM1, LMA-CN contexto
epigenético
Receptor tirosin
quinasa, regula la
. t(8;21)%; t
KIT (164920; | proliferacion y | 25%% > s(ubti )os**/ t(é;)-zrf)S Incierto/Desfavorable
4q12) supervivencia de | 8%**/4% SUBHP T
. inv(16)
progenitores
hematopoyéticos
3% en LMA-CN;
Pertenece 3 la frecuente con CBFB
NRAS familia RAS, Incierto/No
(164790; 1p13.2) | transduccidn de 20%/11% y rearreglos  de significativo
PP o MLL/ inv(16), | '8
rearreglos MLL
Metilcitosina
dioxigenasa .
TET2  (612839; e ’ o -/Co-ocurrencia .
4q24) szzﬁzdénen d: Raro/8% ASXLL, LMA-CN Incierto/Desfavorable
ADN
Factor de Principalmente en Desfavorable cuando
wr1 (607102; | transcripcion, 13%/9% LMA-CN, <e presenta con FLT3-
11p13) desarrollo y o= frecuentemente P

ITD

LMA-CN: Leucemia Mieloide Aguda con Cariotipo Normal. CBF: Core Binding Factor; SNC: Sistema
Nervioso Central, LMA-CN: Leucemia Mieloide Aguda con Cariotipo Normal. Estratificacion del
riesgo segun (16, 28, 74). Tomado y adaptado de: (9, 16, 28, 70, 75-79) (9, 16, 28, 70, 76, 79, 80).




Material sumplementario 2-1. Representacion esquematica de los genes
analizados en la via del metabolismo de las antraciclinas y la citarabina.

Ara-CMP

CMPK1 l Nucleus
Ara-CDP e ) i)
DNA cTP
NME1 l synthesis - Enzyme

Ara-CTP

- Efflux pump

IDA: Idarrubicina; Ara-C: Citarabina; Ara-CMP: Citarabina monofosfato; Ara-CDP: Citarabina
difosfato; Ara-CTP: Citarabina trifosfato; Ara-U: Uracil arabinoside.
Adaptado de: (4, 77, 78)



Material Suplementario 2-2. Listado de primers utilizados para los 46 AIM-Indel.

Tomado de: (34)

MID rs number Labeled primer Unlabeled primer*
MID-1470 152307666 6FAM-GAGTCTGACCCTTCATAAGC gCCATGGTGATATTACGTCCC
MID-777 rs1610863 6FAM-TGGAAGACACGTCCTAAGAG gTATTCCTCCAGGCTCTTTGC
MID-196 rs16635 6FAM-CCAAGTTCTAGCCATATGGA gittettGACTATCTTCTCTGACCATC
MID-881 rs1610965 6FAM-TTGGCTCCCTATGATAATCC gitc TTIGTGTTCCCAAAGTTCTCC
MID-3122 rs35451359 6FAM-TCACAAGTCCGGAATACCAG gAGTTATGGGATGGGAAGGAG
MID-548 rs140837 6FAM-AGTCAGGACTGAAGAAACCC gCAGTAAAACAAGAGCCCGTG
MID-659 rs1160893 6FAM-CACTGCATCAGACTGACTTC gttettGGCTGCTTTGCTTTGAATTG
MID-2011 152308203 6FAM-TGAGAAACTAGGAGCTCTGG SITTCCTAAGAGCCACTGACAT
MID-2929 1333974167 6FAM-TGTGATGTGGATAGGCAAGG gAGGCTCCATTTGTTAAGAGG
MID-593 151160852 6FAM-TGCTCACTTTAGTGGAGACC STTGCGTTTAGGTCCCTTCTG
MID-798 rs1610884 6FAM-ACGACAGTGTTCACAAAGAG gCTGTTGTCTGACCTGTGAAG
MID-1193 132067280 6FAM-GCTGGGTAGTTTTTTCCTCC gITCCACCATCTACCTTCTATG
MID-1871 152308067 6FAM-TTGTAGTCAGAGAGTGTGCC gAGCCTTTTCCCTAACGTCAC
MID-17 rs4183 6FAM-AGAAACTGCAACCCTCCAAG GATCCCAGACACTGAAGATG
MID-2538 133054057 6FAM-CTCGCAAAGTAGGCAAGTTC EACACCAACAATCTTGGCACC
MID-1644 132307840 6FAM-ACACCACTGAAGATCTGACC GGTCTAAAGTCAGTGCACAG
MID-3854 1560612424 VIC-TCACCCTTATTCAGGGTTGC GCCAGGGATTTAGTGTAGAG
MID-2275 133033053 VIC-CTACCTGACTACCACCTATG gACCCAGCCTATCTGACTTTG
MID-94 rs16384 VIC-TGGTGGCTCATGCACTTTTG gttACAGGGTCTCGCTATGATGC
MID-3072 1334611875 VIC-AGCTTTTTCCGGCAACTCTC g TGGATGTGTCTGAGCTCAAC
MID-772 rs1610859 VIC-GTCTCRTTTTCCTGCAGTAG giictt ATCCTTCTGCTCACTCTACC
MID-2313 rs3045215 VIC-GCACACATGCAGAAATGCAG GTTGTAACATCTGTGAGGTC
MID-397 1525621 VIC-TGGGCTTCTTCTGGGAAAAC gCCACATTCAGGCGTTTTGTC
MID-1636 52307832 VIC-TTAGGAAGAGGTGCTATGGG gCCTCCTTTGAAGACACACAG
MID-51 1516343 VIC-AAGATTGGAGGGAAAAGTGC gCGTCCTCCACCTTICTTTTTIC
MID-2431 33031979 VIC-AGGAGGAGCTGATAGACTTC GCAGTGTTGCAACTGATACG
MID-2264 rs34122827 VIC-CTTTGGCTATCCTGTCTCAC GTAGGAGACCACTCACATTC
MID-2256 rs133052 NED-ATCGAACCGTTCCTAAGGAC GCAAGAAAAGGAATCCAGGC
MID-128 156490 NED-ATCAGGAGACAATCCAGCAG gTCCAGCCATTCAGACAAAGG
MID-15 54181 NED-GGGTTATTTGCCTCATCTCC gt AGGTATTCTCTGTTCCCACG
MID-2241 153030826 NED-ACATACACGTGGAAGACTGC SUACTGTCGACTGATCCAATAG
MID-419 15140708 NED-CAGGAAAGTATGGCCCATTC GTCCATGTTTTCTTTGAGCATC
MID-943 51611026 NED-TCTTCCTACCCCTGTTAGTG GACAAGATCACTAGCTTGAC
MID-159 1316438 NED-ACCAGAGCACTACAGCCTTT gCAAGGYAGTAACAATGAGGG
MID-2005 152308161 NED-TGTAGCGGCAATATAGGCAG GAAAGTTGTGGCTTAACTGG
MID-250 1316687 NED-ATGGAGCAGTAAAGCAGCAC GTCACTTTGGTTTTTGCAGG
MID-1802 152307998 NED-ACGGTCAACTTTGTAGCTCC ECCAGTTGAGAATCACTGCAC
MID-1607 152307803 NED-TGTTGCAGAAGAACTCAACC GATAAGCACCTAACTCCCAG
MID-1734 152307930 PET-TTCGTGTTCTCACACTGTCC GTGCATCCCATACAACTGAC
MID-406 1525630 PET-TGGCTGCTGTAGATTGTAGG EACAAATGGACAACGGCCAAG
MID-1386 52307582 PET-AGAGGATCATGGAGACCAAC SUATGTTCCAAGTCAGCAGCAC
MID-1726 152307922 PET-GGTCCAAATGCACCACAATC GCTCTGCTATTTTGGTTTGC
MID-3626 1511267926 PET-TGTTGGTTCTCTCCTTTTCC GGTGACCCCTTICTTTATCTC
MID-360 rs25584 PET-AGATCAACTGCCAATCTGGG gCTCAAGTGACCAACCCACCT
MID-1603 152307799 PET-TTACAATTTCAAGCCTCCGC GGAGCTGTTAGTCTGAGTAG
MID-2719 1334541393 PET-GTCAGGAGTCTAGAAACTTC GGGTGATGAAATGTTCCGAA

* Lowercase italic letters represent nucleotide tails added to the primers.



Material sumplementario 2-3. Frecuencias alélicas relativas para ABCB1, CDA,
DCKy alelos nulos para GSTT1y GSTM1 en los tres grupos étnicos de
Colombia.

Material sumplementario 2-4. Frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes
pediatricos con leucemia mieloide aguda.

=4 0> Ol 0 > o4 0 > 0

GG 0,28 0,235 0,868
GA 0,4 0,529 0,128
AA 0,34 0,255 0,235 0,373 0,005
AT 0

cC 0,216 0,353

CA 0,51 0,627

CcT 0,02 0,569

T 0,078




+/+ 0,577
+/- 0,308
J+ 0,038

-/- 0,058

Alelos

G 0,4712 0,5 0,93

A 0,5288 0,51 0,5 0,686 0,07

C 0,48 0,637 0,314

T 0,01 0,363

+ 0,90 0,627

- 0,09 0,373

Material sumplementario 2-5. Frecuencias genotipicas para 46 AlM-Indel en
pacientes pediatricos con LMA y en los tres grupos étnicos de Colombia.

LMA Adm-Col Amer Afr-Col

Loci 1 2 1 2 3 1 2 1 2 3
1470 | 0,327 0,673 0,297 0,703 0,031 0,969 0,206 0,794

777 0,500 0,500 0,523 0,477 0,774 0,226 0,412 0,588

196 0,288 0,713 0,297 0,703 0,072 0,928 0,436 0,564

881 0,926 0,074 0,917 0,083 0,962 0,038 0,570 0,430
3122 | 0,959 0,041 0,970 0,030 0,994 0,060 0,776 0,224

548 0,163 0,837 0,180 0,820 0,091 0,909 0,348 0,636 0,015
659 0,135 0,865 0,225 0,775 0,198 0,802 0,239 0,761
2011 | 0,740 0,260 0,810 0,190 0,921 0,079 0,394 0,606
2929 | 0,837 0,163 0,763 0,237 0,997 0,003 0,852 0,148

593 0,061 0,939 0,033 0,967 0,019 0,981 0,497 0,503

798 0,327 0,673 0,317 0,683 0,101 0,899 0,370 0,630
1193 | 0,112 0,888 0,100 0,900 0,094 0,906 0,145 0,855
1871 | 0,286 0,714 0,267 0,733 0,428 0,572 0,076 0,924

17 0,594 0,406 0,583 0,417 0,915 0,085 0,642 0,358
2358 | 0,245 0,755 0,230 0,770 0,066 0,934 0,055 0,945
1644 | 0,561 0,439 0,634 0,366 0,390 0,610 0,330 0,670
3854 | 0,106 0,894 0,090 0,910 0,038 0,962 0,521 0,479
2275 | 0,214 0,786 0,223 0,777 0,431 0,569 0,361 0,639




94
3072
772
2313
397
1636
51
2431
2264
2256
128
15
2241
419
943
159
2005
250
1802
1607
1734
406
1386
1726
3626
360
1603
2791

0,327
0,898
0,833
0,438
0,592
0.823
0,729
0,143
0,319
0,480
0,204
0,604
0,367
0,735
0,523
0,684
0,489
0,551
0,083
0,383
0,756
0,745
0,438
0,702
0,538
0,734
0,543
0,391

0,673
0,102
0,167
0,563
0,408
0,177
0,271
0,857
0,638
0,520
0,796
0,396
0,633
0,265
0,477
0,316
0,511
0,449
0,917
0,617
0,244
0,255
0,563
0,298
0,463
0,266
0,457
0,609

0,043

0,453
0,967
0,887
0,483
0,573
0,827
0,733
0,190
0,350
0,497
0,293
0,607
0,243
0,783
0,626
0,637
0,397
0,633
0,047
0,423
0,740
0,717
0,397
0,717
0,403
0,750
0,570
0,487

0,547
0,003
0,113
0,517
0,427
0,173
0,267
0,810
0,600
0,503
0,707
0,393
0,757
0,217
0,374
0,363
0,603
0,367
0,953
0,577
0,260
0,283
0,603
0,283
0,597
0,247
0,430
0,513

0,050

0,003

0,597
0,981
0,796
0,821
0,374
0,978
0,868
0,195
0,145
0,604
0,242
0,840
0,063
0,670
0,275
0,786
0,277
0,431
0,013
0,544
0,522
0,692
0,569
0,717
0,047
0,660
0,755
0,522

0,403
0,019
0,204
0,179
0,626
0,022
0,132
0,805
0,836
0,396
0,758
0,160
0,937
0,330
0,725
0,214
0,723
0,569
0,987
0,456
0,478
0,308
0,431
0,283
0,953
0,340
0,245
0,478

0,019

0,118
0,415
0,936
0,285
0,736
0,448
0,267
0,127
0,327
0,191
0,106
0,394
0,576
0,912
0,367
0,700
0,170
0,703
0,355
0,361
0,839
0,300
0,221
0,433
0,239
0,555
0,209
0,273

0,882
0,585
0,064
0,715
0,264
0,552
0,733
0,873
0,652
0,809
0,894
0,606
0,424
0,088
0,633
0,300
0,830
0,297
0,645
0,639
0,161
0,700
0,779
0,567
0,761
0,424
0,791
0,627

0,021

0,021




Material Suplementario 2-6. Proporciones de ancestralidad de STRUCTURE (mapa de
calor) de los pacientes pediatricos con LMA.
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1) Africano (Poblaciones de referencia de Pereira, et al. 2012.); 2) Europeo (Poblaciones de
referencia de Pereira, et al. 2012.); 3) Amer-Col; 4) poblacién LMA pediatrica.

Material Suplementario 2-7. Proporciones de ancestralidad de STRUCTURE (mapa de
calor) de los tres grupos étnicos de Colombia.
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1) Africano (Poblaciones de referencia de Pereira, et al. 2012); 2) Europeo (Poblaciones de
referencia de Pereira, et al. 2012); 3) Nativo Americano (Poblaciones de referencia de Pereira, et
al. 2012); 4) Amer-Col; 5) Afr-Col; 6) Adm-Col.



