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2. ABREVIATURAS, ACRONIMOS Y SIMBOLOS

ADN: 4cido desoxirribonucleico.
ALL: por sus siglas en inglés
acute lymphoblastic leukemia.
ARN: acido ribonucleico.
BDNF: por sus siglas en inglés
brain derived neurotrophic
factor.

BLAST: por sus siglas en inglés
basic local alignment search
tool.

°C: grados centigrados.

C.C.p: con copia para.

CIO: Centro de Investigacion
Oncoldgica.

CIOMS: Consejo de
Organizaciones Internacionales
de las Ciencias Médicas.

CMV: Citomegalovirus.

CRC: cancer colorectal.

CS: control sano.

Ct: del inglés crossing treshold.
DEPC: dietil pirocarbonato.
DM1: diabetes mellitus 1.

DM2: diabetes mellitus 2.

Dra: doctora.

Dx: diagnéstico.

EDTA: acido
etilendiaminotetraacético.

EV: Enterovirus.

F: primer forward.

FAB: grupo franco-americano-
britanico.

g: gravedades.

GABA: acido y-amino butirico.
GAPDH: gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenasa.

gr: gramos.
H: hombre

HastV: Astrovirus.

HEV: Enterovirus.

HGyV: Gyrovirus.

HIT: Hospital Infantil de
Tlaxcala.

HPeV: Parechovirus.

IBD: por sus siglas en inglés
inflammatory bowel disease.
IDT: por sus siglas en inglés
integrated DNA technologies.
kb: kilobases.

kg: kilogramos.

LDH: lactato deshidrogenasa.
LGC: leucemia granulocitica
cronica.

LLA: leucemia linfoblastica
aguda.

LMA: leucemia mieloblastica
aguda.

LPS: lipopolisacarido.

M: muijer.

m: metros.

mm: milimetros.

MASS: maestra en
administracion de servicios de
la salud.

mg: miligramos.

mL: mililitros.

Mtra: maestra.

N/A: no aplica.

NCBI: por sus siglas en inglés:

National Center for
Biotechnology Information.
ng: nanogramos.

nm: nanémetros.

nM: nanomolar.

NMDAR: receptor N-metil-D-
aspartato.

NOM: norma oficial mexicana.
O2: oxigeno molecular.

OMS: Organizaciéon Mundial de
la Salud.

pb: pares de bases.

PCR: reaccién en cadena de la
polimerasa.

PT: paciente con tratamiento.
QFB: quimico(a)
farmacobidlogo.

R: primer reverse.

RPBI: residuos peligrosos
biolégicos infecciosos.

rpm: revoluciones por minuto.
RT-PCR: reaccion en cadena
de la polimerasa, tiempo real.
SIDA: sindrome de
inmunodeficiencia adquirida.
SNC: sistema nervioso central.
SPSS: por sus siglas en inglés
statistical package for the social
sciences.

Sr(a): sefior/sefora.

TBE: solucién tampdn de TRIS,
borato y EDTA.

Tel: teléfono.

Tm: del inglés melting
temperature.

TNF: por las siglas en inglés
tumor necrosis factor.

TRIS: tris(hidroximetil)-amino
metano.

TTMV: Torqueteno-like mini

virus.
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TTV: Torquetenovirus.

Tx: tratamiento.

UNE: Una Nueva Esperanza.
UPAEP: Universidad Popular
Auténoma del Estado de
Puebla.

UTR: del inglés untranslated
region.

VIH: virus de inmunodeficiencia
humana.

VLTH: virus de la leucemia
linfocitica humana.

VLTH-I: virus de la leucemia
linfocitica humana tipo |.
VLTH-II: virus de la leucemia
linfocitica humana tipo II.

VPH: virus del papiloma
humano.

VSR: virus sincitial respiratorio.
VSV: virus de la estomatitis
vesicular.

pL: micro litros.

pg: micro gramos.
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3. RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un tipo de cancer que provoca un aumento no controlado
de leucocitos en la médula 6sea. La LLA era considerada fatal en los nifos hasta hace 30 afos; hoy,
su tasa de sobrevida a cinco afios supera el 70%, lo que implica que la mayoria de los pacientes
pueden curarse, sin embargo, la situacion es diferente para los nifios de los paises en desarrollo; se
estima que su sobrevivencia al cancer es entre 10% y 20% menor que la de aquellos en su misma
situacién en paises desarrollados. En México existen anualmente entre 5,000 y 6,000 casos nuevos
de cancer en menores de 18 afos, entre los que destacan principalmente las leucemias (LLA, 52%
del total), seguido de linfomas (10%) y los tumores del SNC (10%). Es importante comprender los
factores que estan involucrados en el inicio y evolucion de la LLA, con el fin de aumentar la esperanza
de vida, disminuir la incidencia y reducir el gasto que se genera en el sistema de salud. Se conoce
como microbiota intestinal al conjunto de microorganismos que residen en el intestino y establecen
relaciones simbidticas entre ellos y el huésped, esta despertd gran interés en la ultima década a
partir de trabajos que la vincularon con diversas patologias, entre ellas algunos tipos de cancer, como
el de colon. Existe evidencia de que hay diferencias en las poblaciones de bacterias y virus
intestinales entre sujetos sanos y pacientes que cursan con alguna patologia; en cuanto a la LLA
pediatrica, se han estudiado algunos cambios que sufre la poblaciéon bacteriana intestinal y también
se ha apostado por la influencia de la poblacién viral en la dinamica del ecosistema intestinal y su
posible papel en el inicio y desarrollo de este tipo de cancer. El objetivo de este trabajo fue analizar
la expresién de algunas bacterias y virus de la microbiota intestinal en una poblacién pediatrica con
LLA y compararla con una poblacion pediatrica sana; para ello se obtuvieron muestras de heces a
partir de las cuales se hicieron extracciones de acidos nucleicos (ADN y ARN total y viral) y
posteriormente la identificacion por PCR en tiempo real de Bacteroides spp, Lachnospiraceae spp,
Firmicutes spp y Torquetenovirus. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
las concentraciones de acidos nucleicos totales y virales entre los dos grupos de estudio. Los
controles sanos mostraron tendencia a una mayor expresion génica de los tres grupos bacterianos
que los pacientes con LLA. Los pacientes con LLA mostraron una mayor expresion génica de
Torquetenovirus (diferencia estadisticamente significativa en el valor Ct, p=0.004). En cuanto a las
caracteristicas de la muestra, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
consumo de productos lacteos, ahumados y embutidos, entre controles y pacientes. Se hallaron
algunas correlaciones entre variables, como la expresién génica de Firmicutes spp (p=0.005,
r=0.679) con el peso (kg) en el grupo de pacientes, la concentracion de ARN viral y el consumo de
carne roja (p=0.038, r=0.539) en el grupo de controles; entre otras correlaciones estadisticamente
significativas (p<0.05). Este estudio permitié adquirir una vision general sobre el estado y la dinamica
de la microbiota y el viroma intestinal, en poblacién pediatrica con LLA al compararla con controles

pediatricos sanos.

Palabras clave: cancer, leucemia, microbiota, bacterias, virus.
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4. ABSTRACT

Leukemia is a malignant disease that causes an uncontrolled increase in white blood cells in the bone
marrow. It is the most common cancer in children and it is cured in 90% out of the cases. Thirty years
ago, ALL was considered lethal in children, today, their 5-year survival rate is over 70%, implying that
most patients can be cured; however, the situation is different for children in developing countries. It
is estimated that their survival to cancer is between 10% and 20% lower than those in their same
situation in developed countries. In Mexico, there are annually between 5,000 and 6,000 new cases
of cancer in children under 18 years. Among the most common are leukemias (ALL, 52% of the total)
lymphomas (10%) and CNS tumors (10%). It is extremely important to understand all the factors that
are involved in the onset and evolution of ALL, with the purpose of increasing life expectancy,
reducing the incidence and the costs that are generated in the health system. It is known as gut
microbiota to the set of microorganisms that reside in the gut and establish symbiotic relationships
between them and the host. Gut microbiota aroused a great interest in the last decade from works
that linked it with various pathologies, including some cancers such as colon cancer. There is
evidence that there are differences in the populations of intestinal bacteria and viruses between
healthy subjects and patients with any pathology. There have been studied some changes suffered
by the intestinal bacterial population and the influence of the viral population on the dynamics of the
intestinal ecosystem in pediatric ALL and the possible role of the viruses in the initiation and
development of this type of cancer. The objective of this study was to analyze the expression of some
bacteria and viruses of the gut microbiota in a pediatric population with ALL and to compare it with a
healthy pediatric population. Stool samples were obtained from which nucleic acid extractions were
made (total and viral DNA and RNA) and subsequently the identification by real-time PCR of
Bacteroides spp, Lachnospiraceae spp, Firmicutes spp and Torquetenovirus. No statistically
significant differences were found in the concentrations of total and viral nucleic acids between the
two study groups. Healthy controls showed a tendency to greater gene expression of the three
bacterial genera than patients with ALL. Patients with ALL showed a higher gene expression of
Torquetenovirus (statistically significant difference in the Ct value, p=0.004). Regarding the
characteristics of the sample, statistically significant differences were found in the consumption of
dairy, smoked and sausage products, between controls and patients. Some correlations were found
between variables such as the gene expression of Firmicutes spp (p=0.005, r=0.679) with the weight
(kg) in the group of patients, the concentration of viral RNA and the consumption of red meat
(p=0.038, r=0.539) in the control group; among other statistically significant correlations (p<0.05).
This study allowed to acquire a general vision about the state and dynamics of the microbiota and
the intestinal virome, in pediatric population with ALL, when we compared it with healthy pediatric

controls.

Key words: cancer, leukemia, microbiota, bacteria, virus.
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5. ANTECEDENTES

5.1 ANTECEDENTES GENERALES

5.1.1 Leucemias agudas

Las leucemias agudas son enfermedades clonales malignas de las células hematopoyéticas de la
médula ésea caracterizadas por la presencia de blastos, que sustituyen progresivamente el tejido
hematopoyético normal, por lo que ocasionan un descenso progresivo de las células normales de
las tres series hematopoyéticas (eritrocitaria, leucocitaria y plaquetaria). Esta panmielopatia se
caracteriza por la apariciéon de una alteracion clonal de los progenitores hematopoyéticos que les
confiere, por un lado, ventaja proliferativa o de supervivencia por distintos mecanismos y, por otro
lado, incapacidad para la diferenciacion hematopoyética normal, con la consiguiente persistencia de
estadios inmaduros en forma de blastos. Se considera diagnéstico de leucemia aguda la presencia
de al menos 20% de blastos en la médula 6sea o sangre periférica. Las leucemias agudas
constituyen el 3% de las neoplasias y el 50% de todas las leucemias. Desde el punto de vista
etiolégico, se clasifican en leucemias de novo y leucemias secundarias (tratamiento quimio-
terapéutico/radio-terapéutico previo o evolucién clonal de otra enfermedad hematolégica) (Obeso
Fernandez, Carretero Lopez, y Pérez Corral, 2014). Se reconocen dos grandes familias de leucemia
aguda: la linfoblastica (LLA) de lineas linfoide B o T y la mieloblastica (LMA) (Jaime Pérez y Gémez
Almaguer, 2009).

5.1.2 Leucemia linfoblastica aguda (LLA)
La LLA es la consecuencia de la transformacion maligna de una célula progenitora linfoide inmadura
que tiene la capacidad de expandirse y formar un clon de células progenitoras idénticas bloqueadas

en un punto de su diferenciacion (Lassaletta Atienza, 2010).

La leucemia puede infiltrar cualquier 6rgano o tejido, si bien lo mas comun es observar infiltracion en
el bazo, ganglios e higado; la variedad linfoblastica infiltra los dos primeros con mas frecuencia que
la mieloblastica. La causa exacta de la leucemia aguda se desconoce. Hay una tendencia familiar,
ya que los hermanos de un paciente con leucemia, sobre todo si se trata de gemelos idénticos, tienen
mayor riesgo de ser afectados que los que no tienen familiares con este problema. En algunos casos
se corrobora claramente la exposicidon a agentes mutagenos, como la radiacién o a quimicos como
los derivados del benceno. También es posible que algunos medicamentos como el cloranfenicol, o
los antineoplasicos alquilantes, como la ciclofosfamida puedan causar alteraciones que ocasionen
la aparicion de la leucemia. Por otra parte, la leucemia aguda es mas frecuente en individuos con
trisomia 21 y otros trastornos hereditarios al igual que en los sujetos con inmunodeficiencias

congénitas o adquiridas (Jaime Pérez y Gbmez Almaguer, 2009).
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Se ha dado mucha importancia al papel de los virus en el estudio de la etiologia de las leucemias.
Esto es debido a que la mayoria de las LLA se producen en un periodo de la vida en el cual el sistema
inmune esta en desarrollo y podria ser mas susceptible a los efectos oncogénicos de determinados
agentes virales. Hasta el momento, el virus de Epstein-Barr, en la LLA-L3, y los VLTH | y I, en
algunos casos de leucemias del adulto, han sido los Unicos con una clara asociacion (Lassaletta
Atienza, 2010).

5.1.2.1 Incidencia

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia mas frecuente en la infancia, constituyendo el
75-80% de todas las leucemias agudas de la edad pediatrica. El 25% y el 19% de todos los tumores
en menores de 15y 19 afos, respectivamente, son LLA. La supervivencia de los pacientes con LLA
se ha incrementado notablemente en las ultimas décadas, pasando de una supervivencia de menos
del 10% en los afios 60, a presentar con los tratamientos actuales, una supervivencia libre de
enfermedad que actualmente se aproxima e incluso supera al 90% en los paises mas desarrollados.
A pesar de estos excelentes resultados, todavia un pequefio grupo de pacientes, en torno al 10-20%
fracasan al tratamiento. El pico de incidencia maximo se establece entre los dos y los cinco afios de
edad. En cuanto al sexo, la LLA predomina ligeramente en los varones, sobre todo en la edad
puberal. Las diferencias geograficas son notables en esta enfermedad: mientras que, en los paises
menos desarrollados, como el Norte de Africa y Oriente Medio, predominan los linfomas y las LLA
de estirpe T, en los paises industrializados, la LLA de estirpe B es la mas frecuente de las hemopatias
malignas. Este hecho se ha relacionado con la mayor facilidad para la exposicién a determinados
agentes medioambientales “leucemégenos” en los paises industrializados. En los paises con
poblaciones heterogéneas, se ha observado una mayor incidencia de LLA en la raza blanca
(Lassaletta Atienza, 2010).

5.1.2.2 Clasificacion

Morfolégica. La leucemia linfoblastica aguda presenta por lo menos tres variantes morfolégicas
definidas: L1, L2 y L3; la diferencia entre un grupo y otro se basa en el tamafo, el grado de
maduracion del nucleo, la presencia de nucléolos y vacuolas. La L1 es la mas uniforme de todas y
la menos indiferenciada, con células de tamafo pequefo y escaso citoplasma; la L2 consiste en
linfoblastos de tamafio variable, nucléolos mas evidentes y menos diferenciados, la L3 (tipo Burkitt)
se caracteriza por células grandes, indiferenciadas, con nucléolos evidentes y numerosas vacuolas
que incluyen el nucleo y el citoplasma similares a las observadas en el linfoma de Burkitt (Figura 1).
Esta clasificacion la propuso hace mas de 20 afios un grupo de investigadores franco-americano-
britanicos (FAB); es la clasificacion morfolégica de mayor aceptacién internacional (Jaime Pérez y

Gdmez Almaguer, 2009).
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Figura 1. Mor?ologia diferencial de los trés tipos de leucemia linfoblastica aguda. De

izquierda a derecha: L1,

L2 y L3 (Ruiz Arguelles, 2003).

La aparicion de los anticuerpos monoclonales y las mejoras que se han realizado en las técnicas de

citometria de flujo y de reaccién en cadena de la polimerasa han permitido clasificar las LLA en

distintos tipos, segun el estadio madurativo de sus linfoblastos (Lassaletta Atienza, 2010).

Inmunolégica. Segun la existencia de ciertos marcadores inmunoldgicos que definen la linea linfoide

0, dicho de otra forma, el estadio madurativo de origen, la LLA se subdivide en los siguientes grupos:

o Inmunofenctipo B/leucemia linfoblastica B. Definido por los marcadores CD79a

citoplasmatico, CD22 citoplasmatico, CD19 positivos.

LLAB1, pre-B o pro-B. LLA de precursor B precoz. Se caracteriza por la positividad
de marcadores (TdT+ y CD34+) y negatividad de marcadores CD20- y CD10-.
LLAB2. LLA B comun. Se caracteriza por tener ademas positividad para el marcador
CALLA o CD10.

LLABS3. LLA pre-B. Sus células presentan, por su estadio algo mas de maduracion,
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas intra-citoplasmaticas, que son negativas
en los estadios anteriores.

LLAB4 o LLAB madura o tipo Burkitt. El rasgo distintivo es que los blastos tienen,
debido a su madurez, inmunoglobulinas de superficie positivas. Ademas, son
negativas para TdT, a diferencia del resto de variantes de inmunofenotipo B. Son

positivas también para los marcadores mas maduros.

La LLA B1, B2 y B3 segun la clasificacion inmunolégica pueden corresponder a variantes

morfolégicas L1 o L2 mientras que LLAB4 o madura o tipo Burkitt se corresponde siempre con la

variedad morfoldgica L3 (Obeso Fernandez et al., 2014).

o Inmunofenotipo T/leucemia linfoblastica T. Definido por el marcador CD3 citoplasmatico +.

Son TdT positivas y se corresponden con las formas L1 y L2. También presentan cuatro
variantes: LLAT1 o pro-T, LLAT2 o pre-T, LLAT3 o cortical y LLAT4 o madura (Obeso
Fernandez et al., 2014).
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5.1.2.3 Genética molecular

El estudio de las alteraciones en la genética molecular de la LLA ha permitido mayor avance en la
comprension de la fisiopatologia de las leucemias, su prondstico y la eleccion racional del tratamiento
mas adecuado. Los hechos que en general se relacionan con el desarrollo de LLA son tres: la
expresion aberrante de protooncogenes, las translocaciones cromosdmicas que dan origen a genes
de fusién que codifican cinasas activas y factores de transcripcion alterados, y la hiperdiploidia,

resultante en la presencia de mas de 50 cromosomas (Jaime Pérez y Gomez Almaguer, 2009).

Las alteraciones genéticas descritas contribuyen a la transformacion leucémica de la célula
hematoprogenitora de la médula 6sea o de su descendencia inmediata; se alteran asi las funciones
celulares mas indispensables, principalmente se aumenta el potencial de autorrenovacion de manera
ilimitada o se impide la diferenciacién celular y promueve la resistencia a las sefales de apoptosis o
muerte celular, todo lo cual contribuye a la supremacia y la perpetuacion de las células
hematopoyéticas malignizadas. Un ejemplo importante de una anormalidad primaria es la
translocacién 9;22 (cromosoma Filadelfia), que produce una proteina de fusion denominada BCR-
ABL que altera los mecanismos de proliferacién, supervivencia y autorrenovacion de las células
hematoprogenitoras, lo que conduce a grandes ventajas de proliferacion de la clona leucémica; este
trastorno se presenta en la leucemia granulocitica crénica (LGC), pero también en el 25% de la LLA

del adulto y en menor grado en la LLA de la infancia (3%) (Jaime Pérez y Gémez Almaguer, 2009).

El ejemplo mas notable de los factores de transcripcidon quiméricos, es decir, los que resultan de la
fusion de dos diferentes factores, es el TEL-AML1, que depende de la translocaciéon 12;21, lo que
conduce al cierre de la estructura cromatinica e inhibicion de la transcripcion, alterando las
propiedades de diferenciacion y autorrenovacion de la célula madre hematopoyética. Las
translocaciones y los reordenamientos genéticos resultantes tal vez sean por si mismos insuficientes
para causar la leucemia aguda; es probable que se requiera de un segundo grupo de mutaciones
que alteran tanto la proliferacion como la supervivencia de las células hematoprogenitoras
malignizadas. En este grupo de hechos se encuentra la sobrexpresion del receptor FLT-3 de la
cinasa de tirosina y las proteinas que participan de manera colectiva en la llamada via del
retinoblastoma, p53, p107 y p130, cuyo papel es controlar la entrada de las células al ciclo celular
(Jaime Pérez y Gémez Almaguer, 2009).

10
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5.1.2.4 Cuadro clinico

La presentacion clinica de los pacientes con LLA refleja la infiltracion de la médula dsea por parte de
los blastos y la extension extra-medular de la enfermedad. Los sintomas mas frecuentes al
diagnostico son aquellos relacionados con la insuficiencia medular: anemia (palidez, astenia),
trombopenia (equimosis, petequias) y neutropenia (fiebre) (Lassaletta Atienza, 2010). Otros
sintomas frecuentes de la LLA son: compromiso del estado general (81%), palidez (66%), fiebre
(60%), dolor 6seo (30%) y purpura (24%). Los hallazgos mas comunes en el examen fisico son:
hepatomegalia, adenomegalia, esplenomegalia. EIl hemograma siempre es anormal con anemia,
trombocitopenia, neutropenia y/o linfoblastos (Torres Ramos, Anticona Huaynate, Galvez Calla, y
Florian, 2006).

Los pacientes que sufren LLA presentan generalmente sindromes hemorragicos, anémico, o
infiltrativo, aisladamente o en combinacion. La hemorragia puede deberse a trombocitopenia por
invasion leucémica de la médula 6sea. La anemia se debe también a la invasion tumoral de la médula
6sea y habitualmente es mas grave en la leucemia linfoblastica. De manera interesante, la anemia
grave es un dato de buen prondstico en la leucemia linfoblastica infantil. El sindrome infiltrativo
supone crecimiento de ganglios, bazo o higado. La expansion de la cavidad medular por proliferacién
celular monoclonal puede causar dolores éseos. Las LLA de linfocitos T con frecuencia generan
crecimiento de timo visible en radiografia de térax. Sélo la mitad de los enfermos con leucemia aguda
muestran incremento en los leucocitos, una cuarta parte tiene cifras de leucocitos en rangos
normales y otra cuarta parte presenta disminucién de los leucocitos. Por ende, nunca debe
descartarse diagnostico de LLA soélo porque la cuenta de leucocitos sea normal (Ruiz Arguelles,
2003).

En algunos individuos, las primeras manifestaciones de la leucemia son en cavidad oral, entre las
que se encuentran: sangrado de las encias, uUlceras en la boca, agrandamiento gingival, candidiasis
y periodontitis. Se sabe que la microbiota oral esta involucrada en la ocurrencia y exacerbacion de
esas complicaciones; se ha demostrado que ciertos miembros de la microbiota contribuyen con el
desarrollo de septicemia, lo cual podria retrasar el tratamiento antineoplasico, comprometiendo su

eficacia o poniendo en riesgo la vida del paciente (Wang et al., 2014).

5.1.2.5 Diagnéstico

La confirmacion del diagnéstico se realiza mediante el estudio morfolégico, citogenético y molecular
del aspirado de médula ésea. La exploracién debe ser exhaustiva y minuciosa. Se debe explorar la
presencia de equimosis, petequias, adenopatias, palidez cutanea, etc. Se debe palpar higado y bazo,
realizar una buena exploracion neuroldégica y en los varones, palpar siempre los testiculos
(Lassaletta Atienza, 2010).
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En la extension de la sangre periférica al microscopio, se suelen observar los linfoblastos (aunque
no siempre aparecen). Se realizara examen del liquido cefalorraquideo siempre en toda leucemia al
diagnostico, para descartar la afectacion inicial del SNC. Una radiografia de térax inicial permite
conocer la existencia de una masa mediastinica. Otros estudios que se realizan al diagndstico son:
ecografia abdominal, estudio cardiolégico (previo al tratamiento, que incluye farmacos cardio-
toxicos), bioquimica sanguinea (LDH, acido urico, calcio, fésforo, transaminasas, etc.), estudio de
coagulacion, pruebas seroldgicas (hepatitis viral, VIH, herpes, CMV, etc.) e inmunoglobulinas. Si el
paciente presenta fiebre, se deben obtener cultivos de sangre, orina y de cualquier lesion
sospechosa e iniciar el tratamiento antibiético adecuado. El diagndstico diferencial se realiza con
otros canceres que afectan a nifios de este grupo de edad y que pueden invadir la médula ésea,
como son el neuroblastoma, linfoma, rabdomiosarcoma, histiocitosis, algunas infecciones subagudas

y cronicas como brucelosis tuberculosis, Epstein Barr y Citomegalovirus (Lassaletta Atienza, 2010).

5.1.2.6 Tratamiento

El tratamiento de un individuo con leucemia aguda siempre debe ser conducido por un hematdlogo
u oncologo capacitado. En la actualidad el tratamiento esta encaminado no solo a mejorar la calidad
y tiempo de vida del paciente, sino que el objetivo debe ser la curacion total de la enfermedad. Esta
se trata con farmacos que atacan la célula leucémica de diferente manera, para ello se utilizan una
combinacion de medicamentos que permite eliminar de manera gradual las células leucémicas en la
mayor parte de los pacientes, en especial los nifios para obtener la curacion total. En condiciones
Optimas, esta curacién puede lograrse en el 80% de los nifios y hasta en 40% de los adultos que

sufren LLA (Jaime Pérez y Gomez Almaguer, 2009). El tratamiento consta de cuatro etapas:

I. Induccion a la remision. El objetivo del tratamiento de induccion a la remision es erradicar mas del
99% de la masa leucémica inicial, restaurar la hematopoyesis normal y alcanzar un estado funcional
normal. Se dice que un paciente esta en remisién completa, cuando no existe evidencia de leucemia
ni en su exploracion fisica ni en el examen de sangre periférica ni de médula 6sea (Lassaletta
Atienza, 2010). La induccién a la remision consiste en la asociacion de farmacos como la vincristina,

prednisona, L-asparaginasa, antraciclinas y ciclofosfamida (Obeso Fernandez et al., 2014).

Los valores en sangre periférica deben ajustarse a los normales para la edad del paciente y la médula
Osea debe tener una celularidad normal, con menos del 5% de blastos. La remisién completa incluye
también la ausencia de afectacion del SNC o de afectacién extra medular. Obtener la remision
completa es la base del tratamiento de la LLA y un requisito imprescindible para tener una
supervivencia prolongada. Tras el ingreso inicial (aproximadamente 10-15 dias), el paciente acude
casi a diario al hospital para recibir la quimioterapia, mientras en casa recibe quimioterapia oral
(Lassaletta Atienza, 2010).
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Il. Intensificacién/consolidacién. Tras alcanzar la remision completa, se realiza una consolidacién con
metotrexato, Ara-C y otros farmacos (Obeso Fernandez et al., 2014). Este esquema es generalmente
usado para erradicar la resistencia a drogas de las células leucemias residuales reduciendo el riesgo
de recaida. Los pacientes ingresan en el hospital durante periodos de 4-6 dias para recibir los ciclos
de quimioterapia. Posteriormente, se realiza una reinduccién, que consiste en la repeticion del
tratamiento de induccién con ligeras modificaciones a los tres meses de adquirir la remisiéon completa
(Lassaletta Atienza, 2010).

Il.  Mantenimiento. Los pacientes con LLA requieren tratamientos de mantenimiento muy
prolongados. Se ha comprobado que algunos pacientes que estan en aparente remision completa,
al analizar sus células con técnicas de biologia molecular, se encuentra enfermedad minima residual.
Es por ello que los tratamientos de mantenimiento se mantienen, al menos, durante dos afios, con
reevaluaciones frecuentes para la deteccién de recaidas. El tratamiento estandar de mantenimiento
consiste en la administracion de mercaptopurina a diario y de metotrexato semanal. Los pacientes
realizan el tratamiento de forma ambulatoria, acudiendo a sus revisiones cada 2-4 semanas. Durante

el mismo, reciben profilaxis anti infecciosa (Lassaletta Atienza, 2010).

Siempre se debe hacer una neuroprofilaxis junto con cada ciclo de quimioterapia, ya que sin ella se
produce recidiva meningea hasta en el 50% de los casos, al persistir las células leucémicas dentro
del sistema nervioso por la dificultad de la quimioterapia para atravesar la barrera hematoencefalica.
Realizando neuroprofilaxis, el porcentaje de recidivas meningeas baja hasta el 3%. La
neuroprofilaxis se realiza con quimioterapia intratecal con metotrexato, Ara-C y esteroides. En la LLA
Filadelfia positiva se debe asociar al tratamiento el imatinib u otros inhibidores de tirosina cinasa, ya
que mejoran la respuesta y la supervivencia de estos pacientes. En los casos de alto riesgo, en los
que se pueda realizar, esta indicado el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (Obeso
Fernandez et al., 2014). El objetivo del tratamiento del SNC es destruir las células que
potencialmente se pudieron o se puedan introducir al SNC. Si todas las etapas anteriores se
completaron o hubo recaida de la LLA y ésta se traté con éxito se pasa a una etapa de vigilancia por
un periodo minimo de dos anos. Lo ideal es que la vigilancia sea de por vida del paciente (Jaime

Pérez y Gémez Almaguer, 2009).

5.1.3 Microbiota intestinal

Se denomina microbiota intestinal al conjunto de microorganismos que reside en el intestino humano
y que establece relaciones simbidticas entre ellos y con el huésped. El material genético de las
bacterias que colonizan el cuerpo, denominado microbioma, contiene entre 100 y 150 veces mas
genes que el propio genoma humano; es decir que, de cada 10 células, nueve son bacterianas y una
es humana. El intestino contiene 1,014 especies bacterianas (es la mayor densidad microbiana de

cualquier habitat en todo el mundo), de las cuales el 95% vive en el colon (Kawior et al., 2014).
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La masa de bacterias en la materia fecal representa el 1-3% del peso corporal. Gracias al desarrollo
de técnicas modernas de secuenciacion del ADN se han analizado poblaciones completas de
microorganismos en sus habitats naturales sin necesidad de aislarlos ni cultivarlos. La metagendmica
analiza los genes microbianos y las proteinas expresadas por la microbiota, lo cual permite dilucidar

su funcion potencial (Holmes, Li, Marchesi, y Nicholson, 2012).

La microbiota intestinal, como un érgano exteriorizado o virtual, aumenta la capacidad fisiolégica y
metabdlica del huésped, ya que favorece el desarrollo de la red capilar submucosa y del sistema
inmune, y posee 80 familias de glucosa-hidrolasas capaces de degradar la fibra no digerible por los
seres humanos. Es por ello que el metabolismo debe entenderse como la suma del metabolismo del
huésped y el de las bacterias que lo habitan, en su conjunto. La microbiota es crucial para la salud y
el bienestar; actia como barrera intestinal y protege contra ciertos patdgenos, participa en el
desarrollo de las microvellosidades intestinales y en la transformacion de acidos biliares conjugados,
produce vitaminas (B12 y K), colabora en la extraccion de energia de la dieta a través de la
fermentacioén de la fibra y es un importante regulador del desarrollo del sistema inmune. Diversas
moléculas producidas por Ila microbiota intestinal tienen actividad inmuno-moduladora:
oligonucleodtidos, péptidos y proteinas, acidos grasos de cadena corta, lipo-polisacaridos,
peptidoglicanos, acidos biliares, productos de degradacion de la colina y endocannabinoides
(Holmes et al., 2012).

Mientras que hay muchas especies de microrganismos en comun en todos los humanos, los estudios
han demostrado que la composiciéon de la microbiota puede variar ampliamente entre individuos.
Estas diferencias se han relacionado a varios factores como la lactancia, el sexo y la dieta. En adicion
a los factores ambientales, estudios recientes apoyan un papel clave de la genética en el tipo de
microbiota intestinal. De hecho, la composiciéon es similar en individuos relacionados que en
personas que no lo estan. Adicionalmente se encontré que la composicion del microbioma esta
relacionada con el tipo de tejido y, por lo tanto, influenciada por la expresion genética del hospedero
en el tejido especifico que interactua con la microbiota. En conjunto, estos resultados sugieren que
la variacién genética del hospedero afecta la composicion de la microbiota a través de los genes y
la expresion de proteinas. A pesar de esto, se conoce poco a cerca del juego entre la variaciéon de
genética humana, la expresion de los genes y la variacion en la composicion de la microbiota y el

efecto de estos factores en la susceptibilidad a enfermedades complejas (Richards et al., 2016).

5.1.4 Viroma

Los virus son las entidades biolégicas mas abundantes en la biosfera, se han determinado y
clasificado en multiples especies y ecosistemas, como ecosistemas marinos, agua fresca de lagos y
en el intestino humano, sin embargo, debido a la gran diversidad de sus genomas y morfologia es

dificil cultivar nuevos virus o explorar las poblaciones de manera extensa (L. Guo et al., 2017).

14



C I O j
U Centro de Investigacion Oncoldgica ®
Una Nueva Esperanza - UPAEP

A través de la metagendmica se ha logrado una aproximacion en el conocimiento de la diversidad
molecular de los virus incluyendo los virus que forman parte del viroma (L. Guo et al., 2017). El
componente viral del microbioma humano se conoce como viroma, el cual es una coleccion de todos
los virus que se encuentran en los humanos, incluyendo virus que causan infecciones agudas,
persistentes o latentes y los virus integrados dentro del genoma humano como los retrovirus
endogenos. El viroma humano incluye virus eucariontes y procariontes (bacteriéfagos). Los virus
eucariontes claramente tienen efectos importantes en la salud de los humanos. Las infecciones
virales de humanos incluyen infecciones agudas y auto-limitadas, infecciones agudas fulminantes y
sin controlar e infecciones cronicas que pueden ser asintomaticas o asociadas a enfermedades
serias, incluso fatales como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Wylie, Weinstock, y
Storch, 2012).

La conformacion del viroma de cada persona esta influenciada por su localizacion geografica, edad,
estilo de vida, incluso la estacion del afo, mientras que la susceptibilidad a enfermedades virales es
afectada por la inmunidad pre-existente y la genética tanto humana como de los virus (Delwart,
2013).

Actualmente el estudio del viroma representa un reto por diversas razones. En primer lugar, los virus
no contienen regiones genéticas conservadas como el gen 16S rRNA que es usado para clasificar
bacterias; en su lugar la comunidad viral completa debe ser muestreada y las secuencias gendémicas
virales se comparan con secuencias de referencia virales conocidas. El éxito de este proceso esta
actualmente limitado por el hecho que muchos virus aun no han sido caracterizados y no se incluyen
en las bases de datos de referencia viral. EI segundo reto en estudiar el viroma es que el material
genético viral puede ser una proporcion pequefia del total de los acidos nucleicos en la comunidad
bacteriana debido al tamafio pequefio del genoma de la mayoria de los virus y su baja presencia en

algunos casos (Wylie et al., 2012).

Caracterizar todos los virus humanos requiere colectar una gran cantidad de muestras alrededor del
mundo, de un gran numero de pacientes que puedan presentar sintomas de origen inexplicable, asi
como los sujetos sanos que estén epidemiolégicamente relacionados; se deben realizar estudios
metagendmicos de muestras como sangre, secreciones respiratorias, heces, orina, piel, tejidos;
entre otros. Todo esto hace complicado tener una vision completa del viroma humano (Delwart,
2013). Las aplicaciones inmediatas del estudio del viroma estan relacionadas con el descubrimiento
de nuevos patdgenos virales o virus con tropismos que no se conocian (Wylie et al., 2012). También
el estudio del viroma nos podria aportar informacion del origen viral de algunas enfermedades auto-
inmunes como diabetes, que podria estar relacionada con ellos o de muchos virus humanos

carcinogénicos que contintian sin caracterizar (Delwart, 2013).
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5.1.4.1 Bacteriéfagos

Los bacteriéfagos o fagos que se definen como virus que infectan a bacterias, se descubrieron en la
segunda década del siglo XX, pero recientemente han tomado importancia como reguladores de las
poblaciones bacterianas en sus ecosistemas naturales; por lo tanto, aparecen también como actores
que se relacionan directamente con la salud humana. Las poblaciones bacterianas pueden cambiar
y evolucionar mediante la adquisicion de nuevos genes transferidos por fagos, pero también
mediante depredacién y lisis causada por fagos. Considerando que los fagos afectan a las
poblaciones bacterianas existen dos opciones posibles: los cambios en las bacterias pueden causar
variaciones en la distribucion de fagos o cambios en la poblacion de fagos puede causar disbiosis.
AuUn no es claro si los fagos pueden ser detectados facilmente por el sistema inmune o pueden
interactuar con él; justo después de su descubrimiento, se observé que existen anticuerpos

circulantes contra algunos fagos en suero de humanos y animales (Navarro y Muniesa, 2017).

Se sabe que los bacteriofagos actian en contra de las bacterias, pero son inertes para células
eucariontes por las diferencias que existen en las moléculas de la superficie celular y la maquinaria
intracelular que es clave en la replicacion de los fagos, lo cual quiere decir que los fagos no son
patdgenos de humanos, sin embargo, nuevas observaciones sugieren que los fagos no son neutrales
para los organismos superiores pues pueden afectar procesos fisiolégicos e inmunolégicos. Los
bacteriéfagos son un grupo muy diferenciado de virus y al menos algunos de ellos, se sabe que
pueden influenciar en procesos cancerosos, asi como afectar al sistema inmune activando la
respuesta, por ejemplo, la excrecion de citocinas. Algunos virus son conocidos como oncoliticos,
pues se propagan en células tumorales mucho mas eficientemente que en células normales, por
ejemplo, Adenovirus se replica efectivamente en células cuando la proteina p53 esta inactivada. El
virus de la estomatitis vesicular (VSV) se replica en células tumorales, pues muchas de estas carecen
de interferon alfa. Por otro lado, se ha propuesto que los fagos podrian tener actividad anti
cancerigena. Bloch en 1940 mostré que la acumulacion de fagos en tejido canceroso causo la
inhibicién en el crecimiento tumoral. Algunos datos presentados después por Kantoch y Mordarski
en 1950, demostraron la union de fagos a células cancerosas de forma in vivo e in vitro. Otros
estudios posteriores realizados por Dabrowska en 2004, demostraron la unié del bacteriéfago T4 a
células de melanoma y propuso el mecanismo posible. También se sabe que los bacteriéfagos
inducen y modulan la respuesta inmune en organismos superiores; pueden afectar la produccion de
radicales libres y la funcion fagocitica de células, inhiben la activacion y proliferacion de células T,
pueden regular a la baja la migracién de células mononucleares y granulocitos hacia los aloinjertos
y mitigar su pérdida. Los fagos pueden inhibir la interleucina 2, el factor de necrosis tumoral (TNF,
por sus siglas en inglés: tumoral necrosis factor) y algunos tipos de interferon como el gamma.
Todas estas observaciones abren una nueva perspectiva en el entendimiento de la biologia de los
bacteriofagos y el desarrollo de terapias con agentes virales (Budynek, Dabrowska, Skaradzinski, y
Gorski, 2010).
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5.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

El intestino humano alberga un gran nimero de microorganismos como bacterias, archaeas, hongos
y virus; que en conjunto se conocen como la microbiota intestinal. Estos microorganismos realizan
una gran cantidad de funciones, las cuales tienen un impacto de largo alcance en la salud de los
seres humanos; dentro de estas actividades se encuentran: extraer energia de carbohidratos que no
son asimilables por el huésped, produccion de vitaminas, promueven la homeostasis del sistema
inmune y pueden prevenir la colonizacién del intestino por patégenos; entre otras (Hall, Tolonen, y
Xavier, 2017). Hoy en dia se reconoce que el microbioma humano es un componente importante de
la salud de las personas; los estudios realizados, demuestran que existen diversos factores que
determinan la estructura la microbiota humana como la edad, la dieta, la localizacion geografica, el

tratamiento con antibiéticos y las enfermedades (De Vlaminck et al., 2013).

Los virus habitan todas las superficies del cuerpo humano incluyendo la boca, el tracto
gastrointestinal, vias aéreas y el torrente sanguineo que antes estaba considerado como un
ambiente estéril; la mayoria de los virus son bacteriéfagos. El viroma intestinal ha sido objeto de
estudio desde 2003, cuando Breitbart et al. identificaron las secuencias virales de una muestra de
materia fecal de un individuo sano, encontrando 1,200 virotipos diferentes los cuales pertenecen en
su mayoria a la familia Siphoviridae y fagos temperados; seguidos por los miembros de la familia
Podoviridae (Tabla 1). Se sabe que la composicion del viroma es dinamica y cambia en funcién de

muchos factores como la alimentacién y el ambiente (Columpsi et al., 2016).

Tabla 1. Familias de virus reportados con mayor frecuencia en el viroma intestinal (Columpsi et al., 2016).

Tipo de virus (por su

material genético) Familia/especie

ADN de cadena simple | Microviridae, Inoviridae.

Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae, Tectiviridae, Leviviridae, Inoviridae.
ADN de doble cadena

Rotavirus, Astrovirus, Calicivirus, Norovirus, virus de Hepatitis E, Coronavirus,
ARN Torovirus, Adenovirus (serotipos 40 y 41).

En el caso de los virus ya se tienen algunos estudios que esclarecen su papel en la dinamica del
ecosistema intestinal y su relacion con algunas patologias, sin embargo, es un area de estudio
reciente en la cual no se ha indagado lo suficiente. Extrapolando los datos disponibles de la
diversidad viral, se llegdé a estimar que aun hay 320,000 virus de mamiferos que aun no han sido
descubiertos, lo cual provee evidencia que el viroma debe ser considerado en estudios del

microbioma bacteriano (Handley, 2016).
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5.2.1 Microbiota intestinal y su relacion con patologias

La microbiota intestinal despertd gran interés en la ultima década a partir de trabajos que la
vincularon con diversas patologias, como enfermedades inflamatorias del intestino, trastornos
alérgicos y autoinmunes, cancer de colon, sindromes neuro-psiquiatricos, enfermedades
metabdlicas, como obesidad, enfermedad cardiovascular y diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Se ha
postulado que algunos sindromes neuro-psiquiatricos estarian relacionados o se deberian al efecto
de comunicacion cruzada entre el cerebro y el sistema inmune intestinal: esquizofrenia, trastornos
del animo, autismo, trastorno obsesivo-compulsivo, trastorno por déficit de atencion, anorexia,
narcolepsia y sindrome de fatiga crénica. La influencia de la microbiota en la quimica del cerebro fue
demostrada en forma convincente en roedores. Las alteraciones cognitivas y conductuales en
individuos genéticamente susceptibles podrian resultar de la alteracion de la barrera
hematoencefalica y la formacion de auto-anticuerpos. Algunas bacterias intestinales producen
sustancias neuroactivas, como acido y-aminobutirico (GABA) y serotonina, que tienen efectos
ansioliticos y antidepresivos en el eje intestino-cerebro y han sido denominadas psicobiéticos. La
microbiota participa, ademas, en la expresion de factores vitales para el SNC, como el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el receptor del N-metil-D-aspartato (NMDAR). Estas
sustancias estan disminuidas en ratones germ-free (sin gérmenes), mientras que aumentan con la
administracion de pre y probidticos y muestran efectos ansioliticos. Los lipo-polisacaridos (LPS)
alteran la actividad neuronal del sistema limbico y comprometen la funcion serotoninérgica (Bested,
Logan, y Selhub, 2013).

Recientemente se ha establecido de manera clara la relacion entre la microbiota intestinal y la
fisiopatologia de la obesidad y se sabe que juega un papel significativo en el desarrollo de la misma.
Los estudios que se han realizado en humanos y en roedores sugieren que la presencia del
microbioma intestinal incrementa el riesgo de ganar peso y desarrollar resistencia a la insulina. Se
han propuesto varios mecanismos para explicar el rol de la microbiota intestinal en la progresion de
la obesidad, por ejemplo, aumento en la capacidad energética, inflamacion en bajo grado,
endotoxemia y otras interferencias metabdlicas. Recientemente se ha generado gran cantidad de
literatura para explorar el rol de la microbiota intestinal (especialmente la comunidad bacteriana) en
la regulacién metabdlica. Por lo tanto, la modulacion de la microbiota intestinal ha sido considerada
una de las estrategias mas importantes para desarrollar terapias en contra de la obesidad y diabetes.
El microbioma intestinal es conocido principalmente por su composicion bacteriana y la asociacion
que ya se ha estudiado con la obesidad, sin embargo, otros microorganismos como los virus han
sido descuidados o no se han estudiado a fondo. Los virus juegan un rol critico en mantener la
poblacién bacteriana en un ambiente especifico, por ejemplo, el intestino, en donde establecen una
relacién comensal con sus compafieros. Particulas virales especificas, como los bacteriéfagos
podrian jugar un papel importante en mantener ciertas lineas del microbioma intestinal que estan

relacionadas con la presencia de obesidad (Yadav, Jain, Nagpal, y Marotta, 2016).
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5.2.2 Microbiota intestinal y cancer

La microbiota modula la inflamacién, influye la estabilidad del genoma de las células del huésped y
produce metabolitos que funcionan como inhibidores de las deacetilasas de histonas. De este modo
la microbiota podria regular epigenéticamente la expresion de genes del huésped. Ciertos
metabolitos de las bacterias, como el sulfuro de hidrégeno, especies reactivas de O: y los acidos
biliares, han sido involucrados en la carcinogénesis, mutaciones y alteraciones del ADN, proliferacion
de células epiteliales y formacion de criptas aberrantes en el desarrollo de cancer colorectal. La
inflamacion crénica y la secrecién de citocinas inflamatorias vinculan la colitis ulcerosa con el cancer
de colon. De hecho, se investiga la potencial accion terapéutica de pre y probiéticos como inmuno-
moduladores en estas patologias. Distintos trabajos sugieren la influencia de la microbiota en el
metabolismo de los estrogenos y su relacion con el cancer de mama y de préstata (Kawior et al.,
2014).

Hay evidencia que sugiere que las alteraciones en la regulacion del ambiente del hospedero
(disbiosis, crecimiento excesivo de algunas especies de bacterias comensales, factores en la dieta,
co-presencia de patdgenos facultativos incluyendo a los virus y cambios en las caracteristicas de la
mucosa) pueden desencadenar sefalizacion aberrante de sistema inmune innato, asi contribuyendo
al desarrollo de inflamacién intestinal y cancer de colon asociado al individuo susceptible. La mala
funcion de la respuesta inmune innata determinada genéticamente puede crear un ambiente
inflamatorio que promueva el desarrollo de un tumor, como la mutacién TLR4-D299G. Se ha
descubierto que factores genéticos, ambientales y la dieta de las personas influyen en el desarrollo
y la progresién de cancer colorectal (CRC). Recientemente se ha acumulado evidencia que asocian
la microbiota intestinal con el inicio y la progresién de la enfermedad. Los estudios recientes han
demostrado que los individuos con cancer colorectal presentan alteraciones en la composicion de
las bacterias intestinales, sin embargo, aun no es claro si esas diferencias conducen al desarrollo de
cancer o si son una respuesta a la formacion de tumores; estas conclusiones se han obtenido en la
comparaciéon con controles sanos. La evidencia de la asociacion de las bacterias intestinales
humanas con CRC han derivado de la tecnologia de secuenciacion masiva hasta la fecha, provista
de tres estudios independientes que investigaron la composicién microbiana en pacientes sanos y
etapa tardia de CRC (Cario, 2013).

5.2.3 Microbiota intestinal y leucemia linfoblastica aguda (LLA)

La LLA es el tipo mas comun de leucemia en nifios y adolescentes, los cuales después de su
diagndstico recibiran quimioterapia como parte de su plan de tratamiento, comprometiendo
severamente su salud como resultado de las drogas de quimioterapia, las cuales pueden danar las
células sanas en el revestimiento del sistema digestivo, por lo que algunos disturbios

gastrointestinales se inducen como respuesta a la quimioterapia (Rajagopala et al., 2016)
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La quimioterapia y el tratamiento antimicrobiano tienen un gran impacto en el ecosistema microbiano
del huésped, el cual es esencial para la proteccion de las mucosas del huésped. El efecto citotoxico
de estos tratamientos lleva a un estado de inmunosupresion adicional, lo que implica episodios
febriles de neutropenia e infecciones potenciales de la sangre. El uso de antibiéticos profilacticos o
de tratamiento rompe el balance del microbioma intestinal. Los resultados de la quimioterapia en la
salud gastrointestinal por cambios en la ecologia microbiana incluyen: vomito, diarrea, constipacién
e infecciones por Clostridium difficile asociada a diarrea. En distintos grados, los nifos y los
adolescentes que sobreviven después del tratamiento con cancer experimentan resultados adversos
en el crecimiento y desarrollo, funciones de los érganos, fertilidad y reproduccion, asi como dafios
psicoldgicos. El crecimiento de la poblacién de sobrevivientes de cancer pediatrico refleja un grupo
elevado de individuos vulnerables que probablemente experimentaran resultados adversos en la
calidad de vida durante el transcurso de su vida; como resultado del tratamiento contra cancer. Como
ya se ha mencionado anteriormente, hay evidencia que va en aumento la cual indica que la
composicién gastrointestinal la microbiota puede afectar y es modulada por el sistema inmune de las
personas. Los microbiomas perturbados han sido asociados con competencia inmune deficiente,
cambios metabdlicos como obesidad y mal nutricion, susceptibilidad a infecciones gastrointestinales
y sindromes inflamatorios. Igualmente, muchos estudios del microbioma han examinado el impacto
de los antibidticos en la microbiota de los individuos utilizando secuencias genéticas 16s rRNA o
combinado con meta transcritos. Estos estudios han demostrado que la administracién de
antibiéticos puede perturbar la microflora temporalmente y en algunos casos de manera permanente.
La alteracion del microbioma intestinal puede convertir todo el perfil metabdlico global a favor de la
germinacion y crecimiento de Clostridium difficile. Ademas, los quimioterapéuticos tienen un efecto
en la composicion de la microbiota intestinal. A pesar de la informacién que ya se tiene, hay un
entendimiento limitado de la composicion del microbioma gastrointestinal en pacientes pediatricos y

adolescentes con leucemia y el impacto de los tratamientos (Rajagopala et al., 2016).

Se han realizado estudios en los que se han estudiado las poblaciones de bacterias en pacientes
pediatricos con LLA, en los cuales se ha visto que predominan los géneros Bacteroides, Prevotella
y Faecalibacterium; tanto en pacientes pediatricos con LLA y nifios controles sanos; ambos grupos
de estudio comparten muchos géneros en comun, pero la diversidad de la microbiota en el grupo de
pacientes es significativamente mas baja que en el grupo control (Figura 2). Los géneros bacterianos
Lachnospiraceae y Roseburia (bacteria productora de butirato, el cual juega un papel importante
como fuente de energia en células epiteliales y el mantenimiento del homeostasis del colon) se
encontraron notablemente disminuidos en los pacientes con LLA lo cual pueden incrementar el riesgo
de desarrollar mucositis por quimioterapia y otras complicaciones gastrointestinales. Los cambios
observados en la microbiota son el resultado de diversos factores incluyendo una influencia directa
de los componentes terapéuticos en la microbiota intestinal y un efecto indirecto de la quimioterapia

en el sistema inmune el cual afecta a la microbiota (Rajagopala et al., 2016).
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Figura 2. Géneros bacterianos mas abundantes, encontrados de manera diferencial en pacientes pediatricos
con LLA y controles sanos (Rajagopala et al., 2016).

5.2.4 Estudios del viroma intestinal

Los seres humanos son colonizados por una inmensa poblacion viral, de la cual se sabe por estudios
metagendmicos que en su mayoria es unica para cada individuo. Minot y su grupo de estudio, en el
2013, investigaron el origen y la evolucion del viroma intestinal humano, analizando la comunidad
viral de un individuo durante 2.5 afios por secuenciacion metagenémica profunda (56 billones de
bases de secuencias virales purificadas de 24 muestras de materia fecal). Se encontraron en su
mayoria genomas de bacteriéfagos no estudiados. El 80% de estos bacteriéfagos persistieron a lo
largo de los 2.5 afios de duracion del estudio, indicando estabilidad global a largo plazo. Entre los
distintos tipos virales variaron los mecanismos de sustitucion de bases, las tasas de acumulacion y
la cantidad de variacion. Los fagos temperados mostraron tasas de mutacién relativamente menores,
consistente con la replicacion por ADN polimerasas en el estado de profago integrado. En contraste
la familia Microviridae que son bacteriéfagos liticos con un genoma de ADN circular de una sola
cadena, mostraron tasas de sustitucion altas (>10 por nucleétido cada dia), asi que esa divergencia
en la secuencia durante el periodo de 2.5 afios acercé los valores suficientes para distinguir nuevas
especies virales. En este estudio se infirid que la diversidad extrema de la comunidad viral intestinal
entre cada individuo proviene de dos fuentes: la persistencia de una proporcién pequefa del viroma
global dentro de intestino de cada individuo y la rapida evolucion de algunos miembros del viroma a
largo plazo (Minot et al., 2013).
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5.2.4.1 Viroma intestinal en los primeros anos de vida

Se han realizado estudios en nifios para conocer la dinamica del viroma intestinal en los primeros
afnos de vida, pues los primeros afios son importantes en el desarrollo e influencia de la salud en la
vida adulta. Se conoce bien como se establece la microbiota bacteriana después del nacimiento, sin
embargo, se conoce poco sobre como se establece el viroma. Lim y su grupo de investigacion,
realizaron una investigacién para conocer la dinamica del viroma en los primeros dos afos de vida;
los virus de ARN que se encontraron con mayor frecuencia en las muestras de materia fecal fueron
Enterovirus, Parechovirus, Tombamovirus y Sapovirus, ademas se encontraron con mayor
frecuencia bacteriéfagos que virus de eucariontes de ARN y ADN. En este estudio también se
encontré que la composiciéon del viroma era mas parecida entre gemelos que nifios sin relacién
alguna, ademas observaron que la poblacion de virus eucariontes era pobre en los primeros meses
de vida e incrementa después, sugiriendo que esta poblacion se establece por el contacto con el
ambiente. Los virus de ADN que se encontraron con mayor frecuencia fueron Anellovirus los cuales
incrementan de manera significativa entre los 6 a 12 meses de edad. En contraste con el viroma
eucarionte la riqueza de bacteriéfagos fue mayor en los primeros meses de vida e iba decreciendo
con la edad. Los bacteriéfagos mas abundantes que se encontraron fueron del orden Caudovirus
(Familias: Siphoviridae, Inoviridae, Myoviridae y Podoviridae) y la familia Microviridae. Al examinar
las tendencias a lo largo del tiempo encontraron que la microbiota de los nifios en los primeros afios
de vida, cambia de una diversidad alta en bacteriéfagos y baja diversidad de bacterias a una
diversidad baja de bacteriofagos y alta diversidad bacteriana a los 24 meses de vida (Lim et al., 2015)
Los factores que pueden influenciar la composicién del viroma intestinal en nifios se relacionan con
las diferencias en la forma de nacimiento (cesarea o parto natural), la dieta (leche materna o férmula),
circunstancias que condicionan a un estado de mal nutricidn, la edad, entre otros que aun no han
sido completamente dilucidados (Carding, Davis, y Hoyles, 2017).

5.2.4.2 Viroma intestinal y los cambios relacionados con el tipo de dieta

Se han investigado también los cambios del viroma en relaciéon a la dieta, Minot y su grupo de
investigacion realizaron un estudio con sujetos sanos a los que se les realizé una intervencion en el
tipo de dieta que consumieron (alta en grasa/baja en fibra, baja en grasa/alta en fibra y de libre
consumo), observaron que los viromas permanecieron estables en cada individuo y la variacion
interpersonal fue la fuente de variacion mas grande, incluso cuando los individuos estuvieron
sometidos a la misma dieta, esto otorga la nocién de que la poblacion de fagos son adquiridos
diariamente en un periodo de tiempo prolongado porque los individuos que llevaron la misma dieta

no convergieron en viromas similares (Minot et al., 2011).
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5.2.4.3 Diferencias en el viroma intestinal entre cohabitantes

Se sabe que la mayoria de los virus de la microbiota son bacteriéfagos, virus que infectan bacterias,
con las que establecen relaciones antagénicas o mutualistas. Estudios del viroma han demostrado
que estos bacteriofagos llevan numerosas funciones genéticas que incluyen degradacion del
complemento y de inmunoglobulinas y uniéon de plaquetas entre otras que otorgan beneficios al
huésped. Los bacteriéfagos del microbioma pueden ser persistentes y se pueden compartir entre
personas por contacto directo. Ly y su grupo de investigacion realizaron un estudio de cohorte, en el
que se tomo6 muestra de materia fecal y saliva de 20 sujetos sin relaciéon genética entre ellos, para
discernir si los miembros virales del microbioma pueden ser transmitidos entre personas como
resultado del contacto directo. En este estudio se demostré que numerosos virus del intestino y de
la cavidad bucal son compartidos entre individuos que cohabitan y no estan genéticamente
relacionados. La mayoria de estos virus fueron bacteriéfagos y cada individuo tuvo una ecologia viral
oral e intestinal diferente a las personas con las que cohabitan a pesar del hecho que muchos
bacteriéfagos son compartidos. La distribucion de los bacteriéfagos a lo largo del tiempo entre

cohabitantes indica que fueron transmitidos frecuentemente por contacto directo (Ly et al., 2016).

5.2.4.4 Cambios en el viroma intestinal durante la terapia con antibiéticos

La terapia con antibioticos puede influenciar la composicion del viroma, no modificando directamente
a las particulas virales sino afectando a la comunidad procarionte, por ejemplo, se ha observado que
en la terapia con quinolonas se induce la produccién de la toxina Shiga mediada por profagos en E.
coli, esto en un modelo murino que llevé finalmente a la muerte de los ratones. En un estudio
longitudinal con individuos que recibieron terapia intravenosa a largo plazo contra Staphylococcus
se vio afectado el viroma oral mas que el fecal y no hubo un aumento significativo en los genes de
resistencia a antibiéticos, por otro lado, se han detectado fagos en muestras de sangre de pacientes
sanos y también se han identificado fagos circulantes en muestras de pacientes después de la
administracion oral de antibidticos a pacientes con infecciones bacterianas, mientras que no se

habian detectado estos fagos antes de recibir la terapia (Carding et al., 2017).

Abeles y su grupo de investigacion, en 2015 estudiaron la ecologia de la comunidad viral en la boca
y en la materia fecal y su respuesta a la terapia a largo plazo con antibiéticos en un estudio realizado
en cuatro adultos y cinco controles, hombres y mujeres de diferentes razas (latina, caucasica, afro-
americana y asiatica) y edades (25-73 afos). En esta investigacion se encontraron diferencias
significativas entre las comunidades virales de cada parte del cuerpo, con una comunidad viral mas
heterogénea en la materia fecal comparada con los virus en la saliva, también midieron la diversidad
relativa de los virus y encontraron que los viromas orales fueron significativamente mas diversos que

los viromas en materia fecal (Abeles, Ly, Santiago-Rodriguez, y Pride, 2015).
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En el mismo estudio se encontraron cambios caracteristicos en los miembros de la comunidad
bacteriana oral y fecal en respuesta a los antibioticos, pero los cambios en la comunidad viral fecal
fueron menos distintivos. La mayoria de los virus identificados en ambas superficies corporales
fueron bacteriéfagos. En la cavidad oral encontraron abundancia de papiloma virus en las personas
que estaban tomando antibiéticos, lo que sugiere una asociacion entre los antibioticos y la produccion
de papiloma virus. A pesar de la abundancia de papiloma virus identificados, la terapia con
antibiéticos tuvo un impacto significativo sobre toda la diversidad viral, sin embargo, hubo una
expansion aparente del reservorio de genes involucrados en la resistencia a numerosos tipos de
antibiéticos en el viroma fecal que no fue paralelo en el viroma oral. La aparicion de resistencia a los
antibiéticos en el viroma fecal en respuesta a antibiéticos a largo plazo en humanos, sugiere que los
virus juegan un rol importante en la resiliencia de las comunidades humanas microbianas a las
perturbaciones por antibidticos. Estos autores también caracterizaron las familias de virus
identificadas en todos los sujetos, para determinar si existian diferencias entre la cavidad oral y el
intestino. Se encontraron virus homodlogos de la familia Caudovirus, incluyendo Mpyoviridae,
Podoviridae y Siphoviridae. Los Siphovirus generalmente tienen estilos de vida temperados y
representan la mayoria de las familias de virus identificados. También identificaron virus de ADN de
una sola hebra, dentro de los que incluian las familias Inoviridae y Microviridae. La familia
Microviridae fue mas comun en el viroma intestinal, mientras que solo algunos fueron encontrados
en la cavidad oral. Dentro de otros virus identificados, presentes en los viromas intestinales y orales

estuvieron Herpesvirus, Phycodnavirus, Poxvirus, Mimivirus y Baculovirus (Abeles et al., 2015).

5.2.5 Viroma y su relaciéon con patologias

Hoy en dia se tiene un gran interés en estudiar el viroma humano y entender como éste puede
contribuir a mantener la salud y en la patogénesis de enfermedades crénicas. El viroma humano es
estable y Unico para cada persona, esta dominado principalmente por fagos y se desarrolla después
del nacimiento paralelamente a la comunidad de procariontes hasta que se establece durante los
primeros afios de vida. Infectando ciertas poblaciones de bacterias los fagos pueden alterar la
estructura de la microbiota, destruyendo las células del huésped o afectando su fenotipo; lo cual
puede llevar a un estado de homeostasis o disbiosis. Algunas alteraciones en el viroma intestinal,
caracterizadas por una reduccién de la diversidad de microorganismos y alteraciones en la barrera
intestinal se han asociado con enfermedades infecciosas y auto inmunes, desérdenes metabdlicos
y enfermedades cardiovasculares. Un mecanismo que se ha propuesto es la translocacién de los
virus presentes en la microbiota intestinal a través de la barrera del epitelio, particularmente en
situaciones que alteran y aumentan la permeabilidad del mismo. Se sabe que el VIH-1 y algunos
Rotavirus pueden escapar del intestino y migrar a los tejidos periféricos, por lo tanto, los pacientes
infectados pueden verse afectados por estos mecanismos de translocacién y presentar procesos de

inflamacion sistémica (Carding et al., 2017).
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Estudios recientes han demostrado el aumento de la poblacion de bacteriéfagos intestinales, que se
correlaciona de manera inversa con cambios en la diversidad bacteriana durante la enfermedad
inflamatoria del intestino (IBD por sus siglas en inglés, inflammatory bowel disease); esto mostro el
rol contribuyente del viroma entérico en esta enfermedad y la disbiosis bacteriana, lo cual provee
evidencia que el viroma debe ser considerado en estudios del microbioma bacteriano (Handley,
2016).

Algunas infecciones virales han sido asociadas con el inicio del proceso que dafia las células 3 del
pancreas y llevan a diabetes tipo |, pero de manera general el rol de los virus permanece sin resolver.
En el 2015, Kramna y su grupo de investigacién, secuenciaron el viroma intestinal de nifios que
desarrollaron autoinmunidad temprana contra los islotes del pancreas antes de los dos afios de edad
y posteriormente desarrollaron diabetes tipo I. El estudio consistié en secuenciar el viroma intestinal
en muestras de materia fecal de 19 nifios y 19 sujetos de control, recolectadas a los 3, 6 y 9 meses
antes del inicio de la auto-inmunidad. Los resultados encontrados por este grupo, sugieren que no
hay cambios dramaticos en el viroma intestinal entre los nifios que desarrollaron autoinmunidad
contra las células de los islotes y los sujetos control. Los virus humanos que se detectaron con mayor
frecuencia pertenecen a la familia Picornavirus: Parechovirus humano y Enterovirus humano, que es
el candidato viral mas estudiado que desarrolla autoinmunidad de los islotes y diabetes tipo 1. Los
autores sefialan que los virus no humanos merecen estudios posteriores debido a que la poblacion
de fagos en este estudio, fue abundante y mas estable con el paso del tiempo que los virus humanos
(Kramna et al., 2015).

Hariom y su grupo de investigadores, abordaron la hipétesis basica que los virus son una parte
importante del mundo microbiano y se encuentran en abundancia en el intestino humano. Este grupo
de investigacién estudié si el contenido viral tenia alguna correlacion con la obesidad en modelos
murinos. De manera interesante encontraron que el contenido de ADN y ARN viral en la materia
fecal estaba significativamente aumentado en ratones obesos comparado con los ratones con normo
peso. También observaron que la concentracion de ADN y ARN viral se correlaciona positivamente
con el grupo de bacterias Firmicutes, el cual esta asociado con obesidad y se correlaciona de manera
negativamente con los grupos bacterianos Bacteroides y Bifidobacterium los cuales se sabe estan
asociados con delgadez. Esto sugiere que la poblacion viral podria tener un rol en la regulacion del
metabolismo del hospedero y podria impactar en la prevalencia de la obesidad por a través de la
alteraciéon de la composicion del microbioma intestinal. Estos descubrimientos abrieron una nueva
area de investigacion que explora el rol de viroma intestinal en la obesidad y en otras enfermedades
complejas como diabetes, cancer, artritis, entre otras, en las que se han observado cambios en la
microbiota (Yadav et al., 2016).
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Algunas leucemias linfoblasticas agudas (LLA) pueden ser remontadas a un origen prenatal, en
donde una infeccion puede estar involucrada en el primer desarrollo clonal pre-leucemia. El viroma
de 95 nifios que después desarrollaron LLA fue caracterizado a partir de muestras de sangre de
neonatos, utilizando tecnologia de secuenciacidon y comparado con el viroma de 95 controles
negativos para LLA. Las secuencias virales identificadas en ambos grupos fueron retrovirus
humanos enddgenos y fagos de bacterias propidnicas, considerados parte de la flora microbiana
normal. También fueron identificados algunos patdégenos potenciales de humanos como Herpesvirus
tipo 6 y Parvovirus B19, pero Unicamente en algunas cuantas muestras, tanto de LLA como en los
controles. A pesar de que varios candidatos de origen viral fueron identificados por secuenciacién
masiva, la confirmacion posterior por PCR en tiempo real no muestra una diferencia significativa de
expresion diferencial de estos virus entre la poblacién con LLA y pacientes sanos. La frecuencia de
Herpesvirus 6 en niflos con LLA es reportada con la misma frecuencia que en la poblacién general.
Hasta antes de este estudio Unicamente se habian identificado Adenovirus, en donde ser observé
una frecuencia aumentada de ADN de Adenovirus en LLA en comparacién con los pacientes sanos
(Bogdanovic et al., 2016).
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6. JUSTIFICACION

Es importante comprender los factores que estan involucrados en el inicio y la evolucién de la LLA,
con el fin de aumentar la esperanza de vida, disminuir la incidencia y reducir el gasto que se genera
en el sistema de salud. La microbiota intestinal despertd gran interés en la ultima década a partir de
trabajos que la vincularon con diversas patologias, entre ellas el cancer colorectal. Actualmente no
existen muchos estudios que determinen con claridad la relacion de la microbiota con el desarrollo
de cancer, aunque ya se ha avanzado en el estudio de estos cambios y ya se sabe que la microbiota
modula la inflamacion, influye en la estabilidad del genoma de las células del huésped y produce
metabolitos que funcionan como inhibidores de las deacetilasas de histonas, de ese modo puede
regular epigenéticamente la expresion de genes del huésped; ademas ciertos metabolitos de las
bacterias, como el sulfuro de hidrégeno, especies reactivas de Oz y los acidos biliares, han sido
involucrados en la carcinogénesis, mutaciones y alteraciones del ADN, proliferacion de células
epiteliales y formacion de criptas aberrantes, en algunos tipos de cancer. Existe evidencia de que
hay diferencias en las poblaciones de la microbiota intestinal, entre sujetos sanos y sujetos que
cursan con alguna patologia, del mismo modo ya se han encontrado diferencias entre las
poblaciones bacterianas de pacientes pediatricos con LLA y controles sanos. Es importante conocer
el estado de la microbiota para entender mejor el curso de la LLA y los cambios que se generan en
las bacterias y virus intestinales, con esta informacién se puede coadyuvar al tratamiento de los
pacientes, mejorando su estado gastrointestinal, evitando o previniendo los cambios que a su vez
pueden predisponer a los pacientes al desarrollo de algunas complicaciones. Finalmente es
importante mencionar que aunque ya existen estudios que identificaron cambios en la poblacién de
bacterias intestinales en pacientes pediatricos con LLA, este tipo de estudios no se han realizado en
una poblacién mexicana, la cual presenta otras caracteristicas que aquellas en las que ya se
realizaron estos hallazgos; todo esto contribuira a entender mejor las causas que originan la LLA,

siendo esta una enfermedad multifactorial y compleja de la cual aun hay mucho por investigar.
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el cancer es la principal causa de muerte en todo
el mundo, en 2015 se atribuyeron a esta enfermedad 8.8 millones de defunciones y se prevé que el
nuamero de nuevos casos aumente aproximadamente un 70% en los proximos 20 afios. A nivel global,
solo uno de cada cinco paises de ingresos medianos o bajos dispone de los datos necesarios para
impulsar politicas de lucha contra la enfermedad. En México se estima que existen anualmente entre
5,000 y 6,000 casos nuevos de cancer en menores de 18 afos; entre los que destacan
principalmente las leucemias, que representan el 75-80% del total de los casos; linfomas el 10% y
los tumores del sistema nervioso central el 10%. En diferentes partes del mundo, incluida la ciudad

de México, la frecuencia de las leucemias agudas se ha incrementado.

Conforme informacién del Instituto Mexicano del Seguro Social, la ciudad de México presenta una
de las tasas de LLA mas altas del mundo. En la ciudad de Puebla la leucemia es la primera causa
de muerte en nifios con cancer. La LLA era considerada fatal en los nifios hasta hace 30 anos; hoy,
su tasa de sobrevida a 5 afos supera el 70%, lo que implica que la mayoria de los pacientes pueden
curarse, sin embargo, la situacion es diferente para los nifios de los paises en desarrollo. Se estima
que su sobrevivencia al cancer es entre 10% y 20% menor que la de aquellos en su misma situacion
en paises desarrollados. En una nacién con pocos recursos para la atencién médica y que no puede
garantizar una sobrevida elevada en enfermedades como el cancer, se considera una prioridad
instrumentar medidas preventivas especificas que puedan disminuir los casos de esta enfermedad.
No hay una Unica causa conocida para todos los distintos tipos de leucemia que existen. Las causas
conocidas, que no son factores intrinsecos de la persona, representan relativamente pocos casos.

Cada leucemia distinta puede tener varias causas diferentes.

Asi como se han encontrado diferencias en la poblacion bacteriana de la microbiota intestinal en
pacientes que cursan con ciertas patologias al compararlos con sujetos sanos; y también se sabe
que existen diferencias en la poblacién viral de la microbiota intestinal influenciada por diversos
factores como el entorno, la dieta y enfermedades; resulta importante resolver la pregunta de
investigacion: ¢ Existen diferencias en la poblacion bacteriana y viral intestinal en un paciente
pediatrico con LLA y un nifio sano?, la cual sera de utilidad para comprender mejor el papel de la
microbiota intestinal en la LLA que se presenta en edad pediatrica y especificamente conocer las

diferencias en la expresion genémica de algunos virus y bacterias intestinales.
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8. HIPOTESIS

Se encontraran diferencias en la concentracion del material genético (ADN y ARN total y viral) y en

la expresion gendémica de bacterias y virus intestinales, en pacientes pediatricos con leucemia

linfoblastica aguda al compararlos con una poblacion pediatrica sana.

9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo general

Identificar diferencias en la expresién de bacterias y virus intestinales en pacientes pediatricos con

leucemia linfoblastica aguda al compararlos con una poblacion pediatrica sana.

9.2 Objetivos particulares

1.

Determinar, mediante una revision en la literatura, las bacterias y los virus que se buscaran
en heces de pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda y controles sanos.
Cuantificar el contenido de ADN y ARN, total y viral en heces de pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda y controles sanos.

Identificar por PCR en tiempo real, la expresién génica de las bacterias y virus
seleccionados, en las muestras de heces de pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica
aguda y controles sanos.

Analizar estadisticamente los datos obtenidos mediante los cuestionarios y los experimentos

comparando ambos grupos de estudio.
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10. MATERIAL Y METODOS

10.1 TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION

10.1.1 Tipo de estudio: descriptivo, observacional, transversal, prospectivo.

10.1.2 Caracteristicas del estudio
v' Asignacion de la exposicion: no aplica.
Por su objetivo: descriptivo.
Por la recoleccion de los datos: retrolectivo.
Por la asignacién del agente: examen.

Por su temporalidad: transversal.

RN NN

Por los componentes del grupo: heterodémico.

10.2 DEFINICION DEL UNIVERSO DE TRABAJO

10.2.1 Poblacién fuente
Poblacién mexicana, proveniente de la ciudad de Puebla y sus alrededores, en edad pediatrica,

comprendida entre 0 y 18 afios, ambos sexos.

10.2.2 Poblacién elegible

Poblacién mexicana proveniente de la ciudad de Puebla y sus alrededores, en edad pediatrica,
comprendida entre 0-18 afios, ambos sexos, que padezcan leucemia linfoblastica aguda (LLA),
beneficiarios de la asociacién Una Nueva Esperanza (UNE) y el Hospital Infantil de Tlaxcala (HIT).
En el caso de los controles sanos, poblacion mexicana proveniente de la ciudad de Puebla y sus
alrededores (incluyendo poblacién sana de Tlaxcala), en edad pediatrica, comprendida entre 0 y 18

afos, ambos sexos, que cumplieron con los criterios de seleccion.

10.3 DEFINICION DEL GRUPO DE OBSERVACION Y DEL GRUPO CONTROL

10.3.1 Criterios de inclusion

Poblacién en edad pediatrica, en el rango de edad de 0 a 18 afos. El grupo de pacientes con cancer

(LLA) fueron beneficiarios del albergue UNE y el HIT; los nifios sanos (controles) debieron cumplir

con el requisito de edad y no padecer la patologia en estudio (LLA) (Tabla 2).
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Tabla 2. Criterios de inclusion del estudio.

Criterios de inclusiéon

Grupo de pacientes con LLA Grupo de controles sanos
Poblacién pediatrica (0-18 afios). Poblacién pediatrica (0-18 afios).
Provenientes de Puebla y alrededores. Provenientes de Puebla y alrededores.

Beneficiarios de Una Nueva Esperanza y el Hospital | Familiares (hermanos) de los beneficiarios de Una
Infantil de Tlaxcala (beneficiarios de UNE). Nueva Esperanza y el Hospital Infantil de Tlaxcala.
Poblacién pediatrica, aparentemente sana, elegidos
de forma aleatoria.

Ambos sexos. Ambos sexos.

Pacientes con LLA que ya estén recibiendo | Poblacion pediatrica que no tenga sintomas clinicos
quimioterapia. o diagnostico de LLA.

Consentimiento informado y carta de asentimiento | Consentimiento informado y carta de asentimiento
por escrito. por escrito.

10.3.2 Criterios de exclusién
Se eliminaron como candidatos a aquellos pacientes o nifios sanos que aun cumpliendo las
caracteristicas mencionadas en el apartado anterior estuvieran recibiendo tratamiento

antimicrobiano de algun tipo (antibacteriano, antiviral o antifingico) (Tabla 3).

Tabla 3. Criterios de exclusion del estudio.

Criterios de exclusion
Grupo de pacientes con LLA Grupo de controles sanos
Pacientes con infeccion sistémica, que estén | Controles con infeccidn sistémica, que estén
recibiendo tratamiento de tipo antibacteriano, | recibiendo tratamiento de tipo antibacteriano,
antiviral o antifungico. antiviral o antifungico.

10.3.3 Criterios de eliminacién
Pacientes o controles sanos que decidieron no continuar en el estudio, aun cuando se recolectara la
muestra, esta debid ser eliminada del estudio.

10.4 ESTRATEGIA DE MUESTREO

10.4.1 Calculo del tamaino de la muestra

El tamafio de la muestra de este estudio se basé en el recurso disponible para la investigaciéon. Se
recolectaron 15 muestras para cada grupo de estudio (15 controles sanos y 15 pacientes con
tratamiento) en base al nimero de extracciones que se podian realizar con cada uno de los kits (50

columnas de extraccién en cada uno de los kits).

10.4.2 Tipo de muestreo
Se llevara a cabo un muestreo a conveniencia, pues la seleccién de los elementos no dependera de
la probabilidad, sino de causas relacionadas con las caracteristicas de la investigacion, el lugar de

estudio y los recursos econémicos disponibles para la investigacion.
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10.5 DEFINICION DE VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

10.5.1 Definiciéon conceptual
- Concentracion de ADN/ARN total y viral: concentracion de acidos nucleicos (obtenidos a partir de
extracciones quimicas) expresada en ng/uL y ug/gr de heces, se obtiene a partir de mediciones por

espectroscopia a 260 nm empleando el equipo de medicion QlAxpert de la marca Qiagen®.

Expresion génica de virus y bacterias: valor resultante del analisis del Ct (nUmero del ciclo de PCR
en el cual se comienza la amplificacion de un gen especifico de virus o bacterias, empleando los

primers seleccionados) y por medio del analisis de ACty 244¢t,

Edad: tiempo de vida de los participantes del estudio expresada en afos.

Talla: altura de los participantes del estudio expresada en metros (m).

- Peso: masa corporal de los participantes del estudio expresada en kilogramos (kg).

Género: condicion organica que distingue al macho de la hembra.

- Tiempo transcurrido desde el diagndstico: periodo desde que el paciente recibié un diagndstico
confirmatorio de LLA, expresado en afnos.

- Tiempo que ha recibido quimioterapia: periodo transcurrido desde que el paciente comenzé a

recibir un tratamiento de quimioterapia, expresado en afos.

Ingesta de otros medicamentos: los pacientes o controles reciben alguin tratamiento farmacolégico

no incluido dentro del esquema de quimioterapia (cuando aplica) (SI/NO).

Antecedentes familiares de cancer: los pacientes o controles tienen algun familiar directo que
padezca o haya padecido algun tipo de cancer (SI/NO).

Toma probidticos: los pacientes o controles ingieren regularmente algun alimento probiético
(SI/NO).
Enfermedades virales: los pacientes o controles han tenido o cursan actualmente con alguna

infeccion viral (herpes, VIH, CMV, virus del papiloma, etc.) (SI/NO).

Exposicién a humo de tabaco: los pacientes o controles han estado expuestos por periodos

prolongados al humo del tabaco como fumadores pasivos o activos (SI/NO).

Alergias, atopia o intolerancia a alimentos/medicamentos: los pacientes o controles presentan
alguna alergia, atopia o intolerancia a ciertos alimentos o medicamentos (SI/NO).

Numero de comidas al dia: comidas que realizan los pacientes o controles durante un dia

expresada en numeros enteros.

Habitos de alimentacién: nimero de dias a la semana que los pacientes o controles ingieren el
listado de alimentos que se presenta a continuacion: fruta, verdura, carne roja, carne blanca,
lacteos, embutidos, productos ahumados, productos procesados o en bolsa, productos enlatados,
huevo, cereales y leguminosas; se expresa en numeros enteros (0-7).

- Litros de agua al dia: litros de agua que el paciente o los controles toman durante un dia.
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- Enfermedades diarreicas: el paciente o los controles presentan diarrea (alteracion intestinal que se

caracteriza por la mayor frecuencia, fluidez y a menudo, volumen de las deposiciones) en el

momento de la recoleccién de la muestra o un mes antes de la toma de muestra (SI/NO).

- Estrefiimiento: los pacientes o controles sufren de estrefiimiento (alteracion del intestino que

consiste en una excesiva retencion de agua en el intestino grueso y el consiguiente endurecimiento

de las heces, por lo cual se hace muy dificil su expulsién) (SI/NO).

- Numero de evacuaciones: numero de deposiciones durante un dia, expresada en nimeros enteros.

10.5.2 Cuadro de operacionalizacién de variables

Tabla 4. Cuadro de variables (definicidn conceptual y operacional, escala de medicién y unidades de medicion.

Tipo de

Variable variable Definicién Escala de J;?&:IZ Unidades de
Definicion operacional | medicién (dependencia) medicion
conceptual P
Concentracion de o
Cuantitativa Espectro- . . ng/uL
GI;I;I/ARN totaly continua fotometria Razon Dependiente ug/gr de material fecal
e Cuantitativa PCRen . : AAGH
Expresién génica continua tiempo real Razén Dependiente | Valor Ct, ACty 2
Edad Cuantlltatlva Cuestionario Razén Independiente | Afos
Continua
Talla Cuantlltatlva Cuestionario Razén Independiente | Metros (m)
Continua
Peso Cuantlltatlva Cuestionario Razén Independiente | Kilogramos (kg)
Continua
. Cualitativa . . . . 1: Hombre (H)
Género Nominal Cuestionario Nominal Independiente 2. Mujer (M)
Tiempo o
transcurrido desde Cgirr:tt'ifjga Cuestionario Razon Independiente | Afos
el diagndstico
Tiempo que ha o
recibido Cgigtt'ifjga Cuestionario Razon Independiente | Afos
quimioterapia
Inge§ta de otros Cualltgtlva Cuestionario Nominal Independiente 1 S
medicamentos Nominal 2: No
Antecedentes o o
familiares de Cﬁg::%tglla Cuestionario Nominal Independiente ;j ﬁlo
cancer )
'”99?'?? de Cualltgtlva Cuestionario Nominal Independiente 1 S
probidticos Nominal 2: No
Enfermedades Cualitativa . . . . 1: Si
virales Nominal Cuestionario Nominal Independiente 2 No
Exposicion a Cualitativa . . . . 1: Si
humo de tabaco Nominal Cuestionario Nominal Independiente 2: No
Alergias y/o
intolerancia a Cualitativa . . . . 1: Si
alimentos y/o Nominal Cuestionario Nominal Independiente 2 No
medicamentos
Numero de . Cugnhtatwa Cuestionario Razon Independiente | # comidas/dia
comidas al dia Discreta
Fruta (7/7) C%?Qé'::ttga Cuestionario Razén Independiente | # frutas/semana
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Verdura (7/7) C%?Qé'::ttlava Cuestionario Razén Independiente | # verduras/semana
Carne roja (7/7) C%?Qé'::tt'ava Cuestionario Razén Independiente | # carne roja/semana
Cuantitativa . . . . # carne
Carne blanca (7/7) Discreta Cuestionario Razén Independiente blanca/semana
Lacteos (7/7) C%?Qé'::ttlava Cuestionario Razén Independiente | # lacteos/semana
Embutidos (7/7) C%?Qé'::tt'ava Cuestionario Razén Independiente | # embutidos/semana
Productos Cuantitativa Cuestionario Razén Independiente # productos
ahumados (7/7) Discreta P ahumados/semana
Productos I
Cuantitativa . . . . # productos
procesados o en Discreta Cuestionario Razon Independiente rocesados/semana
bolsa (7/7) P
Productos Cuantitativa . . . .
enlatados (7/7) Discreta Cuestionario Razon Independiente | # enlatados/semana
Huevo (7/7) C%?Qé'::ttlava Cuestionario Razén Independiente | # huevos/semana
Cereales (7/7) C%?Qé'::tt'ava Cuestionario Razén Independiente | # cereales/semana
Leguminosas (7/7) C%gnhtatwa Cuestionario Razén Independiente # leguminosas/
iscreta semana
Litros de agua al Cuantitativa . . . . . .
dia Continua Cuestionario Razén Independiente | # litros de agua/dia
E.nfermedades: Cuahtgtwa Cuestionario Nominal Independiente 1 Si
diarrea Nominal 2: No
Estrefimiento Cuahtgtwa Cuestionario Nominal Independiente 1 Si
Nominal 2: No
Evacuaciones C%?Qé'::ttlava Cuestionario Razon Independiente | # evacuaciones/dia
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10.6 METODOS ANALITICOS

2 grupos de estudio

Poblacién pediatrica con LLA
(Quimioterapia) Poblacion pediatrica sana

\ }
|

Recoleccion de muestras de materia fecal:
v' Aplicacién de cuestionarios.
v" Consentimiento informado.
v" Asentimiento informado.

!

Procesamiento de las muestras para su analisis

—

1. Extraccion de ADN y ARN total. 2. Extraccion de ADN/ARN viral.
Determinacion de la calidad de las dos extracciones. Determinacion de la calidad de la extraccion.

3. Cuantificacion de la concentracion de ADN/ARN total y viral en las extracciones (ng/uL).

4. Identificacion por PCR de secuencias especificas de virus y bacterias.

A
5. Analisis estadistico e interpretacion de los resultados.

10.6.1 Recoleccién de las muestras y procesamiento de las heces fecales

La recoleccion de las muestras de heces fecales se realizé preferentemente por la manana, se les
entregd a los participantes del estudio un frasco de recoleccién estéril, un abate-lenguas, una
etiqueta para identificar las muestras y una bolsa de plastico con cierre hermético para colocar el
frasco una vez que se tuviera lista la muestra. Previo a la recoleccién de las heces, se les explicéd
mediante un instructivo y un diagrama (Anexo 17.3 y 17.3.1) la manera correcta de recolectar la
muestra. Todos los participantes llenaron previamente el consentimiento y asentimiento informado y
se les aplico un cuestionario de recoleccién de informacién que complemento la investigacion (Anexo
17.2).
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La muestra de heces fue transportada al laboratorio del CIO en frio, lo mas pronto posible; al llegar
al laboratorio, se realizaron las extracciones del material genético ADN y ARN total y viral, empleando
los kits de extraccion correspondientes (kit de extraccion de ADN total: QlAamp DNA Stool Mini Kit
de Qiagen®, kit de extraccion de ARN total: RNeasy Mini Kit de Qiagen® (técnica modificada) y kit
de extraccion de material genético viral: Allprep PowerViral DNA/RNA Kit de Qiagen®). Una vez que
se realizaron las extracciones, las muestras se almacenaron a -20 °C; también se guardé una porcién
de la muestra (un gramo de heces frescas y un gramo de heces con un mililitro del conservador de
ARN: RNA later de Qiagen®) a -80 °C, para futuras referencias y/o extracciones. El resto del material
biolégico fue desechado de manera adecuada, siguiendo el protocolo establecido en el laboratorio y

las normas oficiales sobre disposicion de Residuos Peligrosos Bioldgicos Infecciosos (RPBI).

10.6.1.1 Extracciéon de ADN total de las heces

La extraccion de ADN total se realizd con el kit QlAamp DNA Stool Mini Kit de Qiagen® (Lote
157053079, REF 51504) (Figura 3), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cada una de las
extracciones de pacientes y controles, se pesaron 0.22 gramos de heces (220 mg) en un tubo estéril
de 2 mL. En el caso de muestras congeladas, se tuvo cuidado de no descongelar la muestra hasta
afnadir el buffer ASL (provisto con el kit) para lisar la muestra, pues se puede degradar el ADN.
Después de agregar el buffer ASL, todos los pasos siguientes se realizaron a temperatura ambiente.
Se agregaron 1.4 mL de buffer ASL a cada muestra de heces, se mezclé en vortex continuamente
por 1 minuto o hasta que la muestra estuviera homogenizada. Se calent6 la suspension 5 minutos a
70 °C y posteriormente se mezcld con voértex por 15 segundos, seguido de una centrifugacion a
maxima velocidad (20,000 g o 14,000 rpm), para obtener la pastilla de heces. Se transfirieron 1.2 mL
del sobrenadante a un tubo nuevo de 2 mL (se desechd la pastilla) y se afiadié una tableta de “Inhibit
Ex” (provista con el kit), se mezcld inmediata y continuamente por un minuto o hasta que la tableta
estuviera completamente resuspendida. Se incubd la suspensién por 1 minuto a temperatura
ambiente, para permitir que los inhibidores se absorbieran a la matriz de la tableta; una vez concluido
el tiempo, se centrifugd la muestra a maxima velocidad (20,000 g o 14,000 rpm) por 3 minutos, para
obtener la pastilla de los inhibidores que se unieron a la matriz; se transfirié todo el sobrenadante en
un tubo nuevo de 1.5 mL y se desecho la pastilla, se centrifugd nuevamente la muestra a maxima
velocidad (20,000 g o 14,000 rpm) por 3 minutos; por otro lado, se transfirieron 15 uL de proteinasa
K (provista con el kit) en un tubo nuevo de 1.5 mL y se transfirieron 200 uL del ultimo sobrenadante,
se afiadieron 200 uL de buffer AL (provisto con el kit) y se mezclé con vortex por 15 segundos; esta
mezcla se incubd a 70 °C por 10 minutos. Una vez que finalizé la incubacién, se anadieron 200 pL
de etanol al 100% (grado biologia molecular) al lisado y se mezcl6 con ayuda del vértex. Se coloco
toda la mezcla (lisado) en una columna nueva (provista con el kit) y se centrifugd a maxima velocidad
(20,000 g o 14,000 rpm) por 1 minuto, se desecho el filtrado.
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Los ultimos dos lavados consistieron en agregar 500 pyL de buffer AW1 (provisto con el kit),
centrifugando a maxima velocidad un minuto y 500 uL de buffer AW2 (provisto con el Kkit)
centrifugando a maxima velocidad tres minutos, en este ultimo paso se cambié de tubo colector y se
repitid una centrifugacién a maxima velocidad por 1 minuto para eliminar los restos de buffer AW2.
Finalmente se cambié la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL y se transfirieron 100 uL de buffer AE
(provisto con el kit) para eluir el ADN de la columna; se incubd por 1 minuto y se centrifugd 1 minuto
a maxima velocidad. Las extracciones que se realizaron con este procedimiento, favorecieron la
obtencién de ADN proveniente de bacterias, parasitos y virus (ADN no humano). EI ADN se

almacend a -20 °C hasta su uso posterior.

QlAamp” DNA Stool
Mini Kit (50)

it

uuuuu

deMarco
W40 2\ gw\%
%

Figura 3. Componentes del kit de extraccion de ADN total QlAamp DNA Stool Mini Kit de Qiagen®.

10.6.1.2 Extracciéon de ARN total de las heces

La extraccion de ARN total se realizé con el kit RNeasy Mini Kit de Qiagen® (Lote 154044728, REF
74106) (Figura 4) siguiendo las instrucciones del fabricante y modificando la técnica para poder
extraer el material genético de las heces (Vemulapalli, Gulani, y Santrich, 2009). En la primera parte
de la técnica se hizo una suspension de heces al 20% peso-volumen (w/v) en agua libre de nucleasas
(se pesaron 0.20 gr de heces y se agregd 1 mL de agua DEPC), se tomaron 250 pL de la suspension
de heces y se transfirieron a un tubo de 1.5 mL, con 750 pL de Trizol (mezclando fuertemente con
ayuda de vortex por 15 segundos), se incubé a temperatura ambiente por 5 minutos y se agregaron
200 L de cloroformo (se mezcld brevemente con ayuda de vértex). Posteriormente, se incubd esta
mezcla por tres minutos a temperatura ambiente y se centrifugé el tubo a 12,000 g por 10 minutos,
se transfirieron 600 pL de la fase acuosa a un tubo nuevo que contenia 600 uL de etanol al 70% y
se mezclo por inversion. Se transfirid el contenido completo del tubo (600 uL cada vez) por las
columnas del kit RNeasy Mini Kit y se continud con la segunda parte de la técnica siguiendo el
protocolo del fabricante Qiagen®. En la segunda parte se centrifugd la columna por 15 segundos a
28000 x g y se desecharon los filtrados.
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Una vez que se termind de pasar la mezcla por la columna, se afiadieron 700 uL del buffer RW1
(provisto con el kit) a la columna, se centrifugd por 15 segundos a 28000 x g y se desech¢ el filtrado;
posteriormente, se anadieron 500 uL de buffer RPE (provisto con el kit) a la columna, se cerré la
tapa y se centrifugd por 15 segundos a 28000 x g, se desecho el filtrado. Se afiadieron 500 uL de
buffer RPE a la columna y se centrifugd por 2 minutos a 28000 x g. Por ultimo, se colocé la columna
en un tubo colector nuevo de 2 mL y se centrifugd a maxima velocidad por 1 minuto para secar la
membrana; se coloco la columna en un tubo nuevo de 1.5 mL; se afiadieron 50 uL de agua libre de
RNasas directamente en la membrana de la columna y se dejé incubando por 1 minuto, se centrifugd
la columna por 1 minuto a 28000 x g para eluir el ARN. Se repitio el paso anterior con el filtrado (pues

se requeria mayor concentracion de ARN). EI ARN se almacené a -20 °C hasta su uso posterior.

Kit (250)
0 200441-77
e (15-26)

g &

Figura 4. Componentes del kit de extraccion de ARN total: RNeasy Mini Kit de Qiagen®.

10.6.1.3 Extraccion de ADN y ARN viral de las heces

La extraccion de ADN y ARN viral se realizé con el kit Allprep PowerViral DNA/RNA de Qiagen®
(Lote 157018039, REF. 28000-50) (Figura 5a), siguiendo las instrucciones del fabricante. Antes de
comenzar el procedimiento, se calent6 la solucion PM1 (provista con el kit) a 55 °C por 10 minutos
para disolver los precipitados y se mezclo antes de usar. Para hacer el aislamiento de ARN se anadio
R-mercaptoetanol (3-ME) a la solucién PM1 para producir una solucion de mezcla PM1/ R-ME con
una concentracion final de R-ME de 10 yL/mL. La solucion PM1/R-ME pierde su efectividad con el
paso del tiempo, asi que se prepard un lote nuevo cada vez que se utilizé el kit. Se requieren 600 uL
de la solucién mezcla PM1/B3-ME por cada corrida. Para hacer esta extraccién se empled un
adaptador para el vortex (vortex Genie 2: adaptador para 24 tubos Qiagen®, Cat. No.13000-V1-24)
(Figura 5b), el cual permitié llevar a cabo una homogenizacion completa de la muestra de heces por

medio de los tubos con cuentas (“PowerBead”) que provee el kit.

38



. e et yyerd ﬂ
Una Nueva Esperanza - UPAEP

Se pesaron 0.25 gramos de heces (250 mg) dentro del tubo de vidrio “PowerBead” con cuentas de
0.1 mm y se agregaron 600 pL de la solucion mezcla PM1/R-ME al tubo, para realizar la extraccion
de ARN y ADN viral simultdneamente; se aseguraron los tubos con cuentas horizontalmente al
adaptador del voértex (las tapas de los tubos debian estar apuntando hacia el centro del adaptador
del vortex) y se mezclaron a maxima velocidad por 10 minutos. Posteriormente, se centrifugo el
homogenizado de heces a 13,000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente, se transfirié el
sobrenadante a un tubo colector limpio de 2 mL y se anadieron 150 uL de la solucién IRS (provista
con el kit); se mezclé brevemente y se incubd a 4 °C por 5 minutos; pasado el tiempo de incubacién,
se centrifugaron los tubos a 13,000 x g por 1 minuto y evitando la pastilla, se transfirio el
sobrenadante a un tubo limpio de 2.2 mL (no mas de 700 pL), se afadieron 600 uL de cada solucién
PM3 y PM4 (provistas con el kit) respectivamente y se mezcl6 brevemente con ayuda de vortex. Se
cargaron 625 uL del sobrenadante a una columna “MB Spin” (provista con el kit) y se centrifugé a
13,000 x g por 1 minuto, se desechd el filtrado y se repitié el procedimiento hasta que todo el
sobrenadante hubiera sido cargado en la columna. Se afiadieron a la columna 600 pL de la solucién
PM5 (provista con el kit) y se centrifugé a 13,000 x g por 1 minuto (se desechd el filtrado), se
afnadieron 600 uL de la solucion PM4 y se centrifugd a 13,000 x g por 1 minuto (se desechd el filtrado)
y la columna se centrifugé a 13,000 x g por 2 minutos para eliminar los residuos de la solucién PM4.
Finalmente se coloco la columna “MB Spin” dentro de un tubo colector limpio de 2 mL (provisto con
el kit) para recolectar el filtrado final y se agregaron 50 uL de agua libre de RNasas (provista con el
kit) al centro de la membrana blanca de la columna, se incubd por al menos 1 minuto; al finalizar el
tiempo se centrifugd la columna a 13,000 x g por 1 minuto para obtener el filtrado de acidos nucleicos
virales. Se desechd la columna “MB Spin” y el ADN/ARN viral fue almacenado a -20 °C hasta su

uso.

Vortex Adapter for 24
(1.5-2.0 ml) Tubes

Cat. No.13000-V1-24

a) b)
Figura 5. a) Componentes del kit de extraccion de ADN y ARN viral: Allprep PowerViral DNA/RNA de Qiagen®
b) Adaptador para vortex (24 tubos).
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10.6.2 Cuantificacion y determinacién de la calidad de las extracciones

Se determind la concentracion de ADN y ARN total y viral en las extracciones correspondientes, por
medio de espectrofotometria, empleando el equipo: QlAxpert de Qiagen® (Figura 6) (se utilizaron 3
pL del filtrado final para cada determinacién y el buffer de eluciéon que proporciona cada kit como
blanco). Para determinar la calidad de las extracciones se tomd en cuenta el radio de absorbancias
260/280, el cual se emplea para asegurar la pureza y calidad de ADN y ARN, un radio aproximado
de 1.8 es generalmente aceptado para asegurar que se tiene un ADN puro; un radio aproximado de
2.0 es generalmente aceptado para asegurar que se tiene un ARN puro. Si el radio es
apreciablemente bajo en cada caso puede indicar la presencia de contaminantes como proteinas,
fenol u otros que absorben cerca de 280 nm. Como una medida secundaria de la pureza de las
extracciones se tomo en cuenta el radio 260/230, los cuales tiene valores superiores que los
correspondientes al radio 260/280; los valores de este segundo radio estan alrededor de 2.0- 2.2, si
el rango es apreciablemente mas bajo que lo esperado puede indicar la presencia de contaminantes

que absorben a 230 nm (boletin técnico, Thermo Scientific).

a) b)
Figura 6. a) Equipo espectrofotometro QlAxpert de Qiagen® para cuantificar acidos nucleicos b) Laminilla de
16 pozos para efectuar las cuantificaciones en el equipo.

10.6.3 Identificaciéon de bacterias y virus por PCR en tiempo real

Para elegir que microorganismos se estudiarian, se realizé una revision extensa de la literatura (ver
resultados 11.1), en donde se identificaron las bacterias y los virus que se han reportado como
miembros constantes y abundantes de la microbiota intestinal. Como primer criterio de seleccion se
eligieron aquellos que en la mayoria de los estudios habian sido excretados e identificados en las
heces de las personas, es decir, que fueran miembros constantes de la microbiota intestinal, el
segundo criterio fue su relevancia para este estudio y las caracteristicas de la muestra. A
continuacion se presentan algunas caracteristicas relevantes de las bacterias y virus elegidos para

este estudio:

40



. Pl st ﬁ
Una Nueva Esperanza - UPAEP

Bacteroides spp: es una de las bacterias mas abundantes de la microbiota intestinal. Son bacilos
anaerobios, gramnegativos, resistentes a la bilis, sacaroliticos, cuyos productos metabdlicos finales
son el succinato y el acetato, principalmente. En este momento, se incluyen mas de veinte especies
en el género. Estos microorganismos pueden encontrarse como agentes etiolégicos en multiples
infecciones importantes por su morbilidad y mortalidad. La transformacién de un microorganismo
comensal en uno patégeno puede deberse a la adquisicion de genes que codifican para factores de

virulencia, como ocurre con B. fragilis (Quesada-Gémez, 2010).

Lachnospiraceae spp: familia del orden Clostridiales, bacterias abundantes en la microbiota
intestinal. Degradan cadenas complejas de polisacaridos a cadenas cortas de acidos grasos,
incluyendo acetato, butirato y propionato, que pueden ser usadas como energia por el hospedero.
Esta familia esta formada por 24 géneros que comparten una gran similitud en su secuencias 16S
rDNA. En adultos los miembros de esta familia se han asociado a una proteccion contra infecciones
por C. difficile y obesidad (Sagheddu, Patrone, Miragoli, y Puglisi, 2016). En pacientes pediatricos
con LLA se ha observado una disminucion en la abundancia de esta familia, lo cual los puede

predisponer a desarrollar complicaciones como mucositis por quimioterapia (Rajagopala et al., 2016).

Firmicutes spp: es una de los filos de bacterias mas abundantes de la microbiota intestinal,
bacterias gramnegativas, normalmente formadoras de esporas. Este filo bacteriano se ha asociado

a una mayor predisposicion para desarrollar obesidad (Yadav et al., 2016).

Torquetenovirus: es uno de los virus mas abundantes del viroma intestinal, forma parte de la familia
de Anellovirus; poseen la habilidad para producir infecciones crénicas sin manifestaciones clinicas.
Por sus caracteristicas de ubicuidad y resistencia se ha considerado como un modelo ideal para el
estudio de las contaminacién de aguas con heces humanas (Focosi, Antonelli, Pistello, y Maggi,
2016). Se ha observado que podria tener algun papel en el desarrollo de algunos tipos de cancer
como la LLA (Bogdanovic et al., 2016).

Fago de Bacteroides B40-8: bacteriéfago de ADN de cadena doble, forma parte de la familia
Siphoviridae; infecta a algunos miembros bacterianos del género Bacteroides spp, especialmente a
B. fragilis. Se tiene poca informacion acerca de este fago a pesar de que en muchos estudios ya se
esta considerando como un marcador de contaminacién fecal en aguas (Girones, 2018). Resulta
interesante el estudio de su expresion gendmica si se compara con la dinamica del género bacteriano

a la que infecta regularmente (Bacteroides spp).
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Enterovirus y Parechovirus: se han identificado como miembros del viroma intestinal sin asociacién
directa a enfermedades, estos virus son excretados en la heces de forma regular. Son la causa mas
comun de meningitis aséptica y encefalitis; en nifos causan sindromes similares a sepsis.
Enterovirus puede causar la enfermedad de mano, pies y boca en nifios, sin embargo, muchas

infecciones son asintomaticas (Noordhoek, Weel, Poelstra, Hooghiemstra, y Brandenburg, 2008).

Una vez elegidos los microorganismos, se prosiguié a buscar en articulos cientificos, las secuencias
de primers que permitieron identificar a cada uno de estos virus y bacterias. Los criterios de seleccién
de los primers u oligonucleétidos fueron los siguientes: que identificara el virus o bacteria (o familias
de estos) que se habia elegido por medio de la técnica de PCR en tiempo real, la muestra a partir
de la cual se hicieron los experimentos debia ser preferentemente heces, cuando se analizaron en
la herramienta del NCBI, BLAST se eligieron los que tuvieran el “e value” menor de todos los primers
seleccionados y que no identificara otra especie que no fuera la buscada. La PCR cuantitativa se
realizé en el termociclador Rotor Gene Q® de Qiagen (Figura 7) con capacidad de detectar la
fluorescencia emitida; a partir de este principio se identificaron las secuencias especificas de los
virus y bacterias que se eligieron por su relevancia como miembros de la microbiota intestinal (Tabla
5).

Figura 7. Termociclador Rotor Gene Q® de Qiagen (sistema 6ptico de dos canales de deteccion: verde 510
5 nm y amarillo 557 + 5 nm).

Los primers y sondas fueron sintetizados por la empresa T4OLIGO, una vez que se recibieron los
primers liofilizados, se resuspendieron en agua libre de RNasas para obtener una concentracion de
100 nM, a partir de la cual se hicieron diluciones de trabajo con una concentracion final de 20 nM.
Las sondas se diluyeron para obtener una concentracion final de 50 nM y se realizaron alicuotas
diluidas con una concentracién de 10 nM, se guardaron en tubos ambar. Tanto las sondas como los

primers se almacenaron a -20 °C hasta su uso (Tabla 5).
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Tabla 5. Secuencias (5'—3") de primers y sondas empleados para detectar las bacterias y virus seleccionados

en este estudio.

BACTERIAS Ger;lgrl]'iglon Secuencia de los primers (5—3") Referencia
(Seurinck,
Bacteroides spp 16S rRNA Bac-F: ATCATGAGTTCACATGTCCG Defoirdt,
HF183 Bac-R: TACCCCGCCTACTATCTAATG Verstraete, y
Siciliano, 2005)
(Kassinen,
Lachnospiraceae 16S rRNA Lac-F: CGGTACCTGACTAAGAAGC Malinen,
spp Lac-R: AGTTT(C/T) ATTCTTGCGAACG Krogius, Palva,
y Rinttila, 2004)
Firmicutes spp 16S rRNA Firm934F:GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA | (X. Guo et al.,
Firm1060R: AGCTGACGACAACCATGCAC 2008)
VIRUS Ger;lo region Secuencia de Io:s primers y sondas Referencia
anco (5'—3))
. (Haramoto,
Torquetenovirus UTRt (del l'”tg'ss TTV-F: CGGGTGCCGDAGGTGAGTTTACAC Kitajima,
(TTV) untransiate TTV-R: GAGCCTTGCCCATRGCCCGGCCAG Katayama, y
region) Ohgaki, 2010)
Proteina
ngteg;r)o?;es c%lljetla(tg:ngg l(iae B40-8-F: GTTGGTGAGGTTGTTGCTAATG Este estudio
. B40-8-R: GTTAGGACACCGCCAGAAATA
B40-8 genes:
ACH81942.1)
Region 5UTR | EV-F: CCCCTGAATGCGGCTAAT
Enterovirus (del inglés EV-R: CAATTGTCACCATAAGCAGCCA (Noordhoek et
(EV) untranslated Sonda: EV-Pr al., 2008)
region) FAMAACACGGACACCCAAAGTAGTCT TAMRA
Reqion 5UTR HPeV-F: CACTAGTTGTAAGGCCCACG
. egion 5U HPeV-R: GGCCCCAGATCAGATCC
Parechovirus (del inglés Sonda: HPeV-Pr (Noordhoek et
(HPeV) un tr’:”fS’ated FAMAGAAGGTACCCGCAGGTAACAAGAGAC al., 2008)
gion)
TAMRA
CONTROL Gen o region Secuencia de los primers .
INTERNO blanco (5—3") Referencia
Gliceraldenido-3- | Homo sapiens | F: ACCCAGAAGACTGTGGATGG (Xu, Wu, Li, y
deshidrogenasa GAPDH R: TTCAGCTCAGGGATGACCTT He, 2017)

10.6.3.1 Condiciones de PCR para la identificacion de bacterias

Todas las PCR de controles y pacientes se estandarizaron para agregar 70 ng de ADN provenientes
de la extraccion de ADN total, ajustando el volumen de agua libre de RNasas y muestra (4.5 uL de
un volumen final de reaccion de 10 pL). Por cada reaccion de 10 ulL se agregaron: 0.25 puL de cada
uno de los primers (F: forward y R: reverse) diluidos a 20 nM, 5 puL del master mix: Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix (2X) y 4.5 uL de la mezcla de agua y ADN.

10.6.3.1.1 Bacteroides spp
Las condiciones de amplificaciéon se ejecutaron como lo refieren (Seurinck et al., 2005) (Tabla 6). La
fluorescencia que se emite por la amplificacion se adquirié en el paso de extensién (canal verde),

optimizando la ganancia. Todos los productos de PCR fueron almacenados a -20 °C.
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Tabla 6. Condiciones de reaccion para la PCR en tiempo real que identifica al género Bacteroides spp.

Ciclo de la reaccién Temperatura Tiempo
Hold 1 50 °C 2 minutos
Hold 2 95 °C 10 minutos
40 ciclos
Desnaturalizacion 95 °C 30 segundos
Alineamiento 53 °C 60 segundos
Extension 60 °C 60 segundos

10.6.3.1.2 Lachnospiraceae spp
Las condiciones de amplificacion se ejecutaron como lo refieren (Kassinen et al., 2004) (Tabla 7). La
fluorescencia que se emite por la amplificacion se adquirié en el paso de extensién (canal verde),

optimizando la ganancia. Todos los productos de PCR fueron almacenados a -20 °C.

Tabla 7. Condiciones de reaccion para la PCR en tiempo real que identifica a la familia Lachnospiraceae spp*.

Ciclo de la reaccién Temperatura Tiempo
Hold 1 95 °C 5 minutos
35 ciclos
Desnaturalizacion 95 °C 15 segundos
Alineamiento 55 °C 20 segundos
Extension 72°C 30 segundos
Hold 2 80 °C 30 segundos

* El set de primers que se empled para estudiar la expresion génica de esta familia bacteriana
incluyen a los siguientes géneros bacterianos (grupo C. coccoides—E. rectale) segun la base de datos
ribosomal (Kassinen et al., 2004):

e Clostridium: ClI. coccoides, Cl. proteoclasticum, Cl. aminophilum, Cl. symbiosum, Cl. sphenoides, Cl.
celerecrescens, Cl. aerotolerans, Cl. xylanolyticum, ClI. clostridiiforme, Cl. fusiformis, CI. nexile, Cl.
oroticum, Cl. populeti, Cl. aminovalericum, Cl. indolis, CI. herbivorans, Cl. polysaccharolyticum,

e Eubacterium: E. xylanophilum, E. ruminantium, E. saburreum, E. fissicatena, E. hadrum, E. rectale, E.
ramulus, E. contortum, E. eligens, E. hallii, E. formicigenerans, E. cellulosolvens.

e Ruminococcus: R. productus, R. obeum, R. schinkii, R. hydrogenotrophicus, R. hansenii, R. torques, R.
lactaris, R. gnavus.

e Butyrivibrio: B. fibrisolvens, B. crossotus, B. fibrisolvens.

e Desulfotomaculum guttoideum, Roseburia cecicola, Pseudobutyrivibrio ruminis, Lachnospira multipara,

Lachnospira pectinoschiza, Acetitomaculum ruminis, Catonella morbi.

10.6.3.1.3 Firmicutes spp
Las condiciones de amplificacion se ejecutaron como lo refieren (X. Guo et al., 2008) (Tabla 8). La
fluorescencia que se emite por la amplificacién se adquirié en el paso de alineamiento-extensién

(canal verde), optimizando la ganancia. Todos los productos de PCR fueron almacenados a -20 °C.
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Tabla 8. Condiciones de reaccion para la PCR en tiempo real que identifica al filo Firmicutes spp.

Ciclo de la reaccién Temperatura Tiempo
Hold 1 50 °C 2 minutos
Hold 2 95 °C 10 minutos
40 ciclos
Desnaturalizacion 95 °C 15 segundos
Alineamiento y extension 60 °C 60 segundos

10.6.3.2 Condiciones de PCR para la identificacion de virus

10.6.3.2.1 Torquetenovirus (TTV)

Todas las PCR para Torquetenovirus (TTV) de controles y pacientes se estandarizaron para agregar
70 ng de ADN provenientes de la extraccion de ADN total, ajustando el volumen de agua libre de
RNasas y muestra (4.5 uL de un volumen final de reaccion de 10 pL). Por cada reaccién de 10 uL
se agregaron: 0.25 uL de cada uno de los primers (F: forward y R: reverse) diluidos a 20 nM, 5 uL
del master mix: Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) y 4.5 uL de la mezcla de agua y
ADN. Las condiciones de amplificacion se ejecutaron como lo refieren (Haramoto et al., 2010) (Tabla
9). La fluorescencia que se emite por la amplificacion se adquirié en el paso de alineamiento-
extension (canal verde), optimizando la ganancia. Todos los productos de PCR fueron almacenados
a-20 °C.

Tabla 9. Condiciones de reaccion para la PCR en tiempo real que identifica Torquetenovirus (TTV).

Ciclo de la reaccién Temperatura Tiempo
Hold 1 95 °C 10 minutos
50 ciclos
Desnaturalizacion 95 °C 10 segundos
Alineamiento y extension 62 °C 30 segundos

10.6.3.2.2 Fago de Bacteroides (B40-8)

Los primers se disefiaron empleando la herramienta de la pagina de IDT (por sus siglas en inglés
Integrated DNA Technologies), la secuencia de referencia (NCBI) a partir de la cual se disefaron fue
NC_011222.1, que corresponde al genoma completo del fago de Bacteroides B40-8 (ID: 99179); una
vez que se obtuvieron las secuencias, se analizaron con la herramienta BLAST (por sus siglas en
inglés Basic Local Alignment Search Tool), obteniendo un “e value” de 0.018 para el primer forward
y 0.071 para el primer reverse; finalmente se sintetizaron en la empresa T4OLIGO y se hicieron las

pruebas de estandarizacion de la PCR empleando las siguientes condiciones (Tabla 10):

Tabla 10. Condiciones de reaccion para la PCR en tiempo real que identifica al fago de Bacteroides B40-8.

Ciclo de la reaccién Temperatura Tiempo

Hold 1 95 °C 10 minutos

40 ciclos

Desnaturalizacién 95 °C 15 segundos
63.35 °C (media de la Tm de los

Alineamiento primers, reportada por la empresa 30 segundos
T40LIGO)

Extension 72°C 30 segundos
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Las pruebas se hicieron con las extracciones de ADN total y cDNA sintetizado. Para la reaccién con
ADN directo se emplearon 70 ng de ADN provenientes de la extraccion de ADN total, ajustando el
volumen de agua libre de RNasas y muestra (4.5 pL de un volumen final de reaccion de 10 pl). Por
cada reaccion de 10 puL se agregaron: 0.25 uL de cada uno de los primers (F: forward y R: reverse)
diluidos a 20 nM, 5 uL del master mix: Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) y 4.5 uL de
la mezcla de agua y ADN. EI cDNA se sintetizé a partir de la extraccion de ADN/ARN viral (sintesis
de cDNA empleando el kit de Thermo scientific: Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR con 4 pL de buffer, 2 uL de enzima y se ajustaron 14 uL de agua y ARN segun la cantidad a
agregar: 250 ng de ARN; con las condiciones de temperatura: 25 °C por 10 minutos, 50 °C por 30
minutos y 85 °C por 5 minutos). Una vez sintetizado el cDNA, se agregaron las mismas
concentraciones de primers (0.25 pL de cada uno) y master mix (5 uL) que se emplearon con la

reaccion de ADN total, mas agua (3.5 puL) y cDNA (1 uL) por cada reaccion.

10.6.3.2.3 Enterovirus y Parechovirus

Para realizar las pruebas de estandarizaciéon de la PCR para Enterovirus y Parechovirus se sintetizé
cDNA a partir del ARN de la extraccién de acidos nucleicos virales, ajustando a 250 ng de material
genético, empleando el kit de Thermo scientific: Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR con 4 pL de buffer, 2 uL de enzima y se ajustaron 14 uL de agua y ARN segun la cantidad a
agregar. Las condiciones de temperatura del termociclador: 25 °C por 10 minutos, 50 °C por 30
minutos y 85 °C por 5 minutos. Una vez sintetizado el cDNA, para cada reaccién de 10 uL se
agregaron: 0.25 uL de cada uno de los primers (F: forward y R: reverse) diluidos a 20 nM, 5 pL del
master mix: Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) y 4.5 uL de la mezcla de agua y cDNA
(3.5 puL de agua y 1 uL de cDNA). Las condiciones de amplificacion se ejecutaron como lo refieren
(Noordhoek et al., 2008) (Tabla 11). La fluorescencia que se emite por la amplificacion se adquirié
en el paso de extension (canal verde), optimizando la ganancia. Todos los productos de PCR fueron

almacenados a -20 °C.

Tabla 11. Condiciones de reaccion para la PCR en tiempo real que identifica a los virus: Enterovirus y
Parechovirus.

Ciclo de la reaccién Temperatura Tiempo
Hold 1 95 °C 10 minutos
50 ciclos
Desnaturalizacién 95 °C 15 segundos
Alineamiento 53 °C 30 segundos
Extension 72°C 30 segundos
Hold 2 40 °C 30 segundos
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10.6.3.3 Condiciones de PCR para la identificacion del control interno (GAPDH)

Como control interno de las reacciones se utilizé un set de primers dirigidos contra el gen que codifica
para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Todas las PCR para GAPDH de
controles y pacientes se estandarizaron para agregar 70 ng de ADN provenientes de la extraccién
de ADN total, ajustando el volumen de agua libre de RNasas y muestra (4.5 uL de un volumen final
de reaccion de 10 uL). Por cada reaccién de 10 pL se agregaron: 0.25 ulL de cada uno de los primers
(F: forward y R: reverse) diluidos a 20 nM, 5 puL del master mix: Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix (2X) y 4.5 pL de la mezcla de agua y ADN. Las condiciones de amplificacién se ejecutaron
como lo refieren (Xu et al., 2017) (Tabla 12). La fluorescencia que se emite por la amplificacion se
adquirio en el paso de extension (canal verde), optimizando la ganancia. Todos los productos de

PCR fueron almacenados a -20 °C.

Tabla 12. Condiciones de reaccion para la PCR en tiempo real que identifica el gen de la enzima GAPDH.

Ciclo de la reaccién Temperatura Tiempo
Hold 1 95 °C 10 minutos
40 ciclos
Desnaturalizacién 95 °C 15 segundos
Alineamiento 65.8 °C 30 segundos
Extension 72°C 30 segundos

10.7 RECOLECCION DE LA INFORMACION
10.7.1 Fuentes de informacion
v" Cuestionarios aplicados al familiar mas cercano, padre o tutor o a la persona encargada del
cuidado del nifio (pacientes pediatricos con cancer y nifios sanos).

v" Muestras de materia fecal que fueron recolectadas de los dos grupos de estudio

10.8 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se llevé a cabo el analisis estadistico empleando el programa IBM SPSS Statistics®, version 22, con
el cual se realizaron las pruebas de estadistica descriptiva (distribucion de frecuencias, medidas de
tendencia central: media; medidas de variabilidad: rango, desviacion estandar y graficas) y pruebas
de estadistica inferencial para llevar a cabo la estimacion de parametros y pruebas de hipotesis
(prueba T de Student, Chi cuadrada), correlacion de variables (Spearman y Pearson). También se
empled el software GraphPad PRISM® 7.0a para realizar graficas y obtener analisis de los datos

(estadistica descriptiva).
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11. RESULTADOS

El presente trabajo se realizé durante los afios 2017-2018 en el Centro de Investigacion Oncolégica
de Una Nueva Esperanza-UPAEP; durante el primer afo se desarrolld la base tedrica de la
investigacion a través de la revision en la literatura, con lo que se pudieron determinar: los métodos
de extraccion de acidos nucleicos (ADN y ARN total; ADN y ARN viral) en heces, la informacion que
seria recolectada a través de los cuestionarios aplicados a los participantes, los lineamientos
bioéticos con los que se conduciria la investigacion, la seleccion de virus y bacterias que se
buscarian en las heces, asi como la eleccion/disefio de las secuencias de primers para detectarlos
por PCR en tiempo real. Una vez que se concluy6 la base tedrica del proyecto, se comenzé la
recoleccion de las muestras de heces fecales (UNE y HIT) durante el mes de enero y se concluyo

en julio del afo 2018.

11.1 REVISION DE LA LITERATURA: MIEMBROS DEL VIROMA INTESTINAL

Concluida la recoleccion de las 30 muestras de los dos grupos de estudio (15 muestras de controles
sanos y 15 muestras de pacientes con LLA en tratamiento) y las extracciones de acidos nucleicos,
se prosiguio a realizar las RT-PCR de las bacterias y virus que se eligieron para este estudio. Las
bacterias (Bacteroides spp, Firmicutes spp y Lachnospiraceae spp), son miembros constantes y de
gran abundancia en el microbiota intestinal de adultos y nifios, se excretan regularmente en las heces
y se ha observado como los cambios de estas bacterias estan asociados a algunas enfermedades,

como se explicod anteriormente en los antecedentes.

En el caso de los virus la informacion sobre los miembros constantes y de mayor abundancia en la
microbiota intestinal no era tan clara, asi que se realizé una profunda revision de la literatura, con la
que se pudieron identificar las familias, géneros y especies mas abundantes de virus que se excretan
en las heces fecales y asi poder elegir aquellos que tuvieran relevancia para este estudio. A
continuacion, se presenta la revision de la literatura, que concentra los estudios mas importantes y
las caracteristicas generales de los virus que son miembros constantes del viroma intestinal (Tabla
13). A partir de esta informacion se realizé la seleccion de los virus que se analizarian en las muestras

de los controles sanos y pacientes.
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Tabla 13. Revision de la literatura de los virus reportados como miembros constantes y abundantes del viroma
intestinal (taxonomia, genoma, estructura, miembros importantes, caracteristicas relevantes, autor y

caracteristicas del estudio).

Taxonomia del virus

Caracteristicas generales
del virus

Estudios (autor)

Caracteristicas del
estudio/hallazgos
principales

Orden: Caudovirales
Familia: Siphoviridae

(grupo | del sistema
Baltimore)

Genoma y estructura:
ADN de cadena doble,
lineal, capside (55-60 nm)
sin envoltura, simetria binal,
cabeza icosaédrica y cola
helicoidal (570 nm).

Algunos miembros: fago
5093 de Streptococcus,
fago P2559S de
Croceibacter, fago KS9 de
Burkholderia, fago P9 de
Streptococcus, fago lambda
de enterobacterias, fago
SMP de Streptococcus,
fago BCJA1c de Bacillus,
fago RAP44 de Riemerella,
fago RegqiPoco6 de
Rhodococcus, fago PH15 y
fago YMC-2011 de
Streptococcus,
“Lambdalikevirus”,
PhiS63 de Clostridium.

fago

(Minot et al., 2011)

Andlisis comparativo de 6
adultos  sanos, estudio
cambios del viroma con la
dieta. Representan el 18%
de los fagos encontrados.

(Minot et al., 2013)

Viroma de un adulto sano
durante 2.5 afios (24
muestras total).

(Dalmasso, Hill, y Ross,
2014)

Describe que son los fagos
mas abundantes.

(Lim et al., 2015)

Describe que son los
bacteriéfagos mas
comunes. Estudié nifios
sanos (0-2 afios, gemelos).

(Abeles et al., 2015)

Describe que son los fagos
mas abundantes.

(Columpsi et al., 2016)

Los mas abundantes (fagos
temperados).

Orden: Caudovirales
Familia: Podoviridae

(grupo | del sistema
Baltimore)

Genoma y estructura:
ADN de cadena doble,
capside sin  envoltura,
simetria  binal, cabeza
icosaédrica y cola helicoidal
corta.

Algunos miembros: fago
de Cellulophaga phi4:1 y
phi18:3, fago VvB de
enterobacterias, virus
“Sp6like” sin clasificar, fago
MG-B1 de Bacillus.

(Minot et al., 2011)

Andlisis comparativo de 6
adultos sanos, estudié
cambios del viroma con la
dieta. Representan 4.8% del
total de los fagos.

(Minot et al., 2013)

Viroma de un adulto sano
durante 2.5 afios (24
muestras total).

(Dalmasso, Hill, y Ross,

Describe que son los

2014) segundos fagos mas
abundantes.

(Lim et al., 2015) Describe que son de los
bacteriéfagos mas
comunes. Estudié nifios

sanos (0-2 afios, gemelos).

(Abeles et al., 2015)

Describe que son los
segundos fagos mas
abundantes.

(Columpsi et al., 2016)

Describe que son los
segundos fagos mas
abundantes.

Orden: Caudovirales
Familia: Microviridae

(grupo Il del sistema
Baltimore)

Genoma y estructura:
ADN de cadena simple, 4-6
kb, simetria de la capside:
icosaédrica, sin envoltura,
tamafo de la capside: 25-35
nm.

Algunos miembros: S13,
fago phiX174 de E. coli,
alpha3, fago phiMH2K de
Bdellovibrio, Gokushovirus
marino,
Chlamydiamicrovirus,
Microviridae phi-CA82,
Gokushovirinae.

(Minot et al., 2011)

Andlisis comparativo de 6
adultos sanos, estudié
cambios del viroma con la
dieta. Representan 0.9 %
del total de los fagos.

(Minot et al., 2013)

Viroma de un adulto sano
durante 2.5 afios (24
muestras total).

(Dalmasso, Hill, y Ross,
2014)

Describe que son de los
fagos mas abundantes.

(Lim et al., 2015)

Describe que son de los
bacteriéfagos mas
comunes. Nifios sanos (0-2
afos, gemelos).

(Abeles et al., 2015)

Describe que son de los
fagos mas abundantes.

(Columpsi et al., 2016)

Bacteriéfagos (en adultos).
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Orden: Caudovirales
Familia: Myoviridae

(grupo | del sistema
Baltimore)

Genoma y estructura:
ADN de cadena doble, 39-
169 kb, simetria de la
capside: binal, sin envoltura,
tamafio de la capside:
cabeza y cola (110) nm.

Algunos miembros: Fago
K, fago phiSM de
Cellulophaga, fagos BCD7 y
G de Bacillus, fago phiC2 de
Clostridium, fago RR1-B de
Rhizobium.

(Minot et al., 2011)

Andlisis comparativo de 6
adultos sanos, estudié
cambios del viroma con la
dieta. Representan 10% del
total.

(Minot et al., 2013)

Viroma de un adulto sano
por 2.5 afios (24 muestras):
grupo mayoritario de virus.

(Dalmasso, Hill, y Ross,
2014)

Bacteriéfagos abundantes.

(Lim et al., 2015)

Bacteriéfagos muy
comunes. Nifios sanos (0-2
afos, gemelos).

(Abeles et al., 2015)

Bacteriéfagos abundantes.

(Columpsi et al., 2016)

Bacteriéfagos abundantes.

Familia: Picornaviridae

Género:
Enterovirus humano (HEV)

(grupo IV del sistema
Baltimore)

Genoma y estructura:
ARN de cadena simple
sentido +, sin envoltura,
simetria de la capside:
icosaédrica de 20-30 nm,
compuesta por 5 unidades
de proteina (pentameros) y
con cuatro poli-péptidos
(protémeros),  sitio  de
embalaje de la capside:
citoplasma.

Algunos miembros: polio
virus, Coxsackie virus,
Echovirus. Los Enterovirus
genotipos 1 y 2 son
comunes en heces de
humanos.

Otras caracteristicas: en
humanos son causantes de
la polio y asociados a casos
de meningitis.

(Lecuit y Eloit, 2013)

Excretados por nifios
menores de 5 afos sin
asociacion con enfermedad.

(Kramna et al., 2015)

Observé su excrecién en
heces de nifios que
desarrollaron auto-
inmunidad en los islotes y
posteriormente DM1.

(Lim et al., 2015)

Estudi6 a nifios sanos
(hasta los 2 afios, gemelos).

(Columpsi et al., 2016)

Excrecién comun sin
enfermedad en nifos
menores de 5 afios, los mas
comunes fueron:

-Genotipos 1y 2 (humanos).
-Genotipos 3 y 4 (reservorio
de animales, virus
zoonaéticos que se
adquieren por consumir
alimentos contaminados).

Familia: Picornaviridae

Género:
Parechovirus humano
(HPeV)

(grupo IV del sistema
Baltimore)

Genoma y estructura:
ARN de cadena simple
sentido +, sin envoltura,
simetria de la capside:
icosaédrica de 20-30 nm,
compuesta por 5 unidades
de proteina (pentameros) y
con cuatro poli-péptidos
(protémeros),  sitio  de
embalaje de la capside:
citoplasma.

Algunos miembros:
genotipos 1 y 6, comunes
en heces de humanos.

Otras caracteristicas: la
infeccion con Parechovirus
estd asociada a sintomas
de diarrea, meningitis y
encefalitis.

(Lecuit y Eloit, 2013)

Excretados por nifios
menores de 5 afos sin
asociacion con enfermedad.

(Kramna et al., 2015)

Observé su excrecion en
heces de nifios (genotipo 1)
que desarrollaron  auto-
inmunidad en los islotes y
posteriormente DM1.

(Lim et al., 2015)

Estudi6 a nifios sanos
(hasta los 2 afios, gemelos).

(Columpsi et al., 2016)

Estudié muestras de heces
de dos hermanos sanos. Se
excretan en heces de nifios
sanos, menores de 5 afios.
Los genotipos 1 y 6 son
comunes en humanos.

Familia: Anelloviridae

Géneros:
Alphatorquevirus
Betatorquevirus

Genoma y estructura:
ADN de doble cadena,
sentido -, = 3.8 kb.

(Lecuit y Eloit, 2013)

Estudio longitudinal de 1
afo, de dos nifos sanos
(hermanos).

(Kramna et al., 2015)

Niflos que desarrollaron
autoinmunidad en islotes y
después DM1 (TTV-5 vy
TTMV).
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Gammatorquevirus
Deltatorquevirus
Epsilontorquevirus
Zetatorquevirus
Etatorquevirus
Thetatorquevirus
lotatorquevirus

(grupo Il del sistema
Baltimore)

Algunos miembros:
Torquetenovirus  (TTV) y
TT-like mini virus (TTMV)

Otras caracteristicas: la
prevalencia de TTV en la
poblacion es alta >90%, se
adquieren por diversas
rutas como placenta,
respiratoria y transfusiones.

(Lim et al., 2015)

Nifos sanos (hasta 2 afios,
gemelos).

(Columpsi et al., 2016)

Muestras tomadas a dos
hermanos sanos.

Orden: Caudovirales
Familia: Inoviridae

(grupo 1l del sistema

Baltimore)

Genoma y estructura:
ADN de cadena simple, 7-9
kb, simetria de la capside:
helicoidal, sin envoltura,
tamafo de la capside: 6 x
900-1900 nm.

Algunos miembros: fago
f1 de enterobacterias, fago
B5 de Propionibacterium,
fago fd.

(Abeles et al., 2015) Bacteriéfagos abundantes
en la microbiota.
(Lim et al., 2015) Bacteriéfagos comunes.

Nifos sanos (0-2 afios,
gemelos).

(Columpsi et al., 2016)

Bacteriéfagos abundantes
en la microbiota.

Familia: Picobirnaviridae
Género: Picobirnavirus

(grupo Il de la clasificacion
de Baltimore)

Genoma y estructura:
ARN de doble cadena,
linear, incluye un segmento
de 1—2.5kby un segmento
de 2-1.7 kb.

Algunos miembros: la
familia solo posee un
género.

Otras caracteristicas:
estan asociados con

gastroenteritis en animales
y humanos.

(Zhang et al., 2006)

Muestras de dos adultos
sanos. Virus de ARN (el
mas comun identificado).

(Lecuit y Eloit, 2013)

Estudio longitudinal de 1
afo, de dos nifos sanos
(hermanos).

(Columpsi et al., 2016)

Muestras de dos hermanos
sanos.

Familia: Circoviridae

Género:
Gyrovirus humano (HGyV)

(grupo Il del sistema
Baltimore)

Genoma y estructura:
ADN de cadena simple

circular, sentido -, 2,300
nucleotidos, 19-27 nm, sin
envoltura, capside

icosaédrica con simetria T1.

Algunos miembros: virus
de la anemia de pollos.

(Minot et al., 2013)

Viroma de un adulto durante
2.5 afios (24 muestras), se
ha reportado recientemente
que infecta a humanos,
deteccion incierta.

(Lecuit y Eloit, 2013)

Identificados asociados a:
CAV (virus de la anemia de
pollos), HGyV y AGV2 (virus
similar).

(Lecuit y Eloit, 2013)

GyV4: identificado en pollos

y heces de humanos
(China).
Genoma y estructura: | (Lim et al., 2015) Nifos sanos (hasta 2 afios,
Familia: Astroviridae virus redondos, desnudos, gemelos).

Géneros:  Mamastrovirus
que infecta a los humanos y
Avastrovirus que infecta a
aves

Especie: Astrovirus (HastV)

(grupo IV de la clasificacion
de Baltimore)

de 28 a 32 nm de diametro,
con aspecto de estrella de
seis puntas, el diametro
total del virus es de 41 nm.
El genoma es de ARN
monocatenario positivo,
presenta una capside con
tres o mas proteinas y
simetria icosaédrica.

Algunos miembros: se
conocen 8 serotipos de H-
ast1 al H-ast8.

Otras caracteristicas: son
causantes de gastroenteritis
aguda, con prevalencia del
3 a9%.

(Columpsi et al., 2016)

Virus eucariontes de ARN
en intestino delgado y colon.
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Familia: Caliciviridae
Género: Calicivirus

(grupo IV del sistema
Baltimore)

Genoma vy estructura:
ARN de cadena sencilla en

sentido +, 7.5 kb, el
diametro del virion mide 35
nm, estructuralmente

presentan 32 indentaciones
superficiales en forma de
copa.

Algunos miembros: virus
de Norwalk, de Hawai, de
Taunton y de las Montafias
Nevadas.

Otras caracteristicas:
infectan a una amplia
variedad de hospederos,

(Lim et al., 2015)

Nifos sanos (hasta 2 afios,
gemelos).

(Columpsi et al., 2016)

Virus eucariontes de ARN
en intestino delgado y colon.

Familia: Adenoviridae

Géneros: Mastadenovirus 'y
Aviadenovirus

Especie: Adenovirus

(grupo | del sistema
Baltimore)

como mamiferos, aves,
reptiles y peces.
Genoma y estructura: | (Lecuity Eloit, 2013) Estudio longitudinal de 1

ARN de cadena doble lineal,
36 kb. El diametro del viriéon

es de 80-110 nm
aproximadamente,
estructura icosaédrica,

algunos poseen fibras o
filamentos largos que
sobresalen de los apices.

Algunos miembros: los
serotipos 40 y 41 que
causan gastroenteritis.

Otras caracteristicas: su
participacion en las
enfermedades diarreicas
aun no es clara.

afo, de dos nifos sanos
(hermanos).

(Columpsi et al., 2016)

Virus eucariontes de ARN
en intestino delgado y colon,
serotipos 40y 41.

Familia: Caliciviridae
Género: Sapovirus

(grupo IV del sistema
Baltimore)

Genoma vy estructura:
ARN de cadena simple,
sentido +, sin envoltura, 7.7
kb, estructura icosaédrica.

Otras caracteristicas: se
han relacionado con
gastroenteritis.

(Kramna et al., 2015)

Observé su excrecién en
heces de nifios que
desarrollaron auto-
inmunidad en los islotes y
posteriormente DM1.

(Lim et al., 2015)

Nifos sanos (hasta 2 afios,
gemelos).

Familia: Parvoviridae
Subfamilia: Parvovirinae
Género: Bocaparvovirus
Especie: Bocavirus

(grupo Il del sistema
Baltimore)

Genoma vy estructura:
ADN lineal de una sola
cadena, 5.5 kb, los viriones
son pequefios de 18-26 nm,
de simetria icosaédrica, sin
envoltura.

Algunos miembros:
genotipos 1 y 2 infectan a
humanos.

Otras caracteristicas:
asociados a enfermedades
en humanos como
gastroenteritis.

(Lecuit y Eloit, 2013)

Estudio longitudinal de 1
afio, de dos niflos sanos
(hermanos).

(Kramna et al., 2015)

Observé su excrecion en
heces de nifios que
desarrollaron auto-
inmunidad en los islotes y
posteriormente DM1
(genotipos 1y 2).
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11.2 CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Se realizaron las extracciones de ADN y ARN total y viral como se explicéd detalladamente en la
seccion de material y métodos (ver 10.6.1 “Recoleccion de las muestras y procesamiento de las
heces fecales”) y posteriormente se determinaron las concentraciones de material genético de cada
muestra. A continuacién, se muestran los valores minimos y maximos de las concentraciones
registradas de ADN y ARN total y viral de cada grupo de estudio y del total de la muestra (Tabla 14).

Tabla 14. Valores minimos y maximos de las concentraciones de ADN y ARN total y viral registradas para cada
grupo de estudio (n=15; controles sanos y pacientes con LLA) y el total de la muestra (n=30).

Control sano | Control sano | Paciente con | Paciente con TOTAL TOTAL
Variable (n=15) (n=15) LLA (n=15) LLA (n=15) (n=30) (n=30)
Minimo Maximo Minimo Maximo Minimo Maximo
ADN total
| (ngluL) 28.40 248.70 15.50 182.90 15.50 248.70
ADN total
(ug/gr de 12.90 113.04 7.04 83.14 7.04 113.04
heces)
ARN total
| (ng/uL) 0.00 224.60 2.50 367.30 0.00 367.30
ARN total
(ug/gr de 0.00 11.23 0.12 18.36 0.00 18.36
heces)
ADN viral
| (ngluL) 128.40 997.10 109.80 1506.70 109.80 1506.70
ADN viral
(ug/gr de 25.68 199.42 21.96 301.34 21.96 301.34
heces)
ARN viral
| (ng/uL) 117.50 1009.70 86.70 1171.40 86.70 1171.40
ARN viral
(ug/gr de 23.50 201.94 17.34 234.28 17.34 234.28
heces)

Se analizaron estadisticamente los datos de cada grupo de estudio (media y desviacion estandar) y
se realizé la prueba T de Student para observar si existian diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos. Para la variable concentracion de ADN total se obtuvo un valor p=0.205, para
la variable concentracion de ARN total se obtuvo un valor p=0.332, para la variable concentracion de
ADN viral, se obtuvo un valor p=0.832 y para la variable ARN viral se obtuvo un valor p=0.836 lo que
indica que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio para

ninguna de las variables de concentracion (Tabla 15, graficas 1y 2).
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Tabla 15. Estadisticos de grupo y prueba T de Student de las variables: concentracion de ADN y ARN total y

viral (ng/uL y ug/gr de heces). Se presenta la media y la desviacion estandar de cada variable segun la ausencia

o presencia de enfermedad (LLA), asi como del total de los sujetos muestreados. Se indica el valor p de la
rueba T de Student de cada variable.

Control sano Paciente con LLA Total
Variable (n=15) (n=15) (n=30) Valor p
M * DE M * DE M * DE
ADN total (ng/pL) 108.32 + 70.74 80.18 + 44.64 94.25 + 59.86 0.205
ADN total
(kg/gr de heces) 49.23 £ 32.15 36.44 + 20.29 42.84 +27.20 0.205
ARN total (ng/pL) 44.89 + 63.71 76.39 + 105.90 60.64 + 87.35 0.332
ARN total
(ug/gr de heces) 2.24 +3.18 3.81+5.29 3.03+4.36 0.332
ADN viral (ng/uL) 578.64 + 290.21 606.38 +410.78 592.51 + 349.74 0.832
ADN viral
(kg/gr de heces) 115.72 + 58.04 121.27 £+ 82.15 118.50 + 69.94 0.832
ARN viral (ng/uL) 478.82 + 262.04 456.60 + 318.00 467.71 + 286.52 0.836
ARN viral
(kg/gr de heces) 95.76 + 52.40 91.32 +63.60 93.54 + 57.30 0.836
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Grafica 1. Graficas de barras que muestran la media, desviacion estandar y los valores individuales (n=30) de
las concentraciones de: a) ADN total expresada en ng/uL, b) ADN total expresada en ug/gr de heces, c) ARN
total expresada en ng/uL y d) ARN total expresada en pg/gr de heces; de los dos grupos de estudio (controles
sanos: CS y pacientes con LLA: PT).
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Grafica 2. Graficas de barras que muestran la media, desviacion estandar y los valores individuales (n=30) de
las concentraciones de: a) ADN viral expresada en ng/uL, b) ADN viral expresada en pg/gr de heces, ¢) ARN
viral expresada en ng/uL y d) ARN viral expresada en ng/gr de heces; de los dos grupos de estudio (controles
sanos: CS y pacientes con LLA: PT).

11.3 VALIDACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS PRIMERS

Una vez que se eligieron/disefiaron los primers para cada una de las bacterias y los virus, se llevaron
a cabo las reacciones de PCR para estandarizar el procedimiento como se describioé en la seccién
de material y métodos. Para asegurar la especificidad de los primers y evitar obtener un resultado
falso positivo, se corrié un gel en agarosa al 2% que nos permitié observar el fragmento amplificado

y corroborar el tamafo (segun el peso aproximado esperado).

11.3.1 Bacteroides spp

Para asegurar que la reaccién de PCR generara un solo amplicon del tamafio esperado (82 pb), los
productos obtenidos de cuatro muestras (pacientes con tratamiento 1y 5; controles sanos 6 y 10) se
analizaron en geles de agarosa al 2%, lo que permitid observar los fragmentos amplificados y
corroborar el tamafio. En el gel de electroforesis observamos las cuatro bandas (PT1, PT5, CS6,
CS10) por debajo de 111 pb del marcador de peso molecular, que correspondié al peso esperado
del fragmento (82 pb); con este resultado se pudo corroborar la especificidad de los primers y se

prosiguio a realizar las PCR para todas las muestras de pacientes y controles restantes (Figura 8).
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Figura 8. Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de PCR en tiempo real para Bacteroides spp de los
pacientes con tratamiento 1y 5 y los controles sanos 6 y 10 (PT1, PT5, CS6, CS10), se observa una banda
abajo de 111 pb del marcador de peso molecular de ADN (rango bajo, marca BioTecMol®).

11.3.2 Lachnospiraceae spp

Para asegurar que la reaccion de PCR generara un solo amplicon del tamafio esperado (429 pb),
los productos obtenidos de dos muestras (paciente con tratamiento 5 y control sano 6) se analizaron
en geles de agarosa al 2%, lo que permitid observar los fragmentos amplificados y corroborar el
tamafio. En el gel de electroforesis observamos las dos bandas (PT5 y CS6) por debajo de 489 pb y
arriba de 404 pb del marcador de peso molecular, que correspondio al peso esperado del fragmento
(429 pb); con este resultado se pudo corroborar la especificidad de los primers y se prosiguié a

realizar las PCR para todas las muestras de pacientes y controles restantes (Figura 9).
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Figura 9. Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de PCR en tiempo real para Lachnospiraceae spp
del paciente con tratamiento 5 y el control sano 6 (PT5, CS6), se observa una banda abajo de 489 pb y arriba
de 404 pb del marcador de peso molecular de ADN (rango bajo, marca BioTecMol®).
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11.3.3 Firmicutes spp

Para asegurar que la reaccion de PCR generara un solo amplicén del tamafio esperado (126 pb),
los productos obtenidos de seis muestras (pacientes con tratamiento 1, 2 y 3; controles sanos 1, 2y
3) se analizaron en geles de agarosa al 2%, lo que permitié observar los fragmentos amplificados y
corroborar el tamafio. En el gel de electroforesis observamos las seis bandas (PT1, PT2, PT3, CS1,
CS2, CS3) por debajo de 147 pb y arriba de 111 pb del marcador de peso molecular, que
correspondié al peso esperado del fragmento (126 pb); con este resultado se pudo corroborar la
especificidad de los primers y se prosiguié a realizar las PCR para todas las muestras de pacientes

y controles restantes (Figura 10).
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Figura 10. Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de PCR en tiempo real para Firmicutes spp de los
pacientes con tratamiento 1, 2y 3 (PT1, PT2, PT3) y los controles sanos 1, 2y 3 (CS1, CS2, CS3) se observa
una banda abajo de 147 pb y arriba de 111 pb del marcador de peso molecular de ADN (rango bajo, marca
BioTecMol®).

11.3.4 Torquetenovirus (TTV)

Para asegurar que la reaccion de PCR generara un solo amplicon del tamafio esperado (79 pb), los
productos obtenidos de una muestra (paciente con tratamiento 1) se analizaron en geles de agarosa
al 2%, lo que permitié observar los fragmentos amplificados y corroborar el tamafio. En el gel de
electroforesis observamos tres bandas (PT1) por debajo de 110 pb del marcador de peso molecular,
que correspondio al peso esperado del fragmento (79 pb); con este resultado se pudo corroborar la
especificidad de los primers y se prosiguié a realizar las PCR para todas las muestras de pacientes

y controles restantes (Figura 11).
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Figura 11. Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de PCR en tiempo real para Torquetenovirus (TTV)
del paciente con tratamiento 1 (PT1) de se observa una banda abajo de 110 pb del marcador de peso molecular
de ADN (rango bajo, marca BioTecMol®).

11.3.5 Fago de Bacteroides B40-8

Al llevar a cabo la estandarizacion (pruebas de amplificacion y especificidad de los primers) de la
reaccion, con las muestras PT1, PT5, CS6 y CS10 no se observé una senal de amplificacién en el
equipo. Se realizé una segunda prueba haciendo un gradiente de temperatura para observar si habia
alguna que favorecia la amplificacién con los primers; este se llevé a cabo por PCR en punto final
empleando el kit: FastStart Tag DNA Polymerase dNTPack de Roche®; siguiendo las indicaciones
del fabricante. Se probaron 5 temperaturas con intervalos de 0.5 °C y los productos de reaccién se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2% para observar la amplificacion; al revelar el
gel, no se observd ninguna banda de amplificacion. Por la escasez de recursos materiales,
financieros y de tiempo no se continud con la estandarizacion de las pruebas; se recomienda buscar
otro par de primers o emplear sondas marcadas junto con el par de primers disefiados en esta

investigacion.

11.3.6 Enterovirus y Parechovirus

Para la estandarizacion de la reaccion de PCR se emplearon las muestras PT1, PT5, CS6 y CS10,
y se siguié la metodologia como se describié anteriormente. La reaccién de PCR empleando el par
de primers elegidos para estos dos virus si generd una sefal en el equipo, es decir, graficas de
amplificacion y un valor de Ct para cada una de las muestras analizadas, lo que sugeria una
amplificacion de algun o algunos fragmentos de ADN.
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Para asegurar que la reaccion de PCR generaba un solo amplicén (se desconocia el tamafio del
fragmento), los productos de reaccion obtenidos de las cuatro muestras (pacientes con tratamiento
1y 5; controles sanos 6 y 10) se analizaron en geles de agarosa al 2%, lo que permitié observar los
fragmentos amplificados y corroborar el tamafio. En el gel de electroforesis se puede apreciar que
no se obtuvo una sola banda como se esperaba, lo cual indica una falta de especificidad en la

reaccion para identificar unicamente a estos dos virus (Figura 12).

N

cs6 Cs10 ' ' cs6 Marcador

Y

Parechovirus

Figura 12. Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de PCR en tiempo real para identificar Enterovirus
y Parechovirus de los pacientes con tratamiento 1y 5 (PT1, PT5) y de los controles sanos 6 y 10 (CS6, CS10),
se observan multiples bandas para cada muestra; a la derecha del gel el marcador de peso molecular de ADN
(rango bajo, marca BioTecMol®).

Se emplearon distintas estrategias para lograr obtener un solo fragmento, las cuales se mencionan

a continuacion:

v' Cambiar las temperaturas de amplificacion: se ajustaron con el promedio de la Tm reportada
por la empresa que sintetizé los primers (T4OLIGO): se registré un valor Ct en el equipo,
pero se siguieron observando fragmentos inespecificos en los geles de agarosa.

v" Degradar el ADN de la extraccion de ARN/ADN viral con el kit de Qiagen®: DNase Max KIT,
a partir de esta extraccion de ARN sin ADN se volvié a sintetizar cDNA y se realizaron las
reacciones con las condiciones de reaccion originales (Tabla 11): se registrd una valor Ct en
el equipo, pero se siguieron observando fragmentos inespecificos en los geles de agarosa.

v' Emplear la extraccion de ARN total para sintetizar cDNA y realizar las reacciones de PCR:
se registré un valor Ct en el equipo, pero se siguieron observando fragmentos inespecificos
en los geles de agarosa.
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v' Se emplearon las sondas especificas para cada virus (que sintetizé la empresa T40LIGO),
la reaccion de PCR se llevé a cabo empleando el kit: Maxima SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix (2X) con las condiciones de reaccion originales (Tabla 11): se registré un valor
Ct en el equipo, pero se siguieron observando fragmentos inespecificos en los geles de
agarosa.

v' Se emplearon las sondas especificas para cada virus, la reaccién de PCR se llevo a cabo
empleando el kit: Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X) con las condiciones de reaccion
originales (Tabla 11): NO se registré un valor Ct en el equipo, pero se observaron fragmentos
de amplificacion inespecificos en los geles de agarosa.

v' Se emplearon las sondas especificas para cada virus, la reaccién de PCR se llevo a cabo
empleando el kit: QuantiNova Probe RT-PCR Kit de Qiagen® siguiendo las instrucciones del
fabricante y las condiciones de reaccion originales (Tabla 11): NO se registré una valor Ct
en el equipo, pero observaron fragmentos de amplificacion inespecificos en los geles de

agarosa.

Debido a estos resultados no se continué con la estandarizacién de las reaciones, ni la amplificacion
de todas las muestras de controles y pacientes que se tenia planeado. Se sugiere probar otro set de
primers y sondas que no generen fragmentos inespecificos en la reaccion y revisar la calidad de las

muestras originales.

11.3.7 Control interno (GAPDH)

Para asegurar que la reaccién de PCR generaba un solo amplicon del tamafio esperado (114 pb),
los productos obtenidos de tres muestras (paciente con tratamiento 1 y 2; control sano 1) se
analizaron en geles de agarosa al 2%, lo que permitid observar los fragmentos amplificados y
corroborar el tamafio. En el gel de electroforesis observamos seis bandas (PT1, PT2 y CS1) por
debajo de 147 pb y arriba de 111 pb del marcador de peso molecular, que correspondié al peso
esperado del fragmento (114 pb); con este resultado se pudo corroborar la especificidad de los
primers y se prosigui6 a realizar las PCR para todas las muestras de pacientes y controles restantes
(Figura 13).
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Figura 13. Electroforesis en agarosa al 2% de los productos de PCR en tiempo real para GAPDH de los
pacientes con tratamiento 1y 2 y el control sano 1 (PT1, PT2, CS1), se observa una banda entre 147 y 111 pb
del marcador de peso molecular de ADN (rango bajo, marca BioTecMol®).

11.4 ANALISIS COMPARATIVO DE LA EXPRESION GENICA DE BACTERIAS Y VIRUS DE LA
MICROBIOTA INTESTINAL EN CONTROLES SANOS Y PACIENTES CON LLA

Una vez que se estandarizaron las condiciones de las reacciones y se probd la especificidad de los
primers para la identificacion de las bacterias y virus, se llevaron a cabo todas las reacciones de
PCR en tiempo real para las 30 muestras: 15 controles sanos y 15 pacientes con LLA, que
identificaron la expresion génica de Bacteroides spp, Lachnospiraceae spp, Firmicutes spp y
Torquetenovirus en heces. Para cada una de las 30 muestras se efectuaron reacciones por duplicado
por cada corrida; para asegurar la reproducibilidad de los experimentos se procuré que la diferencia
del valor Ct entre los duplicados fuera de = 0.3 (se ajustd el treshold a 0.05 para todas las
reacciones). Se realizo el analisis matematico ACt y 2*2¢t que involucra comparar los datos de la
expresion génica de las bacterias y virus (Ct) con la expresién génica (Ct) del control interno GAPDH.
Los valores resultantes se analizaron con la prueba T de Student para determinar si existian
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de estudio (controles y pacientes). A
continuacion se presentan los valores minimos y maximos (Tabla 16) y los valores estadisticos:
media, desviacion estandar y valor p de los valores Ct, ACt y 224¢t (Tabla 17) de controles y pacientes

por cada bacteria/virus estudiado (Graficas 3, 4 y 5).
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Tabla 16. Valores minimos y maximos del Ct, ACt y 244Ctde: Bacteroides spp, Lachnospiraceae spp, Firmicutes
spp y Torquetenovirus para cada grupo de estudio (controles sanos y pacientes con LLA) y el total de la muestra.

Controles Controles Pacientes Pacientes TOTAL TOTAL
sanos sanos con LLA con LLA (n=30) (n=30)
Variable (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
Valor Valor Valor Valor \{al_or \{al_or
minimo maximo minimo maximo minimo maximo
Bacteroides spp
Valor Ct 9.38 36.09 12.82 31.26 9.38 36.09
ACt 0.01 377207.80 0.03 52136.28 0.01 377207.80
24Act 0.00 543.72 0.00 75.76 0.00 543.72
Lachnospiraceae spp
Valor Ct 10.10 15.77 10.69 25.18 10.10 25.18
ACt 253.35 1488058.69 1.82 878693.20 1.82 1488058.69
24Act 0.00 14.30 0.00 8.61 0.00 14.30
Firmicutes spp
Valor Ct 7.37 11.22 712 11.31 712 11.31
ACt 34998.37 12154607.7 47975.16 8046890.67 | 34998.37 | 12154607.7
24Act 0.03 9.35 0.04 6.56 0.03 9.35
Torquetenovirus (TTV)
Valor Ct 27.16 36.28 18.69 33.04 18.69 36.28
ACt 0.00 1.68 0.01 163.71 0.00 163.71
24Act 0.01 27.18 0.21 2609.78 0.01 2609.78

Tabla 17. Estadisticos de grupo y prueba T de Student de los valores Ct, ACt y 224Ct de: Bacteroides spp,
Lachnospiraceae spp, Firmicutes spp y Torquetenovirus. Se presenta la media y la desviacion estandar de cada
variable cuantitativa para cada grupo de estudio (controles sanos y pacientes con LLA) y del total de los sujetos
muestreados. Se indica el valor p de la prueba T de Student de cada variable.

Controles sanos Pacientes con
Variable (n=15) LLA (n=15) Total (7230) Valor p
M + DE M + DE -
Bacteroides spp
Valor Ct 19.44 + 8.03 20.85 + 5.91 20.15+6.97 0.589
52216.60 + 9098.35 + 30657.47 +
ACt 116152.40 17500.12 84508.88 0.176
284ct 75.11 £ 166.43 13.21 + 25.49 44,16 + 121.15 0.175
Lachnospiraceae spp
Valor Ct 12.19 + 1.56 13.15+ 3.46 12.67 + 2.68 0.335
ACt 356536.03 157031.98 + 256784.00 + 0117
415266.36 227548.25 344296.13 )
284ct 3.49+3.99 1.50 + 2.21 14.30 £ 2.45 0.122
Firmicutes spp
Valor Ct 8.60 + 1.06 8.81+1.24 8.70+1.14 0.615
ACt 3658833.14 2070261.23 + 2864547.19 0194
3780251.54 2657306.62 3310635.05 ’
24Act 2.86+2.94 1.64 +2.13 2.25+2.60 0.203
Torquetenovirus (TTV)
Valor Ct 32.82+2.20 29.47 +£3.48 31.15+3.33 0.004
ACt 0.28 + 0.47 12.09 + 42.00 6.19 + 29.80 0.295
24Act 4.46+7.59 192.16 + 669.75 98.31 + 475.07 0.296

62



C I O 5
U Centro de Investigacion Oncoldgica ®
Una Nueva Esperanza - UPAEP

® CS
40m m PT
a 35 [ X J
& EmE
2 30=
ks
s% 25m= ",
g - T
— EmE
O 15= [
5 |
S 10+
T g
0 T T
Cs PT
Grupos de estudio
® CS
19m PT
o 114 ®
[o%
2]
3 —_—
5 10~ ..
L
g
T 9 ®
35 Q)
5 8- ®e
< °ee® -
o 7+
6 1 1
Cs PT

Grupos de estudio

b) Valor Ct Lachnospiraceae spp

d) Valor Ct Torquetenovirus (TTV)

® CS
m PT
30=
25=1 [ ]
20~
15 °®
10 ogo00 L L]
S
o T T
CS PT
Grupos de estudio
CS
m PT
40m=
[ |
AgH
30 -1 =
i
20 -
10~
0 T T
Cs PT

Grupos de estudio

Grafica 3. Graficas de barras que muestran la media, desviacion estandar y los valores individuales del valor
Ct de: a) Bacteroides spp (p=0.589), b) Lachnospiraceae spp (p=0.335), ¢) Firmicutes spp (p=0.615) y d)
Torquetenovirus (p=0.004); de los dos grupos de estudio (controles sanos: CS y pacientes con LLA: PT).

Al analizar los valores p de la prueba T de Student que se realizé para la variable valor Ct (Tabla 17),

observamos que todos son mayores a 0.05 (p>0.05), excepto para el valor Ct de Torquetenovirus

(p=0.004<0.05), con lo cual se puede concluir que para este virus si existen diferencias

estadisticamente significativas en el valor Ct (expresion génica) entre los dos grupos de estudio

(controles sanos y pacientes con LLA). En relacién a la expresion génica de bacterias, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas en el valor Ct entre controles sanos y

pacientes con LLA.
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Grafica 4. Gréficas de barras que muestran la media y desviacion estandar del valor ACt de: a) Bacteroides spp
(p=0.176), b) Lachnospiraceae spp (p=0.117), ¢) Firmicutes spp (p=0.194) y d) Torquetenovirus (p=0.295); de
los dos grupos de estudio (controles sanos: CS y pacientes con LLA: PT).

Grupos de estudio

Al analizar los valores p de la prueba T de Student que se realizé para la variable valor ACt (Tabla
17), observamos que todos son mayores a 0.05 (p>0.05), con lo cual se puede concluir que no

existen diferencias estadisticamente significativas en el valor ACt (expresion génica) entre los dos

grupos de estudio (controles sanos y pacientes con LLA).
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Gréafica 5. Gréaficas de barras que muestran la media y desviacion estandar del valor 222Ct de: a) Bacteroides
spp (p=0.175), b) Lachnospiraceae spp (p=0.122), ¢) Firmicutes spp (p=0.203) y d) Torquetenovirus (p=0.296);
de los dos grupos de estudio (controles sanos: CS y pacientes con LLA: PT).

Al analizar los valores p de la prueba T de Student que se realiz6 para la variable 224Ct (Tabla 17)
observamos que todos son mayores a 0.05 (p>0.05), con lo cual se puede concluir que no existen
diferencias estadisticamente significativas en el valor 224¢t (expresion génica) entre los dos grupos

de estudio (controles sanos y pacientes con LLA).

11.5 CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

A todos los participantes del estudio se les solicité que respondieran un cuestionario (ver Anexo 17.2)
con preguntas especificas sobre aspectos demograficos, historia clinica, habitos de alimentacion,
entre otras; esto permitié en primer lugar, comparar las diferencias entre estas variables (cualitativas
y cuantitativas) entre los dos grupos de estudio y en segundo lugar analizar la correlacion de las
variables con los resultados experimentales (concentraciones de acidos nucleicos y valores de la
expresion génica de las bacterias y virus). A continuacién, se presenta la informacién demografica
mas relevante de la muestra (Tabla 18) y posteriormente se presenta el analisis estadistico y la

correlacién entre variables.
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Tabla 18. Caracteristicas demograficas de la muestra (controles sanos y pacientes con tratamiento).

D | Procedencia | £dad Tall ] Peso | Genero| Tiempo desdesl | Tempo con s
cst Aleatoria 6.00 [1.15| 25 H N/A N/A
cs2 Aleatoria 2.75 | 087 | 11 H N/A N/A
cs3 Aleatoria 2.75 |0.88| 11 M N/A N/A
cs4 Aleatoria 2.00 [0.85| 10 M N/A N/A
@ | css Aleatoria 14.00 [ 1.63 | 50 M N/A N/A
= | cse Aleatoria 10.50 | 1.27 | 35 M N/A N/A
2 |cs7 Aleatoria 400 [1.02| 19 M N/A N/A
§ css Aleatoria 1.08 | 0.7 | 11 M N/A N/A
2 | cs9 Aleatoria 12.00 | 1.6 | 65 H N/A N/A
£ |cs10 Aleatoria 900 | 12| 33 H N/A N/A
8 |cs11 Aleatoria 500 | 12 | 26 H N/A N/A
CS12| Hermano UNE* | 5.00 | 1.1 | 19 H N/A N/A
cs13 Aleatoria 6.00 | 117 | 22 H N/A N/A
cs14 Aleatoria 3.00 [0.97| 175 H N/A N/A
cs15 Aleatoria 12.00 | 1.52 | 58 M N/A N/A
PT1 UNE 13.92 | 1.5 | 42 H 1.00 1.00
PT2 UNE 7.24 | 1.18| 245 H 0.16 0.16
= |PT3 UNE 5.00 [1.16| 20 M 4.00 4.00
o | PT4 HIT 192 [ 076 | 8.2 M 0.66 0.58
2 |pT5 HIT 5.00 [099| 18 M 1.24 1.00
g PT6 HIT 900 | 12 | 32 M 3.00 3.00
s |PT7 HIT 500 | 1.4 | 174 H 2.00 2.00
£ | PT8 HIT 5.00 | 1.19| 19.7 H 3.00 3.00
§ PT9 HIT 14.00 [ 1.54 | 53 M 1.66 1.66
@ | PT10 HIT 9.00 [ 1.25| 30.7 H 1.74 1.49
EREEE HIT 9.00 [ 1.22| 31 M 0.41 0.41
S IPT12 HIT 15.00 | 1.53 | 44.2 H 2.74 2.74
& [pm13 HIT 8.00 [1.31| 34 M 0.50 0.50
PT14 UNE 617 | 1.2 | 288 H 1.00 1.00
PT15 UNE 5.00 | 1.11| 205 M 2.00 2.00

+ Hermano sano de un paciente con LLA que es beneficiario de Una Nueva Esperanza (UNE).

11.6 ANALISIS COMPARATIVO DE VARIABLES CUALITATIVAS DE CONTROLES SANOS Y
PACIENTES CON LLA

Con la informacion obtenida de los cuestionarios aplicados a los participantes se identificaron las
siguientes variables cualitativas (ver Tabla 4): género, ingesta de medicamentos, antecedentes de
cancer, ingesta de probidticos, enfermedades virales, exposicion al humo de tabaco, alergias y/o
intolerancia a alimentos y/o medicamentos, enfermedades diarreicas, estrefiimiento y asistencia a
guarderias o estancias infantiles por un periodo prolongado; las cuales se analizaron con la prueba
Chi cuadrada, para evaluar si existia asociacion de las variables con la condiciéon de estar sano o
enfermo en los dos grupos de estudio.
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11.6.1 Género

De las 30 muestras obtenidas, 15 fueron de hombres (8 controles sanos y 7 pacientes con LLA) y 15
muestras de mujeres (8 controles sanos y 7 pacientes con LLA). Se realizd el analisis de Chi
cuadrado de Pearson y se obtuvo una p de 0.715, lo que indica que no hay asociacion
estadisticamente significativa entre la variable género y la ausencia o presencia de la enfermedad
(Tabla 19, grafica 6).

Tabla 19. Andlisis de la variable cualitativa: género. Tabla cruzada y prueba de Chi cuadrado de Pearson. Se

presenta el nUmero y porcentaje de cada respuesta de la variable segun la presencia o ausencia de enfermedad,
asi como el total de la respuesta, ademas se indica el valor p de la prueba de Chi cuadrado.

Variable cualitativa Control sano | Paciente con LLA Total Valor
n (%) n (%) n (%) p
Género
Hombre 8 (53.33) 7 (46.66) 15 (50) 0.715
Mujer 7 (46.66) 8 (53.33) 15 (50) )
Total de la muestra 15 (50) 15 (50) 30 (100)
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Grafica 6. Grafica de barras que muestra el nUmero de hombres y mujeres que formaron parte del estudio por
cada uno de los grupos de estudio (controles sanos: CS y pacientes con LLA en tratamiento: PT).

11.6.2 Ingesta de medicamentos

De los 30 participantes en el estudio, 6 (40%) miembros del grupo de controles sanos estaban
tomando algin medicamento, mientras que ningun miembro del grupo de pacientes con LLA estaba
tomando otro medicamente ademas de su tratamiento de quimioterapia. Se realizé el analisis de Chi
cuadrado de Pearson y se obtuvo una p de 0.006, lo que indica que hay una asociacién
estadisticamente significativa entre la variable ingesta de medicamentos y la ausencia o presencia
de la enfermedad (Tabla 20).

Tabla 20. Analisis de la variable cualitativa: ingesta de medicamentos. Tabla cruzada y prueba de Chi cuadrado

de Pearson. Se presenta el numero y porcentaje de cada respuesta de la variable segun la presencia o ausencia
de enfermedad, asi como el total de la respuesta, ademas se indica el valor p de la prueba de Chi cuadrado.

Variable cualitativa Con;rz;jano Paclen;e(ozt)m LLA Icz‘t,z; Valor p
Otros medicamentos
Sl 6 (40) 0 (0) 6 (20) 0.006
NO 9 (60) 15 (100) 24 (80)
Total de la muestra 15 (50) 15 (50) 30 (100)
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Se les preguntod a los 6 participantes (controles sanos) que recibian tratamiento farmacoldgico, el

medicamento, la dosis y el diagnéstico (Tabla 21).

Tabla 21. Lista de medicamentos, dosis y diagndstico que los controles sanos (n SI=6) estaban recibiendo en
el momento de la toma de muestra.

Medicamento Dosis Diagnéstico #

Dimegan-D (Loratadina, Fenilefrina) 3 mL cada 12 horas Infecgon envias 2
respiratorias

Dalvear (Dropropizina, Bromhexina) 3 Y2mL cada 12 horas Infecgon envias 2
respiratorias

Deflox (Diclofenaco) 2 mL diarios Infeccion en la garganta 1

Vitaminas 1 pastilla diaria Aumentar defensas 1

Bactrim (Sulfametoxazol y Trimetoprima) | 1 pastilla cada 8 horas | Gripa 1

Atemperador (Valproato de magnesio) 2.5 mL en lamafiana y Paroxismos en el cerebro 1

en la noche

11.6.3 Antecedente de cancer en la familia

De los 30 participantes del estudio, 3 respondieron que tenian algun antecedente de cancer en
familiares cercanos (2 controles sanos y 1 paciente con LLA), el resto de los participantes (27)
mencionaron no tener antecedente de cancer en algun familiar cercano. Se realizé el analisis de Chi
cuadrado de Pearson y se obtuvo una p de 0.543, lo que indica que no hay asociacion
estadisticamente significativa entre la variable antecedente de cancer y la ausencia o presencia de

la enfermedad (Tabla 22, grafica 7).

Tabla 22. Analisis de la variable cualitativa: antecedente de cancer. Tabla cruzada y prueba de Chi cuadrado
de Pearson. Se presenta el numero y porcentaje de cada respuesta de la variable segun la presencia o ausencia
de enfermedad, asi como el total de la respuesta, ademas se indica el valor p de la prueba de Chi cuadrado.

Variable cualitativa Control sano | Paciente con LLA Total Valor
n (%) n (%) n (%) p
Antecedente de cancer
Sl 2 (13.33) 1 (6.66) 3(10) 0.543
NO 13 (86.66) 14 (93.33) 27 (90)
Total de la muestra 15 (50) 15 (50) 30 (100)
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Grafica 7. Grafica de barras que muestra el numero de participantes que respondieron si tener o no un
antecedente de cancer en su familia, dividido por cada grupo de estudio (controles sanos: CS y pacientes con
LLA en tratamiento: PT).
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11.6.4 Ingesta de probidticos

Los probidticos son alimentos con microorganismos vivos adicionados que permanecen activos en
el intestino y tienen importantes efectos fisioldgicos. Se les pregunté a los participantes del estudio
si de forma regular estaban tomando alguin probidtico, de los 30 participantes 11 reportaron que
tomaban algun probidtico de forma regular (5 controles sanos y 6 pacientes con LLA en tratamiento)
y 19 participantes reportaron que no tomaban probidticos de forma regular (10 controles sanos y 9
pacientes con LLA). Se realiz6 el analisis de Chi cuadrado de Pearson y se obtuvo una p de 0.705,
lo que indica que no hay asociacidon estadisticamente significativa entre la variable ingesta de

probidticos y la ausencia o presencia de la enfermedad (Tabla 23, grafica 8).

Tabla 23. Analisis de la variable cualitativa: ingesta de probidticos. Tabla cruzada y prueba de Chi cuadrado de
Pearson. Se presenta el nimero y porcentaje de cada respuesta de la variable segun la presencia o ausencia
de enfermedad, asi como el total de la respuesta, ademas se indica el valor p de la prueba de Chi cuadrado.

. T Control sano | Paciente con LLA Total
Variable cualitativa n (%) n (%) n (%) Valor p
Toma algun probioético
Sl 5 (33.33) 6 (40) 11 (36.66) 0.705
NO 10 (66.66) 9 (60) 19 (63.33)
Total de la muestra 15 (50) 15 (50) 30 (100)
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Grafica 8. Grafica de barras que muestra el numero de participantes que respondieron tomar regularmente
algun probidtico y los que no lo hacen, dividido por cada grupo de estudio (controles sanos: CS y pacientes con
LLA en tratamiento: PT).

Se les pregunto a los participantes del estudio que si tomaban regularmente algun probiético, cual
era este y con qué frecuencia los ingerian. El probiético que se ingiere con mayor frecuencia es la
bebida lactea fermentada marca Yakult® que contiene entre sus ingredientes a los Lactobacillus
casei Shirota, los 11 participantes que reportaron tomar algin probiético mencionaron que
consumian esta bebida y solo un participante de los 11 tomaba ademas Sinuberase® (capsulas que

contienen Lactobacillus acidophilus) de forma regular (Tabla 24).
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Tabla 24. Tipo de probidticos reportados que se consumen con frecuencia entre los participantes del estudio.
Se muestra el numero de participantes que los ingieren por cada grupo de estudio (control sano y paciente con
LLA) y el total de la muestra (n=30).

i oes Control sano Paciente con LLA Total
Probiético n (%) n (%) n (%)
Yakult® 4 (13.33) 6 (20) 10 (33.33)
Yakult® y Sinuberase® 1(3.33) 0 (0) 1(3.33)
Ninguno 10 (33.33) 9 (30) 19 (63.33)
Total 15 (50) 15 (50) 30 (100)

En relacion a la frecuencia con la que ingerian los probidticos, el minimo reportado fue de cero
probidticos a la semana y el maximo numero reportado fueron 21 unidades de probidticos a la
semana (M + DE=1.29 £ 3.944). La tabla de frecuencias de toma de probidéticos en una semana se
presenta a continuacion (Tabla 25).

Tabla 25. Frecuencia de consumo de probidticos durante una semana reportados por los participantes del

estudio. Se muestra en la tabla el niumero y porcentaje de participantes que los ingieren por cada grupo de
estudio (control sano y paciente con LLA) y el total de la muestra (n=30).

(in ; ;s?tt:?:lt:;: nte Control sano Paciente con LLA Total
una semana) n (%) n (%) n (%)
0 10 (33.33) 9 (30) 19 (63.33)
0.25 0 1(3.33) 1(3.33)
0.50 1(3.33) 2 (6.66) 3 (10)
1.00 0 1(3.33) 1(3.33)
1.50 1(3.33) 1(3.33) 2 (6.66)
2.00 0 1(3.33) 1(3.33)
5.00 2 (6.66) 0 2 (6.66)
21.00 1(3.33) 0 1(3.33)
Total 15 (50) 15 (50) 30 (100)

11.6.5 Enfermedades virales

Se les pregunté a los participantes del estudio si habian padecido alguna enfermedad de origen viral
o si la padecian en el momento de la toma de muestra; del total de los 30 participantes del estudio
11 reportaron haber padecido una enfermedad de origen viral (6 controles sanos y 5 pacientes con
LLA) y 19 participantes no habian padecido alguna enfermedad viral (9 controles sanos y 10
pacientes con LLA). Se realiz6 el andlisis de Chi cuadrado de Pearson y se obtuvo una p de 0.705,
lo que indica que no hay asociacion estadisticamente significativa entre la variable enfermedades

virales y la ausencia o presencia de la enfermedad (Tabla 26, grafica 9).

Tabla 26. Analisis de la variable cualitativa: enfermedades virales. Tabla cruzada y prueba de Chi cuadrado de
Pearson. Se presenta el niumero y porcentaje de cada respuesta de la variable segun la presencia o ausencia
de enfermedad, asi como el total de la respuesta, ademas se indica el valor p de la prueba de Chi cuadrado.

Variable cualitativa Conrt‘rz);jano Paclenr:e(ozc)m LLA I?EZ; Valor p
Enfermedades virales
Sl 6 (40) 5(33.33) 11 (36.66) 0.705
NO 9 (60) 10 (66.66) 19 (63.33)
Total de la muestra 15 (50) 15 (50) 30 (100)
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Grafica 9. Grafica de barras que muestra el nimero de participantes que respondieron haber padecido alguna
enfermedad viral o no haber padecido nunca una enfermedad viral, dividido por cada grupo de estudio (controles
sanos: CS y pacientes con LLA en tratamiento: PT).

Numero de personas

Dentro de las preguntas del cuestionario se les presentd a los participantes una lista de
enfermedades e infecciones virales que son comunes en la edad pediatrica y en la poblacion en
general, con la finalidad de facilitar la historia clinica que se estaba realizando de cada control y
paciente. El listado de enfermedades contenia las siguientes opciones: hepatitis (A / B / C), herpes
simple (fuegos labiales por virus Herpes tipo 1), herpes genital (virus Herpes tipo 2), sarampion,
paperas, varicela, rubéola, roséola o exantema subito (virus Herpes 6 y 7), mononucleosis infecciosa
(virus de Epstein-Barr/Citomegalovirus: CMV), megaloeritema o eritema infeccioso (Parvovirus B19),
virus de inmunodeficiencia humana (VIH), virus de papiloma humano (VPH), dengue, zika,
chikungunya, CRUP o laringotraqueobronquitis (virus de Parainfluenza), bronquiolitis (virus sincitial
respiratorio: VSR), infeccién por Rotavirus, influenza, fiebre aftosa humana o exantema virico de
manos, pies y boca (virus de Coxsackie). Las enfermedades que fueron reportadas por los

participantes se muestran en la tabla siguiente (Tabla 27).

Tabla 27. Tipos de enfermedades virales reportadas por los participantes del estudio (controles sanos y
acientes con LLA) y recuento de la frecuencia de la cada enfermedad (casos por cada enfermedad).
Enfermedad viral Control sano (casos) Paciente con LLA (casos) Total
Varicela
Bronquiolitis
Hepatitis
Sarampién
Rubéola
Zika
CRUP
Rotavirus
Influenza
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11.6.6 Exposiciéon al humo del tabaco

De los 30 participantes del estudio 5 reportaron que tuvieron o tienen exposicion al humo del tabaco
como fumadores pasivos (2 controles sanos y 3 pacientes con LLA), los otros 25 participantes no
han estado en contacto con el humo del tabaco (13 controles sanos y 12 pacientes con LLA).
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Se realiz6 el analisis de Chi cuadrado de Pearson y se obtuvo una p de 0.624, lo que indica que no
hay asociaciéon estadisticamente significativa entre la variable exposicion al humo del tabaco y la

ausencia o presencia de la enfermedad (Tabla 28, grafica 10).

Tabla 28. Analisis de la variable cualitativa: exposiciéon al humo de tabaco. Tabla cruzada y prueba de Chi
cuadrado de Pearson. Se presenta el nimero y porcentaje de cada respuesta de la variable segun la presencia
0 ausencia de enfermedad, asi como el total de la respuesta, ademas se indica el valor p de la prueba de Chi
cuadrado.

. T Control sano | Paciente con LLA Total
Variable cualitativa n (%) n (%) n (%) Valor p
Exposicion al humo de
tabaco
Sl 2 (13.33) 3 (20) 5 (16.66) 0.624
NO 13 (86.66) 12 (80) 25 (83.33)
Total de la muestra 15 (50) 15 (50) 30 (100)
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Grafica 10. Grafica de barras que muestra el numero de participantes que respondieron tener o no haber tenido
exposicion frecuente al humo del tabaco, dividido por cada grupo de estudio (controles sanos: CS y pacientes
con LLA en tratamiento: PT).

11.6.7 Alergia y/o intolerancia a alimentos y/o medicamentos

Se les pregunto a los participantes si presentaban alguna alergia y/o intolerancia a algun alimento
y/o medicamento, de los 30 participantes 5 presentaban alguna alergia o intolerancia (3 controles
sanos y 2 pacientes con LLA), el resto de los participantes no reportaron ninguna (25 participantes:
12 controles sanos y 13 pacientes con LLA). Se realizé el analisis de Chi cuadrado de Pearson y se
obtuvo una p de 0.624, lo que indica que no hay asociacion estadisticamente significativa entre la
variable alergia y/o intolerancia a alimentos y/o medicamentos y la ausencia o presencia de la

enfermedad (Tablas 29 y 30, grafica 11).

Tabla 29. Analisis de la variable cualitativa: alergia y/o intolerancia a alimentos y/o medicamentos. Tabla
cruzada y prueba de Chi cuadrado de Pearson. Se presenta el nimero y porcentaje de cada respuesta de la
variable segun la presencia o ausencia de enfermedad, asi como el total de la respuesta, ademas se indica el
valor p de la prueba de Chi cuadrado.

Variable cualitativa Con:lr?ok?ano Paclenr:e(ozc)m LLA I?EZ; Valor p
Alergia y/o intolerancia
a alimentos ylo
medicamentos
Sl 3 (20) 2 (13.33) 5 (16.66) 0.624
NO 12 (80) 13 (86.66) 25 (83.33)
Total de la muestra 15 (50) 15 (50) 30 (100)
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Grafica 11. Grafica de barras que muestra el numero de participantes que respondieron si tener alguna alergia
y/o intolerancia a algun medicamento y/o alimento y los que no presentan ninguna alergia y/o intolerancia,
dividido por cada grupo de estudio (controles sanos: CS y pacientes con LLA en tratamiento: PT).

Numero de personas

Tabla 30. Recuento de alimentos y medicamentos a los que se presentan alergia o intolerancia reportados por
los participantes del estudio (controles sanos y pacientes con LLA).
Alimento o medicamento Control sano | Paciente con LLA
Crema (alimento) -intolerancia 0 1
Leche (alimento) -intolerancia 1 0
Lactosa (alimento) -intolerancia 1 0
0 1
1 0

Recuento de frecuencia
1
1

1

Sulfas (medicamento) -alergia 1

Penicilina (medicamento) -alergia 1
TOTAL 3/15 2/15 5/30

11.6.8 Enfermedades diarreicas en el ultimo mes

Se les pregunto a los participantes del estudio si padecieron alguna enfermedad diarreica en el ultimo
mes antes o durante la toma de muestra de heces, de los 30 participantes 6 respondieron haber
padecido diarrea en el ultimo mes (4 controles sanos y 2 pacientes con LLA), los 24 participantes
restantes (11 controles sanos y 13 pacientes con LLA) no padecieron diarrea un mes antes de la
toma de muestra o durante la misma. Se realizé el analisis de Chi cuadrado de Pearson y se obtuvo
una p de 0.361, lo que indica que no hay asociacién estadisticamente significativa entre la variable
enfermedades diarreicas en el ultimo mes y la ausencia o presencia de la enfermedad (Tabla 31,
grafica 12).

Tabla 31. Analisis de la variable cualitativa: diarrea en el ultimo mes. Tabla cruzada y prueba de Chi cuadrado

de Pearson. Se presenta el numero y porcentaje de cada respuesta de la variable segun la presencia o ausencia
de enfermedad, asi como el total de la respuesta, ademas se indica el valor p de la prueba de Chi cuadrado.

Variable cualitativa Con;rz;jano Pamen;e(ozt)m LLA 'll;o(tozl), Valor p
Diarrea en el ultimo mes
Sl 4 (26.66) 2 (13.33) 6 (20) 0.361
NO 11 (73.33) 13 (86.66) 24 (80)
Total de la muestra 15 (50) 15 (50) 30 (100)
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Grafica 12. Grafica de barras que muestra el nimero de participantes que respondieron si haber padecido
diarrea antes o durante la toma de muestra y los que no presentaron diarrea, dividido por cada grupo de estudio
(controles sanos: CS y pacientes con LLA en tratamiento: PT).

11.6.9 Estreiiimiento frecuente

Se les pregunto a los participantes del estudio si presentaban estrefiimiento con frecuencia, de los
30 participantes 6 respondieron tener estrefimiento (2 controles sanos y 4 pacientes con LLA), los
24 participantes restantes (13 controles sanos y 11 pacientes con LLA) no presentaron este sintoma.
Se realizé el analisis de Chi cuadrado de Pearson y se obtuvo una p de 0.361, lo que indica que no
hay asociacién estadisticamente significativa entre la variable estrefiimiento frecuente y la ausencia

o presencia de la enfermedad (Tabla 32, grafica 13).

Tabla 32. Andlisis de la variable cualitativa: estrefiimiento frecuente. Tabla cruzada y prueba de Chi cuadrado
de Pearson. Se presenta el numero y porcentaje de cada respuesta de la variable segun la presencia o ausencia
de enfermedad, asi como el total de la respuesta, ademas se indica el valor p de la prueba de Chi cuadrado.

. e Control sano | Paciente con LLA Total
Variable cualitativa n (%) n (%) n (%) Valor p
Estreiimiento
Sl 2 (13.33) 4 (26.66) 6 (20) 0.361
NO 13 (86.66) 11 (73.33) 24 (80)
Total de la muestra 15 (50) 15 (50) 30 (100)
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Grafica 13. Grafica de barras que muestra el nimero de participantes que respondieron tener estrefimiento
frecuente y los que no presentan el sintoma, dividido por cada grupo de estudio (controles sanos: CS y pacientes
con LLA en tratamiento: PT).
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11.6.10 Asistencia a guarderias o estancias infantiles durante un periodo prolongado

Se les pregunté a los participantes del estudio si habian asistido a una guarderia o estancia infantil
durante un periodo prolongado, de los 30 participantes 4 respondieron haber asistido a alguna
estancia o guarderia (3 controles sanos y 1 paciente con LLA), los 26 participantes restantes
respondieron que nunca habian asistido (12 controles sanos y 14 pacientes con LLA). Se realiz6 el
analisis de Chi cuadrado de Pearson y se obtuvo una p de 0.283, lo que indica que no hay asociacion
estadisticamente significativa entre la variable asistencia a guarderias o estancias infantiles durante
un tiempo prolongado y la ausencia o presencia de la enfermedad (Tabla 33, grafica 14).

Tabla 33. Analisis de la variable cualitativa: asistencia a guarderias o estancias infantiles durante un periodo
prolongado. Tabla cruzada y prueba de Chi cuadrado de Pearson. Se presenta el niUmero y porcentaje de cada
respuesta de la variable segun la presencia o ausencia de enfermedad, asi como el total de la respuesta,
ademas se indica el valor p de la prueba de Chi cuadrado.

. T Control sano | Paciente con LLA Total
Variable cualitativa n (%) n (%) n (%) Valor p
Estancia en guarderia
Sl 3 (20) 1 (6.66) 4 (13.33) 0283
NO 12 (80) 14 (93.33) 26 (86.66) )
Total de la muestra 15 (50) 15 (50) 30 (100)
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Grafica 14. Grafica de barras que muestra el numero de participantes que respondieron haber asistido a una
guarderia o estancia infantil durante un periodo prolongado y los que no, dividido por cada grupo de estudio
(controles sanos: CS y pacientes con LLA en tratamiento: PT).

11.7 ANALISIS COMPARATIVO DE VARIABLES CUANTITATIVAS DE CONTROLES SANOS Y
PACIENTES CON LLA

Con la informacion obtenida de los cuestionarios aplicados a los participantes se identificaron las
siguientes variables cuantitativas (ver Tabla 4): edad, talla, peso, nimero de comidas al dia, grupo
de alimentos que se consumen durante una semana, litros de agua al dia, nimero de evacuaciones
en un dia y para el caso de los pacientes con LLA: el tiempo transcurrido desde el diagndstico vy el
tiempo con tratamiento, las cuales se analizaron estadisticamente (prueba T de Student), para

analizar si existian diferencias entre los dos grupos de estudio.
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11.7.1 Edad (anos), talla (m) y peso (kg)

Una de las variables cuantitativas registrada en los cuestionarios fue la edad (afios) de los controles
y los pacientes, la media y desviaciéon estandar de la edad de los controles sanos (n=15) fue 6.338
+ 4.139 afios y de los pacientes con LLA (n=15) fue 7.882 + 3.861 anos. En relacién al total de la
muestra (n=30), la media y desviacion estandar registrada fue 7.110 £ 4.010 afos. Se realiz6 la
prueba T de Student y se obtuvo un valor p=0.300, lo que indica que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos de estudio. Otra variable cuantitativa que se
registrd en los cuestionarios fue la talla (m) de los participantes, la media y desviacion estandar de
la talla de los controles sanos (n=15) fue de 1.142 + 0.278 metros y de los pacientes con LLA (n=15)
fue 1.236 + 0.206 metros. En relacion al total de la muestra (n=30), la media y desviacion estandar
registrada fue de 1.189 + 0.245 metros. Se realizé la prueba T de Student y se obtuvo un valor
p=0.303, lo que indica que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de
estudio. Se registroé el peso de los participantes del estudio. La media y desviacion estandar del peso
(kg) de los controles sanos (n=15) fue 27.500 + 17.597 kg y de los pacientes con LLA (n=15) fue
28.267 + 11.823 kg. En relacion al total de la muestra (n=30), la media y desviaciéon estandar
registrada fue 27.883 + 14.735 kg. Se realizo la prueba T de Student y se obtuvo un valor p=0.890,
lo que indica que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de estudio
(Tabla 34).

Tabla 34. Estadisticos de grupo y prueba T de Student de las variables cuantitativas edad, talla y peso. Se
presenta la media y la desviacion estandar de cada variable cuantitativa segun la ausencia o presencia de
enfermedad (LLA), asi como del total de los sujetos muestreados. Ademés, se indica el valor p de la prueba T
de Student de cada variable.

Variable cuantitativa (ﬁ::]:s;ol\lns;r[])% Pa;zn:r;;a Iﬁotn[;-IIE-A To't\:lt(rB—E%) Valor p
Edad (afios) 6.338 +4.139 7.882 + 3.861 7.110+4.010 0.300
Talla (m) 1.142 + 0.278 1.236 + 0.206 1.189 + 0.245 0.303
Peso (kg) 27.500 + 17.597 28.267 + 11.823 27.883 £ 14.735 0.890

11.7.2 Habitos de alimentacién

11.7.2.1 Numero de comidas y litros de agua al dia

Se pregunto a los participantes informacion sobre sus habitos de alimentacion, en relacién al nUmero
de comidas que realizaban en un dia, la media y la desviacion estandar del grupo de controles sanos
(n=15) fue de 3.67 + 1.112 comidas en un dia y de los pacientes con LLA (n=15) fue 3.400 + 0.632
comidas al dia. En relacién al total de la muestra (n=30), la media y desviacién estandar registrada
fue de 3.533 + 0.899 comidas al dia. Se realiz6 la prueba T de Student y se obtuvo un valor p=0.428,
lo que indica que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de estudio
(Tabla 35).
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En relacion a los litros de agua que tomaban en un dia, la media y la desviacion estandar del grupo
de controles sanos (n=15) fue 1.067 + 0.562 litros de agua al dia y de los pacientes con LLA (n=15)
1.367 + 0.639 litros de agua al dia. En relacion al total de la muestra (n=30), la media y desviacién
estandar registrada fue 1.217 + 0.611 litros de agua al dia. Se realiz6 la prueba T de Student y se
obtuvo un valor p=0.184, lo que indica que no hay diferencias estadisticamente significativas entre

los dos grupos de estudio (Tabla 35, grafica 15).

Tabla 35. Estadisticos de grupo y prueba T de Student de la variable cuantitativa ndmero de comidas y litros de
agua al dia. Se presenta la media y la desviacion estandar de cada variable cuantitativa segun la ausencia o
presencia de enfermedad (LLA), asi como del total de los sujetos muestreados. Ademas, se indica el valor p de
la prueba T de Student de cada variable.

Variable cuantitativa Control sano Paciente con LLA Total (n=30) Valor
(n=15) M £ DE (n=15) M £ DE M + DE p

Numero de comidas al dia 3.67+1.112 3.400 + 0.632 3.533 +0.899 0.428

Litros de agua al dia 1.067 + 0.562 1.367 £ 0.639 1.217 £ 0.611 0.184
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Grafica 15. Graficas de barras que muestran la media, la desviacion estandar y los valores individuales de: a)
numero de comidas al dia que realizan los participantes del estudio y b) litros de agua que toman al dia; dividido
por cada grupo (controles sanos: CS y pacientes con LLA en tratamiento: PT).

11.7.2.2 Grupos de alimentos consumidos durante una semana (7/7)

Se registro el recuento de los alimentos que se consumian durante una semana (frutas, verduras,
carne roja, carne blanca, lacteos, embutidos, productos ahumados, productos procesados o en
bolsa, productos enlatados, huevo, cereales y leguminosas), la media y la desviacion estandar de
cada uno de los grupos de alimentos, divididos por cada grupo de estudio (control sano y paciente
con LLA) y el total de los dos grupos se muestran en la tabla siguiente (Tabla 36). Se realizé la
prueba T de Student para cada uno de los grupos de alimentos que se consumen durante la semana
y asi analizar las diferencias entre variables. De resultados obtenidos en las pruebas se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las variables: ingesta semanal de embutidos
(p=0.046), ingesta semanal de productos ahumados (p=0.019) y el consumo semanal de lacteos
(p=0.008) entre los dos grupos de estudio (Grafica 16), el resto de las variables de alimentos no

presentaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 36).
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Tabla 36. Estadisticos de grupo y prueba T de Student de las variables cuantitativas habitos de alimentacion
por grupos de alimentos. Se presenta la media y la desviacion estandar de cada variable cuantitativa segun la
ausencia o presencia de enfermedad (LLA), asi como del total de los sujetos muestreados. Ademas, se indica
el valor p de la prueba T de Student de cada variable.

Variable cuantitativa Control sano | Paciente con LLA Total (n=30) Valor
(n=15) M * DE (n=15) M * DE M + DE p
Frutas (7/7) 5.867 + 2.030 5.267 + 2.086 5.567 +2.045 0.431
Verdura (7/7) 5.067 +2.313 3.933 + 2.576 4.500 + 2474 0.215
Carne roja (7/7) 2.333 + 1.676 1.600 + 1.183 1.967 + 1473 0.177
Carne blanca (7/7) 1.867 + 1.641 2.267 +1.751 2.067 + 1.680 0.524
Lacteos (7/7) 5.533 + 2.356 3.067 +2.404 4.300 + 2.654 0.008
Embutidos (7/7) 2.000 + 2.420 0.533 + 1.125 1.267 + 1.998 0.046
Productos ahumados (7/7) 0.333 +0.488 0.000 + 0.000 0.167 £ 0.379 0.019
Productos procesados (7/7) 1.333 £ 1.345 1.233 + 1.293 1.283 + 1.297 0.837
Productos enlatados (7/7) 1.000 + 1.414 0.400 + 0.507 0.700 + 1.087 0.133
Huevo (7/7) 2.867 +2.166 2,400+ 1.723 2.633 + 1.938 0.519
Cereales (7/7) 4.933 +2.763 4.000 + 2.645 4.467 +2.700 0.353
Leguminosas (7/7) 2.667 +2.497 3.600 + 2.354 3.133 +2.431 0.301
S
Cs
< 7
= s PT
c 6=
he)
§ 5-
[
[]
£ 4+
©
8 3
[2]
£ 2=
Neo)
‘©
T e
0=
2 P N0 > 2 2 % o % 2
@ > N [SEIN J SHEENC I\ @ <
<<‘° A@\b\\} \(\QK Q\'bo \,:b(}'e’ oQb ’bb %ébb \_‘bé \z@ \0@.\ ((\\{\O(o
> o N 9 Q 16,2
F T W S &

Grupos de alimentos

Grafica 16. Grafica de barras que muestra la media del nimero de veces que se consumen (durante una
semana: 7/7) los diferentes grupos de alimentos registrados, dividido por cada grupo de estudio (controles
sanos: CS y pacientes con LLA en tratamiento: PT).

11.7.3 Numero de evacuaciones al dia

Se registrd el numero de evacuaciones al dia de los participantes del estudio. La media y desviacién
estandar de los controles sanos (n=15) fue 2.00 + 0.845 evacuaciones en un dia y de los pacientes
con LLA (n=15) fue 1.870 * 0.640 evacuaciones en un dia. En relacion al total de la muestra (n=30),
la media y desviacién estandar registrada fue 1.93 + 0.740 evacuaciones en un dia. Se realizé la
prueba T de Student y se obtuvo un valor p=0.630, lo que indica que no hay diferencias

estadisticamente significativas entre los dos grupos de estudio (Tabla 37, grafica 17).
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Al observar los datos del nUmero de evacuaciones al dia de los pacientes con LLA, vemos que son
menores que el grupo de controles sanos, lo que coincide con la informacién proporcionada sobre el
estrefiimiento, pues los pacientes con LLA presentan este sintoma con mayor frecuencia (4/15

pacientes).

Tabla 37. Estadisticos de grupo y prueba T de Student de la variable cuantitativa nimero de evacuaciones al
dia. Se presenta la media y la desviacion estandar de cada variable cuantitativa segun la ausencia o presencia
de enfermedad (LLA), asi como del total de los sujetos muestreados. Ademas, se indica el valor p de la prueba
T de Student de cada variable.

. . Control sano Paciente con LLA Total (n=30)
Variable cuantitativa (n=15) M + DE (n=15) M £ DE M + DE Valor p
# de evacuaciones al dia 2.00 £ 0.845 1.870 £ 0.640 1.93 £ 0.740 0.630
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Grafica 17. Gréfica de barras que muestra la media y la desviacion estandar del numero evacuaciones al dia
que realizan los participantes del estudio dividido por cada grupo (controles sanos: CS y pacientes con LLA en
tratamiento: PT).

11.7.4 Tiempo desde el diagnéstico y tiempo con tratamiento de quimioterapia

Se les pregunté a los pacientes con LLA, cuanto tiempo habia pasado desde que recibieron el
diagnostico confirmatorio y durante cuanto tiempo habian estado recibiendo tratamiento para su
condicién (Tabla 38). Segun los resultados que se registraron, el 80% (12 pacientes) iniciaron su
tratamiento en el momento que recibieron el diagndstico, el 13% (2 pacientes) iniciaron el tratamiento
tres meses después de recibir el diagndstico y el 6% (1 paciente) recibié su tratamiento un mes

después de su diagnéstico (Tabla 39).

Tabla 38. Estadisticos de grupo de las variables cuantitativas: tiempo desde el diagndstico y tiempo con
tratamiento se presenta el valor minimo y maximo registrado; la media y la desviacion estandar de cada variable
cuantitativa.

Variable Min Max M * DE
Tiempo desde el Dx (afios) 0.16 4.00 1.674 +1.123
Tiempo con Tx (afios) 0.16 4.00 1.636 + 1.137

Tabla 39. Diferencias entre el tiempo del diagndstico y el tiempo en que los pacientes iniciaron el tratamiento.

Tiempo de Dx y Tx n (%)
Mismo tiempo de Dx y Tx 12 (80)
Inicio de Tx un mes después de Dx 1 (6.66)
Inicio de Tx tres meses después de Dx 2 (13.33)
Total 15 (100)
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11.8 CORRELACION ESTADISTICA DE VARIABLES CUALITATIVAS Y CUANTITATIVAS

Se analizé la correlacion de las variables cualitativas y cuantitativas (informacion de los
cuestionarios) y los datos experimentales (expresion génica de virus y bacterias y concentraciones
de acidos nucleicos) empleando el modelo de correlacion de Spearman para las variables cualitativas
y el modelo de correlacion de Pearson para las variables cuantitativas. Se reportan unicamente las

variables cuya correlacion fue estadisticamente significativa (p<0.05) (Tablas 40 y 41).

Tabla 40. Correlaciones estadisticas de las variables cualitativas: valor p (p<0.05) y coeficiente Rho de
Spearman (r) de cada par de variables.

Variable cualitativa | Valor p(p<0.05) | Coeficiente Rho de Spearman
Controles sanos (CS)
ADN total (ng/uL)(ung/gr)/estancia en guarderia 0.024 -0.579
ADN viral (ng/uL)(ug/gr)/exposicion al humo tabaco 0.036 0.545
ARN viral (ng/uL)(ug/gr)/exposicion al humo tabaco 0.021 0.590
ADN viral (ng/uL)(ug/gr)/estancia en guarderia 0.024 -0.579
ARN viral (ng/uL)(ug/gr)/estancia en guarderia 0.038 -0.540
Ct Bacteroides spp/antecedente de cancer 0.036 -0.545
*284Ct Bacteroides spp/enfermedades virales 0.028 -0.567
Ct Firmicutes spp/exposicion al humo tabaco 0.036 -0.545
Pacientes con tratamiento (PT)
ADN viral (ng/uL)(ug/gr)/toma de probidticos 0.007 0.661
ARN viral (ng/uL)(ug/gr)/toma de probidticos 0.012 0.630
Ct Bacteroides spp/género 0.031 0.557
*244Ct Torquetenovirus/toma de probioticos 0.028 0.567

Tabla 41. Correlaciones estadisticas de las variables cuantitativas: valor p (p<0.05) y coeficiente de correlacion
de Pearson (r) de cada par de variables.

Variable cuantitativa Valor p(p<0.05)

Coeficiente de correlacion de

Pearson
Controles sanos (CS): graficas 18-20
ADN total (ng/uL)(ug/gr)/verdura (7/7) 0.036 0.545
ADN total (ng/uL)(ng/gr)/embutidos (7/7) 0.013 0.623
ADN total (ng/uL)(ug/gr)/procesados (7/7) 0.020 0.591
ARN total (ng/uL)(ng/gr)/embutidos (7/7) 0.010 0.643
ARN viral (ng/uL)(ug/gr)/carne roja (7/7) 0.038 0.539
*284Ct Bacteroides spp/procesados (7/7) 0.013 0.624
*284Ct | achnospiraceae sppllitros de agua/dia 0.042 -0.531
*284Ct Firmicutes sppllitros de agua/dia 0.011 -0.636
Pacientes con tratamiento (PT): graficas 21-25
ARN total (ng/uL)(ng/gr)/edad (afios) 0.034 0.550
ARN total (ng/uL)(ug/gr)/talla (metros) 0.024 0.579
ARN total (ng/uL)(ug/gr)/peso (kg) 0.013 0.625
Ct Bacteroides spp/talla (metros) 0.044 -0.526
*284Ct Bacteroides spp/lacteos (7/7) 0.046 -0.521
Ct Lachnospiraceae spp/talla (metros) 0.045 -0.523
*284Ct | achnospiraceae spp/peso (kg) 0.022 0.585
Ct Firmicutes spp/leguminosas (7/7) 0.031 0.556
*284Ct Firmicutes spp/edad (afios) 0.005 0.684
*284Ct Firmicutes sppltalla (metros) 0.032 0.555
*284Ct Firmicutes spp/peso (kg) 0.005 0.680
Ct Torquetenovirus/leguminosas (7/7) 0.037 -0.542
Ct Torquetenovirus/talla (metros) 0.035 0.547
*28Ct Torquetenovirus/talla (metros) 0.011 -0.633

+ Correlacion entre variables que también son estadisticamente significativas con el valor ACt.
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11.8.1 Graficas de dispersion de las variables cuantitativas con correlacion estadisticamente

significativa que se cumple para los controles sanos

A continuacion se presentan las graficas de dispersion x-y (Graficas 18-20) de las variables
cuantitativas que tuvieron una correlacién estadisticamente significativa (p<0.05), la cual se cumple
Unicamente para el grupo de controles sanos (Tabla 41); se graficaron también el grupo de pacientes

con LLA para observar las diferencias entre grupos aunque no se cumple la correlaciéon (p>0.05).
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Grafica 18. Graficas de dispersion de las variables: a) ADN total (ug/gr de heces) y consumo de verdura (7/7);
p=0.036, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.545. b) ADN total (1g/gr de heces) y consumo de embutidos
(7/7); p=0.013, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.623. ¢) ADN total (ug/gr de heces) y consumo de
productos procesados (7/7); p=0.020, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.591.
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Grafica 19. Graficas de dispersion de las variables: a) ARN total (ung/gr de heces) y consumo de embutidos
(7/7); p=0.010, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.643. b) ARN viral (ug/gr de heces) y consumo de
carne roja (7/7); p=0.038, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.539.
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Grafica 20. Graficas de dispersion de las variables: a) 2*4C! Bacteroides spp y consumo de productos
procesados (7/7); p=0.013, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.624. b) 222Ct [ achnospiraceae spp y litros
de agua en un dia; p=0.042, coeficiente de correlacion de Pearson r=-0.531. ¢) 2*4Ct Firmicutes spp vy litros de
agua en un dia; p=0.011, coeficiente de correlacion de Pearson r=-0.636.

11.8.2 Graficas de dispersion de las variables cuantitativas con correlacion estadisticamente
significativa que se cumple para los pacientes con tratamiento

A continuacion se presentan las graficas de dispersion x-y (Graficas 21-25) de las variables
cuantitativas que tuvieron una correlacién estadisticamente significativa (p<0.05); la cual se cumple
Unicamente para el grupo de pacientes con LLA (Tabla 41); se graficaron también el grupo de los

controles sanos para observar las diferencias entre grupos aunque no se cumple la correlacion
(p>0.05).
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Grafica 21. Gréficas de dispersion de las variables: a) ARN total (ug/gr de heces) y edad (afios); p=0.034,
coeficiente de correlacion de Pearson r=0.550. b) ARN total (ug/gr de heces) y talla (metros); p=0.024,
coeficiente de correlacion de Pearson r=0.579. ¢) ARN total (ug/gr de heces) y peso (kg); p=0.013, coeficiente
de correlacion de Pearson r=0.625.
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Grafica 22. Grafica de dispersion de las variables: a) Ct Bacteroides spp y talla (metros); p=0.044, coeficiente
de correlacion de Pearson r=-0.526. b) 2*Ct Bacteroides spp y consumo de productos lacteos (7/7); p=0.046,
coeficiente de correlaciéon de Pearson r=-0.521.
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Grafica 23. Grafica de dispersion de las variables: a) Ct Lachnospiraceae spp y talla (metros); p=0.045,
coeficiente de correlacion de Pearson r=-0.523. b) 224Ct [ achnospiraceae spp y peso (kg); p=0.022, coeficiente
de correlacion de Pearson r=0.585.

e (CS
PT
a) 71+ o . - b) 16
6 144e
< 5= 12 °
= 2 10
8 4a 8 .
2]
o 8 s
c
‘€ 3+ o o ° ° B
= ° 6 ° °
=) fin}
o o o o e CS o i o
1= ° ° ° PT 2 ® e (]
I °
0 0]
1 1 1 1 1 1 1 L] 1 1 L] 1 1 L] 1 1 L}
6 7 8 9 10 " 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ct Firmicutes spp 280t Firmicutes spp
e CS e CS
PT PT
c) 200 d) 70+ X
1.75 60= .
1.50 ° 50=1e
§ 1.25 T . ° B 40+
E 1.00 . . S § .
= . . 8 30-
T 0.75= o o o o
[ 20 n®
0.50 i o °
0.25 10'| e
0.00 1 L} 1 1 L] 1 1 1 1 1 1 0 1 L] 1 1 L] L] 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
250Ct Firmicutes spp 22Ct Firmicutes spp

Grafica 24. Grafica de dispersion de las variables: a) Ct Firmicutes spp y consumo de leguminosas (7/7);
p=0.031, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.556. b) 2*2Ct Firmicutes spp y edad (afios); p=0.005,
coeficiente de correlacion de Pearson r=0.684. ¢) 22t Firmicutes spp vy talla (metros); p=0.032, coeficiente de
correlacién de Pearson r=0.555. d) 2*Ct Firmicutes spp y peso (kg); p=0.005, coeficiente de correlacion de
Pearson r=0.680.
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Grafica 25. Graficas de dispersion de las variables: a) Ct Torquetenovirus y consumo de legumninosas (7/7);
p=0.037, coeficiente de correlacion de Pearson r=-0.542. b) Ct Torquetenovirus y talla (metros); p=0.035,
coeficiente de correlacion de Pearson r=0.547. ¢) 2*4Ct Torquetenovirus y talla (metros); p=0.011, coeficiente de
correlacion de Pearson r=-0.633.

11.9 CORRELACION ESTADISTICA DE LAS VARIABLES CUANTITATIVAS EXPERIMENTALES
Se realizo la correlaciéon de las variables cuantitativas experimentales (expresiéon génica de virus y
bacterias y concentraciones de acidos nucleicos: ADN total, ARN total, ADN viral, ARN viral)
empleando el modelo de correlacion de Pearson para las variables cuantitativas. Se analizé la
correlaciéon de todas las variables entre si, pero se reportan Unicamente aquellas cuya correlaciéon
fue estadisticamente significativa (p<0.05) (Tabla 42).

Tabla 42. Correlaciones estadisticas de las variables cuantitativas experimentales, valor p (p<0.05) y coeficiente
de correlacion de Pearson (r) de cada par de variables.

Variable cuantitativa experimental Valor p (p<0.05) Coeflclent?)::r:gll;relaclon de
Controles sanos (CS): graficas 26 y 27, 29*
ADN total (ng/uL)(ug/gr)/ 222¢t Bacteroides spp 0.002 0.721
ARN total (ng/uL)(ng/gr)/222%t Bacteroides spp 0.024 0.578
ARN total (ng/uL)(ug/gr)/2*4° Torquetenovirus 0.010 0.638
2%ACt Bacteroides spp/2*“°t Torquetenovirus 0.016 0.607
224Ct | achnospiraceae spp/2*2°t Firmicutes spp* 0.005 0.683
Pacientes con tratamiento (PT): graficas 28, 29*
ARN total (ng/uL)(ug/gr)/2*2°t Lachnospiraceae spp 0.008 0.652
Ct Lachnospiraceae spp/Ct Torquetenovirus 0.000 -0.819
224Ct | achnospiraceae spp/2*2°t Firmicutes spp* 0.002 0.738

* Par de variables cuantitativas experimentales que se correlacionan estadisticamente en el grupo de controles
sanos y pacientes con tratamiento (se presenta solo una grafica de dispersion por ambos grupos).
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11.9.1 Graficas de dispersion de las variables cuantitativas experimentales con correlacién

estadisticamente significativa que se cumple para los controles sanos

A continuacién se presentan las graficas de dispersion x-y (Gréaficas 26 y 27) de las variables
cuantitativas experimentales que tuvieron una correlacion estadisticamente significativa (p<0.05); la
cual se cumple unicamente para el grupo de controles sanos (Tabla 42); se graficaron también el

grupo de pacientes con LLA para observar las diferencias entre grupos aunque no se cumple la

correlacion (p>0.05).
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Grafica 26. Graficas de dispersion de las variables: a) ADN total (ug/gr de heces) y 242Ct Bacteroides spp;
p=0.002, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.721. b) ARN total (ug/gr de heces) y 22t Bacteroides spp;
p=0.024, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.578. ¢) ARN total (ug/gr de heces) y 2*¢ Torquetenovirus;

p=0.010, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.638.
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Grafica 27. Gréficas de dispersion de las variables 2°2¢t Bacteroides spp y 2*Ct Torquetenovirus; p=0.016,
coeficiente de correlacion de Pearson r=0.607.
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11.9.2 Graficas de dispersion de las variables cuantitativas experimentales con correlacion

estadisticamente significativa que se cumple para los pacientes con tratamiento

A continuacion se presentan las graficas de dispersién x-y (Grafica 28) de las variables cuantitativas
experimentales que tuvieron una correlacion estadisticamente significativa (p<0.05); la cual se
cumple Unicamente para el grupo de pacientes con tratamiento (Tabla 42); se graficaron también el

grupo de controles sanos para observar las diferencias entre grupos aunque no se cumple la
correlacion (p>0.05).
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Grafica 28. Graficas de dispersion de las variables a) ARN total (ug/gr de heces) y 224t Lachnospiraceae spp;
p=0.008, coeficiente de correlacion de Pearson r=0.652. b) Ct Lachnospiraceae spp y Ct Torquetenovirus;

p=0.000 coeficiente de correlacion de Pearson r=-0.819.

11.9.3 Graficas de dispersion de las variables cuantitativas experimentales con correlacion

estadisticamente significativa que se cumple para ambos grupos de estudio
A continuacion se presentan la grafica de dispersion x-y (Grafica 29) de las variables cuantitativas
experimentales que tuvieron una correlacion estadisticamente significativa (p<0.05); la cual se

cumple para ambos grupos de estudio (Tabla 42).
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Grafica 29. Graficas de dispersion de las variables 22t Lachnospiraceae spp y 2**C! Firmicutes spp; controles
sanos: p=0.005 coeficiente de correlacion de Pearson r=0.683, pacientes: p=0.002 coeficiente de correlacion

de Pearson r=0.738.
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12. DISCUSION DE RESULTADOS

Uno de los objetivos del presente trabajo fue identificar mediante una revision en la literatura los virus
que ya se han reportado como miembros constantes del viroma intestinal. Se han realizado estudios
de secuenciacion masiva que ya han identificado a algunas de las familias de virus que son los
miembros principales del viroma, entre los que destacan los bacteriéfagos (Minot et al., 2013), sin
embargo, aun no se han hecho los estudios que detallen las caracteristicas de los virus, no se conoce
el genoma completo y no se han logrado aislar ni cultivar. Por las razones que se mencionaron
anteriormente resulté complicado seleccionar alguna especie de virus en particular perteneciente a
alguna de las familias para identificarlo por PCR en tiempo real. El estudio del viroma intestinal aun
tiene mucho por delante, sin embargo, el caso de las bacterias es diferente, pues ya existen muchas
investigaciones sobre los géneros mas abundantes de la microbiota intestinal y como se modifican
en funciéon de diversas patologias, como en la LLA pediatrica; asi que fue menos laborioso elegir

cuales se estudiarian y las secuencias de primers para su identificacion por PCR en tiempo real.

Para este estudio se recolectaron 30 muestras de heces, 15 controles sanos y 15 pacientes con LLA,
en funcién de los recursos del laboratorio y de los investigadores, el tiempo disponible y los métodos
de extraccioén de acidos nucleicos que se eligieron (nimero de columnas de los kits); a partir de estas
muestras se obtuvieron los acidos nucleicos, se cuantificaron y se hicieron las reacciones de RT-
PCR. En relacion a las caracteristicas de la muestra, el 50% fueron hombres y el 50% mujeres de
un total de 30 participantes; de los 15 participantes del grupo de pacientes 7 fueron hombres (46%)
y 8 mujeres (53%); aunque se sabe que los hombres tienen una ligera mayor probabilidad de padecer
LLA, esto no se reflejé en esta muestra posiblemente por el tamario de la misma. Todos los pacientes
con LLA fueron beneficiarios de UNE, 5 muestras se recolectaron en las instalaciones de UNE y 10
muestras se recolectaron en el HIT (Tabla 18); la media de la edad del total de la muestra (n=30)

fueron 7.110 afos, de los controles sanos 6.338 afios y de los pacientes 7.882 afios (Tabla 34).

Los grupos de estudio presentaron concentraciones de acidos nucleicos similares (ADN y ARN total
y viral), en el analisis estadistico no se encontraron diferencias significativas entre ellos. Al observar
la media de las concentraciones (Tabla 15) se nota que la concentracion de ADN total y ARN viral
tiende a ser mayor en los controles sanos; y el ARN total y ADN viral tiende a ser mayor en los
pacientes con LLA. Se han realizado estudios en patologias como la obesidad (en un modelo murino)
en los que se encontrd que las concentraciones de acidos nucleicos virales (ADN y ARN) en heces
son mayores en individuos obesos que en los de peso normal (Yadav et al., 2016), a partir de esta
observacion se generd una de las hipétesis que se plantearon en un inicio, pues se esperaban
encontrar diferencias en las concentraciones de acidos nucleicos virales en heces entre ambos
grupos de estudio, sin embargo, al observar los resultados, no se puede hacer alguna inferencia

pues no hubieron diferencias estadisticamente significativas entre controles y pacientes.

88



. Pl st ﬁ
Una Nueva Esperanza - UPAEP

En los resultados se observa que las concentraciones de acidos nucleicos (total y viral), se
correlacionan con algunas variables (p<0.05). En los controles sanos se observd una correlaciéon
positiva (p=0.036, r=0.539) entre el consumo de carne roja (7/7) y la concentraciéon de ADN viral;
cabe mencionar que el consumo de carne roja es mayor en los controles sanos en comparacion con
los pacientes con LLA, mientras que estos ultimos consumen mas carne blanca que los controles
sanos (Tabla 36). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la media del
consumo de productos embutidos (p=0.046) y ahumados (p=0.019), siendo el grupo de controles
sanos los que ingieren en mayor abundancia este tipo de alimentos (Tabla 36). Se ha observado que
el consumo de dietas ricas en sustancias promotoras de cancer como carne roja procesada,
promueve la adquisicion y propagacion de virus eucariontes potencialmente oportunistas, en algunos
tipos de cancer como el colorectal (Nakatsu et al., 2018). Podemos inferir que la concentracién de
ADN viral podria aumentar, cuando se aumenta el consumo de carne roja y algunos productos como
los embutidos y ahumados, como lo observamos en los controles sanos. Es importante mencionar
que el grupo de pacientes con LLA tiene una dieta con ciertas restricciones en estos productos,
especialmente los beneficiarios UNE, quienes reciben educacion nutricional para coadyuvar al
tratamiento contra la LLA, por lo que el consumo disminuye drasticamente. Otras correlaciones que
se encontraron fueron entre la concentracion de ADN total y el consumo de verdura (p=0.036,
r=0.545), embutidos (p=0.013, r=0.623) y procesados (p=0.020, r=0.591), asi como el ARN total y
consumo de embutidos (p=0.010, r=0.643); estas correlaciones fueron estadisticamente
significativas en el grupo de controles sanos (Tabla 41); en el grupo de pacientes con tratamiento,
se observd la correlacion estadisticamente significativa entre las variables ARN total y edad
(p=0.034, r=0.550), talla (p=0.024, r=0.579) y peso (p=0.013, r=0.625) (Tabla 41).

En relacion a la expresion génica de Bacteroides spp, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de estudio, sin embargo, al observar la media de
los valores Ct vemos que tienden a ser menores en los controles sanos, lo que indica que la
expresion génica tiende a ser mayor que en el grupo de pacientes con LLA; esto se corresponde con
los resultados de la media de los valores 24t que tienden a ser mayor en los controles sanos que
en los pacientes con LLA (Tabla 17). Esta misma observacién se cumple para Lachnospiraceae spp
y Firmicutes spp, por lo que podemos inferir que para esta muestra (n=30) la expresion génica de
bacterias tiende a ser mayor en los controles sanos que en los pacientes con LLA, aunque no
podemos extrapolar estos resultados a la poblacion, pues los resultados no fueron estadisticamente

significativos.
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Se ha observado que la dieta de las personas tiene un gran peso para establecer los componentes
que predominan en la microbiota. El enterotipo (patron de abundancia de bacterias) en el que
predomina Bacteroides spp esta asociado con el consumo de una dieta rica en proteina y grasas
animales (Shahid y Irfan, 2018). En general, se ha encontrado que Bacteroides spp no sigue un
patrén de colonizacién en los nifios en relacion a la edad, siendo abundante en cualquier etapa de
la infancia, a diferencia de lo que se ha observado en otros géneros como Bifidobacterium spp que
aumenta en el intestino cuando disminuyen los niveles de oxigeno. Bacteroides spp esta adaptado
a la dieta de los nifios basada en leche, siendo un género bacteriano capaz de utilizar los
oligosacaridos de leche; cuando cambia la alimentacién se provee de sustratos diferentes que
pueden cambiar la composicién de la microbiota (Korpela y Vos, 2018). En esta investigacion se
encontré que la expresion génica de Bacteroides spp (222%!) esta correlacionada positivamente
(p=0.013, r=0.624) con el consumo de productos procesados en los controles sanos, y se
correlaciona negativamente (p=0.046, r=-0.521) con el consumo de lacteos en los pacientes con
tratamiento (Tabla 41); también en el grupo de controles sanos, la expresion génica de Bacteroides
spp (244°Y) se correlaciona positivamente con las concentraciones de ADN (p=0.002, r=0.721) y ARN
total (p=0.024, r=0.578) (Tabla 42).

Existe evidencia de que la quimioterapia que reciben los nifios con LLA compromete su estado
general de salud y puede dafar las células sanas del revestimiento del sistema digestivo, por lo que
son comunes algunos disturbios gastrointestinales como diarrea, vémito o constipacion (Rajagopala
et al., 2016). En la muestra de este estudio, el 26% (4/15) de los pacientes reportaron presentar
estrefiimiento con frecuencia, contra el 16% (2/15) de los controles sanos; no se encontré una
asociacion estadisitcamente significativa entre las variables (Tabla 32), siendo el estrefiimiento la
alteracion gastrointestinal mas frecuente en los pacientes de esta investigacion; solo el 13% de los
pacientes (2/15) reportaron haber padecido diarrea en el ultimo mes (lo cual se puede deber a la
etapa de tratamiento en la que se encontraban) y el 26% (4/11) de los controles sanos reportaron
haber padecido diarrea en el ultimo mes previo a la toma de muestra (Tabla 31). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el nimero de evacuaciones al dia entre ambos grupos,
siendo 2 evacuaciones al dia la media de los controles sanos y 1.87 evacuaciones al dia la media
de los pacientes (Tabla 37), con lo que podemos inferir que en el momento de la toma de muestra el

estado gastrointestinal de los pacientes era similar al de los controles sanos.
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En estudios realizados en la microbiota intestinal de nifios con LLA se ha encontrado que la familia
Lachnospiraceae (Lachnospira, Roseburia, Ruminococcus, Butyrivibrio, entre otros géneros), que
son bacterias productoras de butirato, el cual juega un papel importante como fuente de energia en
células epiteliales y el mantenimiento del homeostasis del colon, se encuentra disminuida en los
pacientes con LLA, incrementando asi el riesgo de desarrollar mucositis por quimioterapia y otras
complicaciones (Rajagopala et al., 2016). En este estudio se observé que en comparacién con los
controles sanos, la expresion génica de la familia Lachnospiraceae spp en los pacientes tiende a ser
menor (al comparar la media aritmética), lo que corresponde a lo reportado en los estudios sobre
LLA vy bacterias productoras de acido butirico, aunque no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos en la media del valor 224¢,

Se han realizado estudios en pacientes adultos con leucemia mieloide aguda (LMA) para conocer la
variabilidad longitudinal de la microbiota intestinal, pues se ha observado que los pacientes que
presentan mayor variabilidad en algunas bacterias de la microbiota tienen resultados clinicos mas
adversos, ofreciendo asi la posibilidad de usar los géneros bacterianos mas estables como una
alternativa terapéutica para disminuir la deplecion bacteriana. Pseudobutyrivibrio es uno de los
géneros bacterianos que se encuentra en abundancia en las heces de los individuos con un
microbioma mas estable, lo que también demuestra su importancia en la integridad del microbioma
(Galloway-pena et al., 2017). El par de primers seleccionados en este estudio para identificar a la
familia Lachnospiraceae spp incluye a Pseudobutyrivibrio, bacteria que también produce acido
butirico, la cual se encontré en mayor abundancia en los controles sanos que en los pacientes con
LLA (tendencia a una mayor expresion génica del grupo Lachnospiraceae spp). Este hallazgo puede
ser un indicio de su factor protector en la integridad de la microbiota, pero no podemos inferir si la
aparente menor expresion en nuestra muestra de pacientes se debe a la condicion de padecer LLA
0 se genero desde antes de desarrollar el cancer y sea un factor predisponente a la enfermedad,
pues no se logro tener muestras de pacientes primo diagnosticados con los que se pudiera hacer
dicha comparacion. La familia Lachnospiraceae spp, como uno de los miembros principales de la
microbiota, juega un papel importante en mantener la homeostasis del ambiente intestinal. Estas
bacterias estan asociadas a un efecto protector contra las infecciones por C. difficile y obesidad. Se
sabe que estas bacterias colonizan el intestino aumentando desde los primeros dias hasta los dos
afnos de vida en los infantes (Sagheddu, Patrone, Miragoli, y Puglisi, 2016). En esta investigacion se
encontrd que la variable peso se correlaciona positivamente (p=0.022, r=0.585) con la expresion
gendmica de Lachnospiraceae spp en los pacientes con tratamiento (Tabla 41), lo cual se podria
deber a que el aumento del peso representa un aumento en la composicion (abundancia y variedad)

de la microbiota intestinal.
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El cancer, entendido como un grupo de enfermedades complejas, es el resultado de interacciones
de diversos factores genéticos y ambientales, sin embargo, se puede desarrollar en los individuos
sin la existencia de estos factores de riesgo, lo que sugiere que existen otros factores que pueden
influenciar en el proceso de carcinogénesis. En los ultimos afos, en los que se ha asociado el rol de
la microbiota al cancer, se han encontrado bacterias intestinales que exhiben una potente actividad
contra el desarrollo de alguna malignidad en un rango amplio de tipos de cancer sdlidos y leucemia.
Zhou y su grupo de investigadores en 2017 estudiaron la materia fecal de individuos sanos e
inspeccionaron el efecto que tenian en células cancerigenas, también identificaron a las bacterias
con efecto anti-malignidad, las bacterias que mas predominaron pertenecen al grupo de
Actinobacterias, pero también a los filos Proteobacteria y Firmicutes (Zhou, Zhao, Liu, Chen, y Li,
2017).

En esta investigacion se observd que el grupo de controles sanos tiende a mostrar una mayor
expresion génica de Firmicutes spp que los pacientes con LLA (no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, pero observamos diferencias en la media de los
valores 222°Y) podemos inferir que el efecto protector que este filo bacteriano tiene sobre los
individuos se encuentra reducido en estos pacientes, sin embargo, no podemos asegurar si desde
antes de la enfermedad estaban aparentemente reducidos o es el efecto sistémico de la enfermedad

y el tratamiento lo que generé esta disminucion (Tabla 17).

En afos recientes ha aumentado el interés en conocer la composcion microbiana del intestino,
relacionando sus cambios con patologias como la obseidad. Ciertos filos y clases de bacterias han
sido asociados con el aumento de la transferencia de calorias de la dieta al hospedero y cambios en
su metabolismo. Algunos microorganismos de la microbiota intestinal pueden fermentar
polisacaridos de la dieta y acidos grasos de cadena corta, lo que permite extraer las calorias de
polisacaridos que no podemos digerir. Algunos estudios han reportado que la obesidad se asocia a
una mayor abundancia de Firmicutes spp y a la disminucién de Bacteroides spp (posee menos genes
que codifican para enzimas relacionadas con el metabolismo de lipidos y carbohidratos) (Million,
Lagier, Yahav, y Paul, 2013). En este estudio se encontré que la expresiéon génica de Firmicutes
spp se correlaciona negativamente (p=0.011, r=-0.636) con los litros de agua que los controles sanos
toman en el dia, es decir, a mayor numero de litros de agua tomados en el dia, la expresion de
Firmicutes spp es menor; mientras que en los pacientes con tratamiento se encontré que la expresion
génica de Firmicutes spp se correlaciona positivamente (p=0.005, r=0.680) con el peso (kg); es decir,
al aumentar el peso, aumenta la expresion génica de esta bacteria (Tabla 41). Estos hallazgos dan
un indicio sobre el papel que tiene Firmicutes spp en el peso y el rol de algunos habitos de
alimentacion/cuidado personal, como lo es el tomar agua, en la composicion de la microbiota,
especialmente el filo Firmicutes y el papel que se ha observado en el desarrollo de obsesidad.
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También se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las medias del numero de
productos ahumados (p=0.019), embutidos (p=0.046) y lacteos (p=0.008), que consumen en una
semana (7/7) los controles sanos y los pacientes con LLA; en los otros grupos de alimentos (verdura,
fruta, carne roja, carne blanca, productos procesados, enlatados, huevo, cereales y leguminosas) no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las medias de ambos grupos (Tabla
36 y grafica 16). En relacion al nimero de comidas al dia y los litros de agua que se consumen en
un dia tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(Tabla 35, grafica 15); lo cual nos habla de una similitud en los habitos de alimentacion entre
controles y pacientes. Se encontraron otras correlaciones estadisticamente significativas entre las
variables expresion génica de Firmicutes spp y edad (p=0.005, r=0.684) y expresion génica de

Firmicutes spp y talla (p=0.032, r=0.555) en el grupo de los pacientes con tratamiento (Tabla 41).

Mientras que la microbiota bacteriana esta relativamente bien estudiada y caracterizada, el viroma
intestinal apenas empieza a ser dilucidado. En este estudio, por razones metodoldgicas, unicamente
se logro estudiar la expresion génica de Torquetenovirus, como miembro del viroma intestinal. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.012) en el valor Ct, entre controles
sanos y pacientes con LLA, la medias del Ct demuestran que este es mayor en los controles sanos
(32.82 £+ 2.20) que en los pacientes (29.47 + 3.48), lo que refleja una mayor expresion génica de
Torquetenovirus en pacientes. La media de los valores 224¢t (Tabla 17), muestra que la expresion
génica de TTV en los controles sanos tiende a ser menor que los pacientes con LLA, aunque no se
encontré una diferencia estadisticamente significativa entre estas medias.

En los ultimos afios se ha investigado el papel de las infecciones virales en el desarrollo de LLA
infantil, sin embargo, no se ha logrado identificar un agente viral es especifico; se tienen como
candidatos diferentes virus como Adenovirus, Herpesvirus, Poliomavirus y Parvovirus B19, pero solo
en Adenovirus se han visto diferencias en el ADN viral cuando se compararon pacientes con LLA y
controles. Con frecuencia se ha detectado Torquetenovirus en muestras de personas, siendo
frecuente en suero de individuos sanos, ademas se ha detectado TTV en el suero de mujeres
embarazadas cuyos hijos después desarrollaron leucemia y otros estudios sugieren su transmisién
durante el embarazo . En el estudio que Bogdanovic et al. realizaron en 2016, investigaron la
presencia de TTV en sueros de nifios que después desarrollaron LLA, en este no se encontraron
secuencias de TTV, concluyendo que la infeccion primaria de TTV se adquiere post-natal
(Bogdanovic et al., 2016). Otros estudios sugieren que al nacer los nifios presentan abundancia de
bacteriofagos (la mayoria adquiridos al nacer), mientras que los virus eucariontes de ARN y ADN se
adquieren posteriormente (Korpela y Vos, 2018); posiblemente TTV tenga alguna intervencion en el
desarrollo de LLA, sin embargo, no se ha logrado concluir de forma clara el papel en la
leucemogénesis y si esta se da durante el embarazo o después del nacimiento.
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En este estudio encontramos diferencias estadisticamente significativas (p=0.004) en la expresion
génica de TTV (valor Ct), entre controles y pacientes (Tabla 17), con este hallazgo no podemos
esclarecer el papel que tiene en el desarrollo de la LLA, sin embargo, este es un indicio del

comportamienro de este virus en este tipo de leucemia pediatrica.

Una de las preguntas que se les hizo a los participantes, fue si habian asistido o asisten a una
guarderia o estancia infantil, los resultados muestran que el 20% (3/15) de los controles sanos y solo
el 6% (1/15) de los pacientes habian asistido a guarderias. Al analizar las concentraciones
individuales de ADN y ARN viral (datos no mostrados) observamos que son esos tres individuos
sanos (CS2, CS3, CS5) los que presentaron las concentraciones de acidos nucleicos virales (ADN,
ARN) mas elevadas en el grupo de controles sanos, ademas dos de ellos (CS2, CS3) cursaban con
un cuadro de bronquiolitis (Tabla 27) en el momento de recoleccion de la muestra y el CS5 reporté
haber padecido una enfermedad viral. A partir de estas observaciones se podria inferir que la
estancia en guarderias es un factor que puede predisponer al aumento de concentracion de acidos
nucleicos virales, quiza por el contacto directo con otros nifios que comparten un viroma diferente
pues se involucra una poblacion pediatrica con otras caracteristicas de vida como forma de parto,
alimentacion con leche materna, etc. que influyen en la composicién del viroma (Lim et al., 2015) y
pueden predisponer a otros nifios para el desarrollo de enfermedades virales. También se observo
que Torquetenovirus esta correlacionado negativamente (p=0.011, r=-0.633) con la talla y
correlacionado positivamente (p=0.028, r=0.567) con la ingesta de probidticos en los pacientes con

tratamiento (Tabla 41).

La etiologia de la leucemia linfoblastica aguda aiin no se conoce en su totalidad, se ha considerado
su origen perinatal y la exposicion de los padres a factores de riesgo de tipo ambiental antes de la
concepcion y durante el embarazo. En relacion al consumo de tabaco, se ha ligado al desarrollo de
leucemia aguda en adultos y se ha relacionado con un efecto carcinogénico potencial en fumadores
pasivos especialmente por los quimicos téxicos o carcinogénicos que contienen los cigarrillos como
benceno, formaldehido, aminas aromaticas, nitrosaminas entre otros. También se ha relacionado el
consumo de tabaco con afectaciones en la movilidad, morfologia, concentracion y aumento de estrés
oxidativo de los espermatozoides. Estos hallazgos indican que la poblacion pediatrica podria estar
en riesgo si los consideramos como fumadores pasivos o hijos de fumadores, pues estas condiciones
podrian causar dano al ADN y mutaciones pre y post-natales; sin embargo, los resultados de los
estudios aun son inconsistentes, pues no se ha encontrado una relacién directa entre la exposicion
al humo del tabaco y el desarrollo de LLA (Liu, Zhang, Mchale, y Hammond, 2011). En esta
investigacion no se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la exposicién al
humo de tabaco entre controles y pacientes; solo el 13% (2/15) de los controles reportaron exposicion

frecuente al humo del tabaco y el 20% (3/15) de los pacientes con LLA.
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Se encontré que las variables ADN y ARN viral se correlacionan positivamente con la exposicion al
humo del tabaco en el grupo de controles sanos (p=0.036 y 0.021; r=0.545 y 0.590) (Tabla 40).

En la actualidad se han asociado un gran numero de enfermedades y desordenes gastrointestinales
al desbalance de la microbiota intestinal, también se ha observado como el uso de probidticos puede
mejorar estas patologias restaurando el balance microbiano, por ejemplo en la diarrea infecciosa
junto con terapia de rehidratacion, diarrea asociada al uso de antibiéticos para prevenir este efecto
secundario, enfermedad inflamatoria del intestino, sindrome de intestino irritable, infecciones por H.
pylori que causa gastritis cronica y Ulceras pépticas e intolerancia a la lactosa (Delgado y Blanco-m,
2017).

De los 30 participantes del estudio, el 36% (11/30) de la muestra reporto ingerir algiin probidtico con
frecuencia, el 33% (5/15) de controles sanos y el 40%) (6/15) de pacientes con LLA, no se encontrd
una asociacion estadisticamente significativa entre el consumo de probiéticos en ambos grupos de
estudio (Tabla 23 y grafica 8). El probidtico que se ingiere con mayor frecuencia en ambos grupos
es la bebida lactea fermentada marca Yakult® (Tabla 24) que contiene entre sus ingredientes a los
Lactobacillus casei Shirota. En general, observamos que el consumo de probidticos no tiene gran
relevancia entre la poblacion estudiada, la mayoria reporté consumirlos “de vez en cuando” y se
puede notar como esta tendencia responde mas a las caracteristicas organolépticas de la bebida
Yakult® que por el conocimiento verdadero del efecto que tienen los probidticos en la salud intestinal
de toda la poblacién; solo un control sano reporté el consumo de otro tipo de probidtico
(Sinuberase®) (Tabla 25) que estaba siendo administrado junto con otro tratamiento farmacoldgico,
lo cual habla de la intervencién médica para que estos productos se consuman cuando hay un

padecimiento que afecta la salud gastrointestinal.

El objetivo principal del uso de probidticos en la dieta es el efecto positivo que tienen en la salud, lo
cual se puede lograr por mecanismos diferentes como la modulacién de la respuesta inmunoldgica,
la mejora del estado nutricional del hospedero o aquellos que se derivan de los cambios en la
microbiota. En este estudio se investigd la intolerancia y/o alergias a alimentos y/o medicamentos
que padecian los participantes del estudio; el 16% de la muestra (5/30) reporté padecer alguna
alergia y/o intolerancia, de estos tres fueron controles sanos y dos pacientes con LLA; no se encontro
una asociacion estadisticamente significativa en la presencia de alergia y/o intolerancia a alimentos
y/o medicamentos entre ambos grupos de estudio (Tabla 29, grafica 11). Tres de los cinco individuos
reportaron ser intolerantes a la leche y sus derivados como la crema y dos de cinco individuos

reportaron ser alérgicos a medicamentos (sulfas y penicilina) (Tabla 30).
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Una gran cantidad de la poblacién mundial muestra niveles bajos de la enzima B-galactosidasa
(lactasa) en la mucosa del intestino delgado, estos individuos sufren intolerancia cuando la leche o
sus derivados con lactosa estan presentes en la dieta. Existe buena evidencia cientifica que los
sintomas de la intolerancia pueden mejorar con el consumo de yogurt y productos fermentados que
contienen bacterias acido-lacticas, que mejoran la tolerancia y digestion de la lactosa (Delgado y
Blanco-m, 2017). Uno de los beneficios que se pueden promover entre la poblacion es el consumo
de probidticos para mejorar la tolerancia a la lactosa, siendo este un problema de salud que va en
aumento y por otro lado aumentar el consumo de otros productos probiéticos entre la poblacién con
LLA que mejore la salud gastro-intestinal, alivie la intolerancia a ciertos alimentos y los proteja de

patologias gastrointestinales a los que son susceptibles por su condicion.

Como ya se mencioné anteriormente, en este estudio se observd que la expresion gendmica de la
familia Lachnospiraceae spp tiende a ser menor en los pacientes con LLA, lo cual concuerda con lo
reportado en la literatura. Algunos efectos benéficos de los probiéticos que ya se han observado en
la poblacién pediatrica, se ven reflejados en la actividad metabdlica de la microbiota, uno de los mas
relevantes es en el aumento de las bacterias productoras de butirato. Un estudio reciente muestra
que nifios alérgicos a ciertos alimentos como la leche de vaca, que fueron suplementados con una
férmula rica en L. rhamnosus aumenta la poblaciéon bacteriana productora de butirato en las heces
(Canani et al., 2016). Este antecedente muestra el beneficio que se podria obtener aumentando el
consumo de probidticos en los pacientes con LLA que presentan una reduccién en la poblacion
bacteriana de la familia Lachnospiraceae spp. En otro estudio realizado por Ferrario y su grupo de
investigacion, se observé un aumento en la produccion de butirato después de la ingesta de L.
paracasei y sugieren que medir las concentraciones de butirato en heces puede ser un marcador
importante para identificar los sujetos que se pueden beneficiar del tratamiento con probidticos
(Ferrario et al., 2014). Se ha demostrado que consumir bacterias acido-lacticas junto con otros
factores de la dieta como fibra y vegetales, estan relacionados inversamente a la incidencia de
cancer colorectal en humanos. El aumento de las bacterias acido lacticas se puede dar a través del
consumo de probidticos. La modulacion de la microbiota intestinal con pre y probiéticos puede
impactar positivamente en la comunicacién cruzada entre el sistema inmune y la microbiota

(Coleman y Nunes, 2016).
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13. CONCLUSIONES
Este estudio permitié adquirir una vision general sobre el estado y la dinamica de la microbiota y el
viroma intestinal, en poblacion pediatrica con LLA al compararla con controles sanos. Las

conclusiones puntuales de esta investigacion son:

-No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones de acidos

nucleicos (ADN y ARN total y viral), entre controles sanos y pacientes con LLA.

-Unos de los hallazgos mas importantes fueron las diferencias en la expresion génica de bacterias y
virus. Se encontro de forma general (al analizar la media de los valores 2°4CY) que la expresion génica
de los grupos bacterianos: Bacteroides spp, Firmicutes spp y Lachnospiraceae spp tiende a ser
mayor en los controles sanos que en los pacientes con LLA. La expresion génica de TTV tiende a
ser mayor en el grupo de pacientes con LLA que en los controles sanos, lo cual nos da un indicio del

rol que juega este virus en la leucemia, como ya algunos autores lo han mencionado antes.

-De la informaciéon recolectada en los cuestionarios, se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) en los habitos de alimentacion (productos ahumados, embutidos y lacteos)

entre los controles sanos y los pacientes con LLA.

-Una observacion importante fue que la estancia en guarderias puede ser un factor que predispone
el aumento de infecciones virales, asi como el aumento en las concentraciones de acidos nucleicos

virales en heces, como se observoé en tres participantes del grupo de controles sanos.

-El estado gastrointestinal entre ambos grupos es muy similar, lo cual se observa en el reporte de

los padecimientos como diarrea, estrefiimiento y nimero de evacuaciones al dia.

-El consumo de probidticos no se realiza por los beneficios de estos, sino por sus caracteristicas
organolépticas, como la bebida Yakult, la cual se reporté como el probiético que mas se ingiere entre
ambos grupos, el conocimiento de las caracteristicas de los probiéticos es escueto entre los

participantes de la muestra analizada.
-La intolerancia a la leche y sus derivados fue la reportada con mas frecuencia; la muestra estudiada

desconoce el beneficio que el consumo de ciertos productos fermentados podrian tener en el alivio

y mejora de los sintomas.
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14. PERSPECTIVAS

-Incluir en los cuestionarios el tipo de leucemia linfoblastica aguda (LLA) que padecen los pacientes
y la etapa del tratamiento en la que se encuentran, siendo esta informacién muy valiosa para poder
relacionarla con las otras variables.

-ldentificacion de otros géneros bacterianos como Akkermansia spp cuya presencia en la microbiota
intestinal se ha relacionado con un aumento en la estabilidad de la composicién de la misma a lo
largo del tiempo y como bacteria productora de butirato es importante en mantener la salud del

epitelio intestinal.

-Preguntar en los cuestionarios el tipo de parto que tuvieron las madres de los controles y pacientes

(parto natural o cesarea) para correlacionar este dato con los cambios en la composicion viral.

-Aumentar el numero de muestras (>15) de cada uno de los grupos de estudio, controles sanos y
pacientes con LLA, agregando un tercer grupo de estudio: pacientes con LLA recién diagnosticados.
Incluir en la muestra de controles sanos nifios provenientes de Tlaxcala.

-Realizar la secuenciacion masiva de controles sanos y pacientes con tratamiento, para identificar
los agentes virales que se encuentran con mayor frecuencia en la poblacion pediatrica (Puebla) con

LLA y poblacién pediatrica sana.

-Realizar una encuesta sobre el conocimiento de los pro y prebidticos, sus efectos en la salud y el

consumo de los mismos, para evaluar su impacto en la salud de la poblacion en general.

-Como estudio de seguimiento de los pacientes con LLA que tuvieron una mayor expresiéon de TTV
se podria analizar el suero de las madres para identificar la expresiéon de este virus y rastrear su

origen pre-natal.

-Cuantificar la concentracion de butirato y sus productos en heces como factor pronéstico del uso de

probidticos en pacientes con LLA y mejorar la poblacion de bacterias productoras de butirato.

-Analizar con otro set de primers y/o sondas los virus que no se lograron identificar en esta
investigacion (fago de Bacteroides B40-8, Enterovirus y Parechovirus).

-Buscar otros virus importantes en la salud gastrointestinal, modulacién de la microbiota y con
antecedentes de influencia en el desarrollo de LLA pediatrica como Astrovirus en suero y heces de
pacientes con LLA, Parvovirus B19 en suero de las madres de pacientes con LLA, algun fago de la

familia Caudovirus (B124-4), Adenovirus o Rotavirus.

98



C I O j
U Centro de Investigacion Oncoldgica ®
Una Nueva Esperanza - UPAEP

15. LINEAMIENTOS BIOETICOS

Esta investigacion se desarrolld siguiendo los estatutos éticos establecidos en la “Declaracion
Universal sobre el Genoma y Derechos Humanos” del 11 de noviembre de 1997; la propuesta de
Protocolo ético: “Modelo para la recoleccion de Muestras de ADN del comité Norte Americano del
Proyecto de Diversidad del Genoma Humano”; la Declaracion Universal sobre Bioética y Derechos
Humanos del 19 de octubre de 2005 y la Declaracion Internacional sobre los Datos Genéticos
Humanos del 16 de octubre de 2003. Previo a la toma de muestra, se explicod a los participantes y
padres o tutores de estos, el procedimiento que se realizaria con sus muestras, los riesgos o
implicaciones y la finalidad del estudio. Las muestras unicamente fueron recolectadas una sola vez,
previo a la quimioterapia o bien durante la quimioterapia, segun fue el caso. Los procedimientos se
llevaron a cabo de acuerdo con las reglas y normas establecidas en la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud, Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias
Médicas (CIOMS) y la NOM-012 (29-31).

15.1 Procedimiento y personas responsables de comunicar a los participantes los resultados
del estudio

Una vez terminado el estudio los investigadores se comprometieron a realizar un informe a cada uno
de los participantes del estudio que hayan solicitado recibir su notificacion; en el informe se les dara
a conocer los resultados obtenidos por las muestras tomadas y su relevancia. En el caso de los
participantes que eligieron participar solamente en este estudio y no autorizaron resguardar las
extracciones del material genético en el laboratorio del CIO, estas se desecharon de manera
adecuada, segun las normas de manejo de RPBI y se le notificé al participante cuando se realizé

este procedimiento.

15.2 Planes para la divulgacién de los resultados

Los resultados obtenidos en el proyecto de investigacion fueron empleados para finalizar un proyecto
de tesis de maestria. La busqueda en la literatura de los virus mas frecuentes reportados en el viroma
intestinal servira en un futuro para escribir un articulo de revision; por otro lado, se complementara
esta investigacion con experimentos que se realicen en el CIO para publicar un articulo basado en

una investigacion original.

15.3 Carta de consentimiento informado

Se aplico el consentimiento informado a los padres o tutores de los niflos que donaron la muestra de
materia fecal, previamente se les informdé en qué consistia la investigacion, los posibles riesgos o
efectos secundarios del procedimiento y el objetivo del estudio. Se firmaron los documentos en
presencia de dos testigos que dieron fe que se recibié de manera adecuada la informacion y fue
comprendida por el adulto encargado del nifio. También se obtuvo el asentimiento informado de los

pacientes y controles que participaron en el estudio (en el caso de los nifios menores de 12 afios).
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Puebla, Pue. A de del 201
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN EL PROYECTO DE
INVESTIGACION:

“Analisis comparativo de virus y bacterias intestinales en nifios con leucemia linfoblastica aguda y

nifos sanos”

Registrado ante el Comité de Investigacion del CIO con el nUmero

Sede donde se realizara el estudio: Una Nueva Esperanza.

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir si
participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se
conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre
cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto. Una vez que haya comprendido el
estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme esta forma de consentimiento,
de la cual se le entregara una copia firmada y fechada. Su participacién consistira en donar una
muestra de materia fecal del paciente o control sano que tiene a su cuidado, ademas de proporcionar
datos generales relevantes para la investigacion al contestar un cuestionario que se le aplicara antes
de recolectar la muestra.

Nombre del participante
Edad

Padece enfermedad: si, no, Cual?

Etapa de tratamiento (si aplica)

¢;Desea ser contactado en un futuro para

conocer los resultados de la investigacion?

Direccion de correo electronico

Teléfono celular

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Actualmente no hay muchos estudios que establezcan con claridad la relacién de la microbiota
intestinal con el desarrollo de cancer. Es importante comprender los factores que estan involucrados
en el inicio y evolucién de la LLA; con el fin de aumentar la esperanza de vida, disminuir la incidencia

y reducir el gasto que se genera en el sistema de salud.

OBJETIVO DEL ESTUDIO
A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivo
identificar agentes virales y bacterianos gastrointestinales que pudieran expresarse diferencialmente

en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda (LLA) en comparacion con nifilos sanos.
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BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Por medio de la presente investigacion se espera conseguir mejorar el pronéstico general de
pacientes pediatricos con LLA, realizando un analisis del estado de la microbiota intestinal de los
pacientes al compararlo con controles sanos. Este estudio permitira que en un futuro otros pacientes

puedan beneficiarse del conocimiento obtenido en esta investigacion.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Se me ha explicado que su participacién consistira en: donar una muestra de materia fecal, la cual
sera recolectada por la mafiana en un frasco estéril que le sera proporcionado previamente. Se le
otorgara una hoja instructiva y un diagrama de flujo con las indicaciones para una toma de muestra

de heces y debera contestar un cuestionario con informacion necesaria para la investigacion.

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Esta investigacion no involucra ningun riesgo para la salud. El contenido genético extraido de las
muestras de materia fecal del paciente podria ser almacenado en el laboratorio del CIO (si asi lo
autoriza el participante) para realizar estudios posteriores, ya sea del mismo investigador o de otro

que forme parte de la institucion.

ACLARACIONES

o Su decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria.

o No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
invitacion.

o Sidecide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, -aun cuando
el investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar o no, las razones de su
decision, la cual sera respetada en su integridad.

o No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

o No recibira pago por su participacion.

o En eltranscurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre el mismo, al
investigador responsable.

o La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente,
sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

o Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo

desea, firmar la carta de consentimiento informado que forma parte de este documento.
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Yo, he leido y comprendido la informacion anterior y

mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los
datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en
participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de

consentimiento.

Por medio de la presente autorizo que mi:

hijo hermano coényuge otro

Nombre del participante:
participe en el proyecto de investigacion titulado: “Analisis comparativo de virus y bacterias

intestinales en nifios con leucemia linfoblastica aguda y nifios sanos”

Por favor marque con una X la caja a la izquierda de la opcién que corresponda a su decision:

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

Si autorizo que se tome la muestra soélo para este estudio.

Nombre y firma del participante Fecha

FIRMA DE LOS TESTIGOS
Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmo este formato de consentimiento informado

en mi presencia de manera voluntaria.

Testigo 1 Nombre y Firma Parentesco con participante
Domicilio Fecha
Testigo 2 Nombre y Firma Parentesco con participante
Domicilio Fecha
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Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propdsitos de la

investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto
que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres
humanos y me apego a ella. Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a

firmar el presente documento.

Nombre y firma del investigador Fecha

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
- Investigador responsable: Dra. Ma. del Rocio Bafios-Lara. Tel. (222) 230 47 41
- Colaborador: Q.F.B Mariana Salmoran Pacheco. Tel. (044) 22 21 401 402

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision

Nacional de Bioética: Calzada Arenal No. 134, Tlalpan, Arenal Tepepan, 14610 Ciudad de México,
D.F. Teléfono: 01 55 5487 2760.
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15.4 Carta de asentimiento informado para la participacién en el estudio
Fecha: / /

Titulo del proyecto:

“Analisis comparativo de virus y bacterias intestinales en nifios con leucemia linfoblastica aguda y

nifos sanos”

Hola mi nombre es y trabajo en el Centro de Investigacion

Oncoldgica de Una Nueva Esperanza. Actualmente el centro esta realizando un estudio para conocer
algunas caracteristicas importantes de tu intestino y de pacientes con tu misma enfermedad
(leucemia linfoblastica aguda) y para ello queremos pedirte que nos apoyes. Tu participacion en el
estudio consistiria en que te pediremos una muestra de materia fecal, esta la podras tomar con ayuda
de tus papas o la persona que esta a cargo de tu cuidado, de preferencia toma la de la mafana y
evita que se mezcle con tu orina. Tu participacién en el estudio es voluntaria, es decir, aun cuando
tus papa o mama hayan dicho que puedes participar, si tU no quieres hacerlo puedes decir que no.
Es tu decision si participas o no en el estudio. También es importante que sepas que si en un
momento dado ya no quieres continuar en el estudio, no habra ningun problema, o si no quieres
responder a alguna pregunta en particular, tampoco habra problema. Toda la informaciéon que nos
proporciones y las mediciones que realicemos nos ayudaran a determinar el estado de los
microorganismos en tu intestino y buscar la forma de mejorar los resultados de tu tratamiento,
ademas de poder ampliar los resultados y ayudar a otros que sufren esta enfermedad. Esta
informacion sera confidencial. Esto quiere decir que no diremos a nadie tus respuestas, solo lo

sabran tu cuidador y las personas que forman parte del equipo de este estudio.
Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una marca (v') en el cuadro de abajo que dice “Si
quiero participar” y escribe tu nombre. Si no quieres participar, no pongas ninguna marca (v'), ni

escribas tu nombre.

1 Si quiero participar Nombre:

Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento:

Observaciones:
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15.5 Carta de revocacioén de participacion en el estudio
Puebla, Pue. A de del 201

Investigacion:
“Analisis comparativo de virus y bacterias intestinales en nifios con leucemia linfoblastica aguda y

nifos sanos”

Investigadores principales: Dra. Ma. del Rocio Bafios-Lara/ Q.F.B Mariana Salmoran Pacheco.
Sede donde se realizara el estudio: Una Nueva Esperanza.

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decisidon de retirarme de esta investigacion por las siguientes

razones: (Este apartado es opcional y puede dejarse en blanco si asi lo desea el donante)

Si el donante lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacién que se haya recabado
sobre él, con motivo de su participacion en el presente estudio.

Firma del donante

Nombre y firma del testigo 1

Nombre y firma del testigo 2

c.c.p El donante.
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15.6 Carta de compromiso del investigador
Puebla, Pue. A 12 de enero del 2018

Investigacion:

“Analisis comparativo de virus y bacterias intestinales en nifios con leucemia linfoblastica aguda y

nifos sanos”

Investigadores principales: Dra. Ma. del Rocio Bafios-Lara/ Q.F.B Mariana Salmoran Pacheco.

Sede donde se realizara el estudio: Una Nueva Esperanza.

A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE

En nuestra calidad de representante del proyecto de investigacion: “Andlisis comparativo de virus
y bacterias intestinales en nifos con leucemia linfoblastica aguda y nifios sanos” mediante el
presente documento me comprometo a asumir el compromiso de respetar y hacer respetar las
normas éticas de la investigacion en seres humanos, en unién con los valores y principios éticos
universalmente proclamados. De igual forma me proclamo en la obligatoriedad de garantizar que el
procedimiento del consentimiento informado se lleve a cabo de tal forma que promueva la autonomia
del participante, resguardar sus datos confidenciales y a hacer uso de su informacion unicamente
con fines cientificos del proyecto de investigacion. Finalmente me comprometo a reportar cualquier
desviacion del proyecto o efectos adversos al comité de bioética, asi mismo, de los resultados que

se consigan se los haré llegar mediante un reporte final por escrito.
ATENTAMENTE

A

Q.F.B Mariana Salmoran Pacheco
Estudiante de posgrados UPAEP
Centro de Investigacion Oncolégica Una Nueva Esperanza-UPAEP
marianaiq_1416@hotmail.com. Tel. (044) 22 21 401 402
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17. ANEXOS
17.1 Aprobacion del comité de bioética

Puebla, Pue., a 25 de mayo de 2018.

Mariana Salmoran Pacheco
Investigador Principal

PRESENTE
Estimada Mtra. Salmoran Pacheco:

Sirva la presente para notificare que el Comité de Etica en Investigacién del Departamento
de Ciencias de la Salud UPAEP (CONBIOETICA21CEI00620131021), ha revisado el
Protocolo del Estudio:
“Andlisis comparativo de virus y bacterias intestinales en nifios con leucemia
linfobldstica aguda (LLA) y nifios sanos”

Y después de su revision emite el siguiente

DICTAMEN

“APROBADQO”

Exhortamos a la Mtra. Mariana Salmoran Pacheco, investigador principal, a continuar con
el buen desempefio en su actividad de investigacion basada en las buenas practicas
clinicas.

" Se extiende la presente a solicitud de la interesada.

ATENTAMENTE

L.

UPAEP

Ccp. Departamento de Investigacién UPAEP.
Ccp. Archivo.
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CUESTIONARIO
Lea cuidadosamente las preguntas y responda la informacion que se le solicita, en caso de tener
alguna duda preguntar a la persona que le esta aplicando el cuestionario.

17.2 Instrumento de recoleccion de informacion e instructivos de aplicaciéon

Datos personales

Nombre del paciente:
kg. Género: 00 Hombre 0O Mujer

. Talla:

m. Peso:

Edad:
Lugar de residencia:

Domicilio:
Teléfono del paciente o familiar cercano

Historial clinico

1. Diagnéstico:
2. Tiempo transcurrido desde el diagnoéstico

3. ¢ Durante cuanto tiempo ha recibido quimioterapia?
ONO

4. ; Esta tomando algun otro medicamento? 0[O0 SI
En caso de haber respondido afirmativamente la pregunta anterior, ;Qué medicamento (s) esta

tomando?
Medicamento: Dosis:
Medicamento: Dosis:
Dosis:
3 / ONO

Medicamento:
¢ En la familia del paciente tiene algun antecedente de cancer? 0O SI
0 NO

6. ¢ El paciente toma actualmente algun probidtico*? 0 Sl
* Los alimentos probiéticos son alimentos con microorganismos vivos adicionados que permanecen

activos en el intestino y ejercen importantes efectos fisioldgicos (ver imagenes representativas)

—
a?@EL - (Reotiors —mm l"‘“ Vivera

J ,,.aono"
e L:"Etoﬂora

p e 2
En caso de haber respondido afirmativamente la pregunta anterior, ; Qué probidtico(s) esta tomando

hl

A

|

S

y con qué frecuencia los toma?
Frecuencia:

Probiético:

113



ClOg

Centro de Investigacién Oncologica
Una Nueva Esperanza - UPAEP

7. El paciente ha padecido o padece alguna enfermedad de tipo viral?

O oo Qo

8. El paciente ha tenido o tiene algun tipo de exposicién frecuente a humo de tabaco. 01 Sl

Hepatitis (A /B /C).

Herpes simple (fuegos labiales) — Virus
Herpes tipo 1.

Herpes genital — Virus Herpes tipo 2.
Sarampion.

Paperas.

Varicela.

Rubéola.

Roséola o exantema subito — Herpes 6y 7.
Mononucleosis infecciosa - Virus de
Epstein-Barr / Citomegalovirus (CMV)
Megaloeritema o eritema infeccioso -
Parvovirus B19.

o000 O ODOoOoooo

Virus de Inmunodeficiencia humana (VIH).
Virus de papiloma humano (VPH).

Dengue.

Zika,

Chikungunya.

CRUP o laringotraqueobronquitis - Virus de
Parainfluenza.

Bronquiolitis — Virus sincitial respiratorio
(VSR).

Infeccion por Rotavirus.

Influenza.

Fiebre aftosa humana o exantema virico de
manos, pies y boca — Virus de Coxsackie.

0O NO

9. ¢ El paciente presenta algun tipo de alergia, atopia o intolerancia a los alimentos/medicamento?.

o Sl

0O NO

En caso de haber respondido afirmativamente la pregunta anterior, ;A que alimento/medicamento
presenta alergia/intolerancia?

10. Habitos de alimentacion:

Ndmero de comidas al dia

Fruta (7/7):

Verdura (7/7):

Carne roja (7/7):

Carne blanca (7/7):

Lacteos (7/7):

Embutidos (7/7):

Productos ahumados (7/7):

Productos enlatados (7/7):

Productos procesados o en bolsa (7/7):

Huevo (7/7):

Litros de agua al dia:

Cereales (7/7):

LUy

Leguminosas (7/7):

11. ¢ Qué vacunas que se le han aplicado al paciente/control?
Vacunas:

12. ; Ha padecido enfermedades diarreicas en el ultimo mes? [0 Sl

13. ; Presenta estrefiimiento con frecuencia? 0O SI

14. Numero de evacuaciones al dia:

ONO

ONO

15. ;El paciente/control ha asistido a alguna guarderia o estancia infantil durante un periodo
prolongado?

o Sl

0O NO
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17.3 Herramientas e instructivos de aplicacién

INSTRUCCIONES PARA RECOLECTAR LAS HECES FECALES *

1. Lavese las manos con agua y jabon antes de iniciar la recoleccién de la muestra de heces (materia

fecal).

2. Escriba el nombre completo del donador de la muestra, la fecha y hora de
recoleccion en la etiqueta que se le proporciond. Use letra de molde legible y
coloque la etiqueta en el exterior del frasco recolector.

3. Complete la informacién que se le solicita (cuestionario y hoja de consentimiento
informado). Use letra de molde legible y/o responda a las preguntas del encuestador.

4. Para recoger una muestra de heces, antes de usar al bafo, levante la tapa del inodoro y coloque
una envoltura de plastico (que puede ser sustituida por papel de cera) sobre la taza del inodoro.

Asegurelo con cinta adhesiva para evitar que la muestra caiga en el inodoro.

Haga una depresion en el plastico o papel de cera para ayudar a la recoleccion de la muestra.

6. El paciente debera evacuar de manera cotidiana sobre la envoltura de plastico (evitar orinar sobre

la materia fecal).

7. Use una cuchara de plastico o abate lenguas para transferir una porcién de la
muestra de heces (aproximadamente el tamafo de una cuchara o una nuez) al
recipiente para recolectar la muestra.

Cerrar el frasco recolector de la muestra verificando que la tapa esté bien
colocada. Asegurese de que el nombre completo del donador, la fecha y hora de
recoleccion de la muestra se hayan escrito en el exterior del recipiente para
recolectar la muestra (etiqueta proporcionada).

Coloque el recipiente para recolectar la muestra en la bolsa con cremallera de plastico y ciérrela.

Deseche el resto de las heces en el inodoro. Deseche la envoltura de plastico sucia colocandola
en una bolsa desechable (de papel o plastico). Cierre la bolsa con seguridad y coléquela en la basura.

11. Limpie las superficies contaminadas con desinfectante apropiado.

12. Lavese bien las manos con agua y jabén.

*Ver diagrama anexo.
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17.3.1 Diagrama de flujo para recolectar las heces fecales
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17.4 Preparacion de soluciones y reactivos

17.4.1 Agarosa al 2% (geles de electroforesis)

Se pesan 2 gramos de agarosa (IBI SCIENTIFIC. Lote #12B3005) (para preparar 100 mL de
solucién), se diluyen en buffer TBE nuevo y estéril; la mezcla se calienta en el microondas hasta que
la agarosa esté completamente solubilizada en buffer TBE, agregar el colorante elegido (bromuro de

etidio o Midori Green) y dejar solidificar en la camara de electroforesis.

17.4.2 Agua DEPC (agua libre de nucleasas)

Agregar 1 mL de dietil pirocarbonato (DEPC) (SIGMA. Lote #BCBR0814V) a 1000 mL de agua
bidestilada que esté estéril. Se incuba dos horas a temperatura ambiente en campana de flujo
laminar, se agita ocasionalmente y pasado el tiempo se esteriliza. Almacenar a temperatura ambiente

hasta por 12 meses o hacer alicuotas y congelar.

17.4.3 Buffer TBE de corrida (10x)
Para preparar 1 L de buffer 10x se pesan: 121.1 g de TRIS base (concentracion final 1M), 61.8 g
acido bdrico (concentracion final 1M), 7.4 g de EDTA (concentracion final 0.02 M). Se disuelven todos

componentes en agua libre de nucleasas. Almacenar hasta 6 meses a temperatura ambiente.

17.4.4 Colorante Orange-D (electroforesis en geles de agarosa)
Se prepara en las siguientes proporciones: 0.25% de colorante Orange-D, 30% de glicerol y se afora

al volumen deseado con agua libre de nucleasas (DEPC).
17.4.5 Solucién de etanol al 70%

Para preparar 1 L de etanol al 70%, se miden 700 mL de etanol al 100% (Etanol puro, SIGMA-
ALDRICH. Lote #SHBJ3851) y se agregan 300 mL de agua DEPC estéril o libre de nucleasas.
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17.5 Hoja de cesion de derechos de la tesis a la UPAEP
Puebla, Pue. Septiembre de 2018
Asunto: Carta de sesion de derechos
Director Académico
Comité de Investigacion
Maestrias en Ciencias de la Salud y Maestria en Nutricion Clinica UPAEP
PRESENTE

Autorizo a la Universidad Popular Auténoma del Estado de Puebla A.C., los derechos no exclusivos
del trabajo de investigacion de mi tesis de grado de maestria, titulado:
“Analisis comparativo de virus y bacterias intestinales en nifios con leucemia linfoblastica aguda y
nifios sanos”
Para que sea publicado, en los siguientes casos:
1. Que sea mi decision en conjunto con la de mis asesores no publicarlo.

2. Que ni mis asesores ni yo, lo hayamos publicado a un afio de haberse presentado la tesis.

En caso de que UPAEP decida por cualquier medio publicar parcial o totalmente mi investigacion,
mi autoria y la de mis coasesores debe respetarse. En decidir publicarlo, deberé expresar se coloque
la adscripcién posgrado UPAEP. Asi mismo declaro que acepto la responsabilidad sobre el contenido

y la originalidad del trabajo a publicar, por lo que eximo a la UPAEP ante cualquier reclamo de

terceros.

ATENTAMENTE
Dra. Ma. del Rocio Bafos-Lara Q.F.B Mariana Salmoran Pacheco
Profesor/Investigador: posgrados UPAEP/CIO-UNE Estudiante de posgrados UPAEP
Centro de Investigacion Oncoldgica Centro de Investigacion Oncolégica
Una Nueva Esperanza-UPAEP Una Nueva Esperanza-UPAEP

MASS. Rosaura Rosas Gonzalez
Director académico
Maestria en Ciencias de la Salud y Maestria en Nutricién Clinica

En representacion del comité de investigacion.
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17.6 Hoja de autorizacion de la tesis firmada por todos los directores de la tesis

CARTA COMPROMISO DE ASESOR PRINCIPAL DE TESIS
Puebla, Pue. Diciembre de 2016
H. Comité Académico del Posgrado
PRESENTE

Por medio de la presente hago llegar a ustedes la postulacion del C Mariana Salmoran Pacheco, que

en caso de ser aceptado en el programa académico:

Maestria en Ciencias de la Salud X
Maestria en Nutricion Clinica

Maestria en Administracion de Instituciones de Servicios de Salud

Desarrollara su trabajo de tesis bajo mi asesoria, supervision y direccién; el tema de investigacion
propuesto es:
“Analisis comparativo de virus y bacterias intestinales en nifios con leucemia linfoblastica aguda y
nifios sanos”

Me comprometo a dar seguimiento permanente a las actividades del estudiante derivadas de esta
propuesta, y manifiesto contar con la infraestructura requerida para lograr los objetivos propuestos
en el tiempo programado, en caso de que el postulante sea admitido y el comité tutorial apruebe el
proyecto de tesis. También me comprometo a revisar y autorizar los seminarios de Investigacion
semestrales que el estudiante presentara, asi como atender las recomendaciones que el comité
académico emita; manifiesto que conozco el plan de estudios y acordaré con el estudiante las
asignaturas optativas que debera cursar, de tal forma que fortalezca el proyecto de investigacion y
su formacioén profesional, en los tiempos mas pertinentes para ello. Asi como favorecer todas las
acciones pertinentes para que obtenga el grado en un plazo maximo a 6 meses posteriores a la

terminacion de los créditos académicos.

ATENTAMENTE

Dra. Ma. del Rocio Banos-Lara
Profesor/Investigador: posgrados UPAEP/CIO-UNE
Centro de Investigacion Oncoldgica

Una Nueva Esperanza-UPAEP
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