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RESUMEN

En Uruguay, al igual que en el resto del mundo, la leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el
cancer infantil mas comun, representando cerca del 25% de los mismos. El tratamiento se lleva
a cabo principalmente en el Servicio Hemato Oncolédgico Pediatrico (SHOP) del Centro
Hospitalario Pereira Rossell (CHPR), donde se utiliza el protocolo alemdn BFM (Berlin-
Frankfurt-Minster). Este tratamiento consiste en una poliquimioterapia de dos afios de
duracidn, dividido en cinco fases: induccion, intensificacién, consolidacion, reintensificacién y
mantenimiento. La tasa de cura de esta enfermedad es similar a la observada en paises
desarrollados, llegando a aproximadamente 80%. Sin embargo, los efectos adversos
relacionados con farmacos como la 6-mercaptopurina (6-MP) o el metotrexato (MTX) siguen
siendo una importante complicacién. La acumulacién de metabolitos de 6-MP o MTX puede
causar toxicidades tanto hematoldgicas como hepdticas que obligan a reducir o suspender
parte del tratamiento y, consecuentemente, pueden aumentar la tasa de mortalidad. Muchas
de las variantes génicas involucradas en el metabolismo de estos farmacos presentan
diferentes frecuencias en las distintas poblaciones. La poblacién uruguaya es una poblacidn tri-
hibrida formada por un aporte mayoritario de poblaciones europeas, seguido por un aporte de
poblaciones nativo americanas y africanas; si bien se observa una heterogeneidad geografica
de estos componentes. El objetivo de esta tesis es analizar variantes génicas involucradas en la
distribucion y el metabolismo de la 6-MP y el MTX; y determinar su relacidon con la
ancestralidad y con los eventos adversos ocurridos durante la fase de mantenimiento del
tratamiento de LLA. Se estudid una muestra de 192 pacientes pediatricos con LLA del SHOP.
Para ello se analizaron 9 SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) en los genes ITPA, NUDT15,
TPMT y una regién de Repetidos en Tandem de Numero Variable en el promotor del gen TPMT
(TPMT-VNTR); todos ellos vinculados al metabolismo de la 6-MP. A su vez, se estudiaron 3
SNPs en los genes MTHFR y SLC19A1, y un VNTR en la region 5' UTR del gen TYMS; tres genes
vinculados al transporte y metabolismo del MTX. Asimismo, se determinaron 45 marcadores
de ancestria (AIMs) para determinar la ancestralidad individual y global de los pacientes. A
partir de los datos obtenidos de las historias clinicas de los pacientes, se determiné la relacion
entre la presencia de variantes génicas, la toxicidad hematolédgica (leucopenias y
neutropenias), la toxicidad hepdtica (bilirrubina, fosfatasa alcalina o transaminasas elevadas) y
las dosis acumuladas de 6-MP y MTX; asi como también la relacién con la ancestralidad. La
ancestralidad global de la muestra de pacientes analizada presenté un 69,4% de componente

europeo, seguido de 19,7% nativo americano y un 10,9% africano, pero con una gran



variabilidad interindividual. Los resultados indican que el 22% de los pacientes presentan
variantes en los genes TPMT y/o NUDT15. El 40% de la toxicidad hematolégica debido a 6-MP
en fase de mantenimiento puede ser explicado por variantes en los genes NUDT15 y TPMT.
Asimismo, se encontrd una correlacidn significativa entre el nimero de repetidos "A" del
TPMT-VNTR y el nimero de eventos de leucopenias. Por otro lado, existe una correlacidn
negativa entre el nimero total de leucopenias y la ancestralidad nativo americana en aquellos
individuos sin variantes en los genes TPMT y NUDT15. En relacidén al MTX, se observd que los
pacientes homocigotos GG para la variante A1298G del gen MTHFR recibieron una dosis
acumulada de MTX mayor que los pacientes portadores del alelo A, aunque esta diferencia no
fue estadisticamente significativa. No se encontrd una asociacion significativa entre los
eventos de toxicidad y/o la dosis acumulada de MTX y las variantes analizadas en los genes

SLC191A1y TYMS.

En conclusién, la ancestralidad global y la variabilidad interindividual de la muestra analizada
son concordantes con lo reportado para nuestro pais. Una gran proporcion de los pacientes
presenta variantes génicas vinculadas al metabolismo de 6-MP. La frecuencia de variantes del
gen TPMT es similar a la reportada para poblaciones europeas, mientras que la frecuencia de
variantes de NUDT15 es similar a la reportada para ciertas poblaciones asiaticas. Existe una
asociacion significativa entre dichas variantes y la toxicidad hematoldgica observada durante la
fase de mantenimiento del tratamiento de LLA. Un porcentaje importante de los pacientes
presenta variantes para los genes vinculados al transporte y metabolismo de MTX. Sin
embargo, no se detectéd una asociacidn significativa entre estas y los efectos adversos. Los
datos presentados en esta tesis exponen la importancia de la caracterizacidon genética de cada
poblacién, en particular de poblaciones hibridas como las de América Latina, para el uso de la

farmacogenética como herramienta para la optimizacion de las terapias.



ORGANIZACION DE LA TESIS

Esta tesis presenta un estudio farmacogenético en una muestra de pacientes pediatricos con
leucemia linfobldstica aguda de Uruguay. Especificamente, se centra en el andlisis
farmacogenético de la 6-mercaptopurina y el metotrexato, fdrmacos centrales del tratamiento

de esta enfermedad en Uruguay. Esta organizada en 5 capitulos.

El capitulo 1 es una introduccion general del tema. Se describe, a modo general, la situacion
actual del cancer infantil a nivel mundial, especificando cuales son los canceres infantiles mas
frecuentes. A su vez, se describe la leucemia linfoblastica aguda (LLA) pedidtrica, su
diagndstico y su clasificacidon en subtipos, asi como también los principales factores de riesgo y
prondstico junto con una breve descripcién del esquema terapéutico que se utiliza para tratar
dicha enfermedad. Finalmente, se plantea el rol que cumplen las variantes genéticas sobre las
reacciones adversas provocadas por los farmacos, el impacto de la ancestralidad sobre la
frecuencia de dichas variantes y la importancia de la farmacogenética como herramienta para
lograr una terapia individualizada. Este capitulo incluye el objetivo general de la tesis, mientras

gue los objetivos especificos se detallan en cada uno de los tres capitulos siguientes.

En el capitulo 2 se describe, muy brevemente y a modo de introduccion, la situacién actual del
cancer infantil en Uruguay, con especial énfasis en la LLA. Se indican las tasas de incidencia, de
mortalidad, de recaida y la sobrevida libre de enfermedad a cinco afos para nuestro pais. A su
vez, se sefiala brevemente la ancestralidad de la poblacidon uruguaya y su importancia en
estudios farmacogenéticos. En este capitulo se describen las caracteristicas demograficas
(origen, sexo y edad), las caracteristicas clinicas (subtipo de LLA, riesgo, leucocitosis al debut,
estado del SNC, etc.), las caracteristicas genéticas (cariotipo y traslocaciones) y el componente
ancestral de 192 nifios y adolescentes (pacientes) con LLA de Uruguay. Los datos demograficos,
clinicos y genéticos fueron obtenidos a partir de las historias clinicas de los pacientes, mientras
que la ancestralidad fue determinada a partir de 45 AlMs autosémicos. Los resultados indican
qgue la muestra de pacientes esta formada por nifios y adolescentes provenientes de todos los
departamentos del pais y que el 45% de ellos tenia entre 1-5 afios al momento del diagndstico,
siendo la relacion varones/nifias de 1,26. A su vez, aproximadamente 18% de los pacientes
sufrieron algun tipo de recaida. Los datos obtenidos son compatibles con lo previamente
descrito para Uruguay. Respecto a la ancestralidad, los resultados muestran una ancestralidad
global con un componente mayoritario de origen europeo, seguido del componente nativo

americano y, en menor proporcion, el componente africano. A modo de conclusidn, se podria



decir que la muestra es representativa del total de casos de LLA infantil reportados en nuestro

pais y que presenta una estructura ancestral tri-hibrida.

En el capitulo 3 se describe la relacién entre las variantes génicas vinculadas al metabolismo
de la 6-mercaptopurina (6-MP), los efectos adversos (toxicidad) ocurridos durante la fase de
mantenimiento del tratamiento y la ancestralidad. Se analizaron un total de nueve
polimorfismos en los genes ITPA, NUDT15 y TPMT, vinculados al metabolismo de la 6-MP, asi
como también un VNTR en el promotor del gen TPMT cuya estructura es A,B,,C. Como
parametros de toxicidad se utilizaron las semanas de reduccién y suspensién de dosis, la dosis
de 6-MP y el numero de eventos de leucopenia y neutropenia. Los resultados indican que 20%
de los pacientes son portadores de variantes en los genes NUDT15 y TPMT. A su vez, existe una
asociacion entre los eventos de toxicidad hematoldgica y la presencia de variantes en dichos
genes. Los pacientes con variantes en NUDT15 y/o TPMT tienen mayor riesgo de presentar
leucopenias severas durante el tratamiento. Los resultados no evidencian una asociacion entre
la presencia de variantes en el gen ITPA y los eventos de toxicidad hematoldgica, excepto
cuando los pacientes con variantes en NUDT15 y TPMT son excluidos de la muestra. Por otro
lado, los resultados indican que aquellos pacientes sin variantes en los genes NUDT15 y TPMT
pero que son portadores de cinco o mas repetidos "A" en VNTR del promotor de TPMT
presentan mas eventos de leucopenias severas. Finalmente, los resultados no muestran
ninguna asociacidn entre la ancestralidad y la presencia de variantes en estos genes, asi como
tampoco con la dosis de 6-MP. Sin embargo, se detectd una correlacion negativa entre la
ancestralidad de origen nativo americano y el nimero de eventos de leucopenia en aquellos
pacientes que no presentan variantes en los genes NUDT15 y TPMT. Los resultados ponen de
manifiesto la importancia de determinar la presencia de variantes de genes vinculadas al
metabolismo de la 6-MP previo al comienzo del tratamiento, con el fin de disminuir los eventos
toxicos ocurridos durante el mismo. Cabe destacar que los resultados obtenidos en este
capitulo fueron publicados en dos articulos cientificos. El primero, titulado "TPMT and NUDT15
genes are both related to mercaptopurine intolerance in acute lymphoblastic leukaemia
patients from Uruguay" (se adjunta en el ANEXO 1V) fue publicado en la revista British Journal
of Haematology. El segundo, titulado "Ancestry and TPMT-VNTR polymorphism: relationship
with hematological toxicity in Uruguayan patients with Acute Lymphoblastic Leukemia" fue

publicado en le revista Frontiers of Pharmacology (Apéndice 3.8)

El capitulo 4 aborda la relacién entre las variantes de genes vinculados al transporte y

metabolismo del metotrexato (MTX) y la toxicidad en la fase de mantenimiento. Se analizaron



tres polimorfismos en los genes MTHFR y SLC19A1, y un VNTR en la regién 5' UTR del gen
TYMS. Como parametros de toxicidad se utilizaron las semanas de reduccién y suspensién de
dosis, la dosis de MTX y el nimero de eventos de leucopenia y neutropenia. Los resultados
indican que todos los pacientes son portadores de al menos una variante en alguno de estos
tres genes, siendo la frecuencia de individuos heterocigotos cercana al 50%. Los resultados no
muestran asociacion entre la presencia de variantes en los genes MTHFR y SLC19A1 y las
toxicidades hematoldgicas o hepdticas. EIl VNTR del promotor del gen TYMS se encontrd
asociado Unicamente con los eventos de leucopenias en las primeras 8 semanas de la fase de
mantenimiento. Teniendo en cuenta estos resultados y considerando que la via metabdlica del
MTX es compleja, se concluye que es necesario investigar variantes en otros genes que

pudiesen explicar las toxicidades debidas al MTX observadas en esta fase del tratamiento.

Finalmente, el capitulo 5 presenta las conclusiones finales de los resultados presentados en los

capitulos anteriores, asi como también las perspectivas de trabajo a futuro.



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Cancer infantil

Aunque el riesgo de padecer cdncer aumenta conforme envejecemos, este puede afectar a
personas de todas las edades, incluyendo a nifios de corta edad. El cancer se origina cuando
determinadas células empiezan a dividirse sin control, pudiendo desarrollarse en casi cualquier
tejido o parte del cuerpo (American Cancer Society, 2021). Cada afio cerca de 400 000 nifios y
adolescentes de entre 0 y 19 afios son diagnosticados de cancer (Steliarova-Foucher et al.,

2017).

A lo largo de los afios, se han llevado a cabo numerosos estudios para tratar de determinar las
causas del cancer infantil. Sin embargo, en esas edades hay pocos cdnceres causados por
factores ambientales o relacionados con los habitos; por lo que, hasta el momento, se
desconoce la inmensa mayoria de las causas de dichos canceres (Organizacion Mundial de la
Salud, 2021). Dicho de otra manera, salvo en algunas situaciones muy poco frecuentes como el
sindrome de Li-Fraumeni u otros sindromes de predisposicién hereditaria al cancer en nifos, el

cancer infantil no se puede prevenir ni detectar mediante cribado.

Aunque los indices de mortalidad por cancer infantil han bajado en casi 70% en las ultimas
cinco décadas (National Institutes of Health- National Cancer Institute, 2021), el cancer sigue
siendo una de las principales causas de muerte en nifios y adolescentes de entre 0 y 19 afos
en todo el mundo (Steliarova-Foucher et al., 2017), y la principal causa de muerte en nifios de

entre 1y 14 afios en paises desarrollados (NIH-NCI, 2021).

A nivel mundial, los canceres pediatricos mas comunes son las leucemias (entre 25% y 35%),
seguido de los tumores encefalicos, los linfomas y los tumores sélidos como el neuroblastoma
y los tumores de Wilms (Gupta et al., 2015). La incidencia varia considerablemente entre y
dentro las distintas regiones del mundo dependiendo del tipo de cancer, y de factores como el
sexo, la edad, y el grupo racial y/o étnico (Steliarova-Foucher et al., 2017). Concretamente, la
leucemia linfoblastica aguda (LLA) constituye entre el 75% y el 80% de las leucemias
pediatricas, con un pico de incidencia entre los 2 y los 5 afios de vida (Hunger & Mullighan,

2015). No obstante, existe una heterogeneidad geografica en la incidencia de LLA pediatrica.



Poblaciones hispanas presentan una mayor incidencia, seguidas por poblaciones de origen
europeo, mientras que poblaciones asidticas y africanas presentan valores mas bajos (Pisani et
al., 1999; Vijayakrishnan & Houlston, 2010; Hunger & Mullighan, 2015; Oksuzyan et al., 2015).
Algunas de las diferencias observadas en la incidencia de LLA podrian ser explicadas por un
menor diagndstico y/o registro en paises mas vulnerables respecto a paises desarrollados. Sin
embargo, las diferencias observadas tanto en las poblaciones ancestrales como en las
poblaciones hibridas parecen indicar que, ademas de las dificultades de acceso a los servicios
de salud, podria haber factores genéticos que influyen en el riesgo de LLA (Oksuzyan et al.,,

2015).

1.1.2 Diagndstico y clasificacion (Subtipos) de LLA

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) se caracteriza por la expansion clonal, rapida (aguda) y
descontrolada de células precursoras de los linfocitos. Estas células inmaduras (blastos), que
presentan una diferenciacién anormal y una supervivencia prolongada, invaden la médula dsea
(MO) y se propagan a la sangre periférica (SP), al bazo, al higado, a los ganglios linfaticos, al
sistema nervioso central (SNC), a los testiculos y al resto de los tejidos (Mrozek et al., 2009). La
mayoria de los casos (aproximadamente 80%) corresponde a neoplasias de células precursoras
de linfocitos B, en tanto que el 15%-20% afecta a los linfocitos T (Noronha et al.,, 2011;
Dorantes-Acosta et al., 2013). Los pacientes que presentan esta neoplasia pueden presentar
cuadros clinicos que van desde casi asintomaticos, como cansancio, fiebre, pérdida de peso,
sudoracion nocturna, dolor dseo e infecciones; hasta muy graves, como hemorragias, anemias,
leucopenias, neutropenias y plaguetopenias severas (Atienza, 2012). El diagndstico de LLA se
confirma cuando las células blasticas de origen linfoide representan mas del 20% del total de
las células nucleadas de la MO o de las células no eritroides cuando el componente eritroide es
mayor al 50%. Hasta el momento, la causa de la LLA continta siendo desconocida (Martinez-

Sanchez et al., 2018).

Debido a que la LLA afecta las células de la medula dsea y de la sangre, puede ser considerada
como diseminada por todo el cuerpo desde su inicio. Por esta razén, a diferencia de lo que
sucede en la mayoria de los tipos de cdnceres, no se asignan estadios con numeros para
describir su extensién por el cuerpo. En cambio, la LLA se clasifica en subtipos de acuerdo al
grado de maduracidn y tipo de linfocito que origind la neoplasia (American Cancer Society,

2021).



En la década del 70, el Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB) propuso clasificar
la LLA en tres subtipos: L1, L2 y L3, basandose Unicamente en la apariencia que tenian las
células leucémicas al microscopio luego de una tincién (Bennett et al., 1976; Dorantes-Acosta
et al., 2013). Especificamente, esta clasificacion considera el tamafio celular, la cromatina
nuclear, la forma del ndcleo, los nucléolos, y cantidad y basofilia de citoplasma (Bennett et al.,

1976).

En 1995, el Grupo Europeo para la Clasificacion Inmunoldgica de las Leucemias (EGIL) cred un
sistema de clasificacion basado en los antigenos de superficie (o de diferenciacidn) presentes
en cada una de las distintas células precursoras de los linfocitos (Béné et al.,, 1995). Este
sistema de inmunofenotipificacion proporciona una informacion mas detallada que la
propuesta por el FAB. Sin embargo, actualmente, la clasificacion mediante el andlisis
morfoldgico-citoquimico propuesto por el FAB sigue siendo un sistema para describir las
leucemias agudas (Parra-Ortega et al., 2020). Segun los criterios de la OMS, la evaluacién
morfoldgica de la médula ésea es el primer paso para el diagndstico, debido a que permite
distinguir una LLA de una leucemia mieloide aguda (Chiaretti et al., 2014; OMS, 2021).
Subsiguientemente, la inmunofenotipificacion propuesta por EGIL, realizada mediante
citometria de flujo, permite confirmar el linaje y subclasificar la LLA de acuerdo al grado de

maduracién de la célula.

En conjunto, los andlisis morfoldgico-citoquimico, los inmunofenotipicos, junto con la clinica
del paciente y los estudios citogenéticos y moleculares permiten clasificar la LLA en seis
subtipos, cuatro de ellos del linaje B (LLA-B) y dos del linaje T (LLA-T). Los cuatro subtipos
correspondientes al linaje B se denominan LLA-proB (también llamada LLA-preB temprana o
EGIL ), LLA-prepreB (también llamada LLA comun o EGIL Il), LLA-preB (EGIL Ill) y LLA-B madura
(también llamada leucemia de Burkitt). Por otra parte, los correspondientes al linaje T se
designan como LLA-preT y LLA-T madura (Atienza, 2012; Chiaretti et al., 2014). Del total de
casos, la LLA-proB representa el 10%, mientas que la LLA-prepreB alcanza el 50%, la LLA-preB
comprende el 10% y LLA-B madura apenas el 4%. Por otro lado, la LLA-preT constituye el 5%-
10% y la LLA-T madura (cortical) entre el 15% y 20% (Chiaretti et al., 2013; Asociacién Espafiola

de Afectados por Linfoma, Mieloma y Leucemia [AEAL], 2021).

1.1.3 Factores de riesgo y prondstico de LLA

En paises desarrollados, el tratamiento de la LLA presenta altos indices de efectividad; siendo

la sobrevida libre de enfermedad (SLE) cercana al 80% (Hunger & Mullighan, 2015). Sin



embargo, existe una gran heterogeneidad, encontrandose desde pacientes que alcanzan la
remisién completa y nunca recaen, hasta aquellos que recaen y fallecen a los pocos meses de
haber terminado el tratamiento convencional. Existen algunos factores predictivos de riesgo,
qgue permiten clasificar a los pacientes en tres grupos: riesgo estandar (RE), riesgo intermedio
(RI) y riesgo alto (RA). Esta clasificacion se realiza al momento del diagndstico, pero puede
cambiar segln la cantidad de blastos en sangre periférica al dia 8 del tratamiento y al estado
de la medula 6sea en los dias 15 y 33 (Figura 1). El grupo de riesgo al cual pertenece un
determinado paciente queda establecido de forma definitiva el dia 33 del tratamiento

(International BFM Study Group [I-BFM-SG], 2010).
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Figura 1. Clasificacion grupos de riesgo LLA. Se muestran los criterios para clasificar a los pacientes
en los distintos grupos de riesgo. Leuco: Leucocitosis al debut. RE: Riesgo estdndar. Rl: Riesgo
intermedio. RA: Riesgo alto (International BFM Study Group, 2002).

Uno de los factores predictivos de riesgo es la edad del paciente al momento del diagndstico.
Concretamente, los pacientes de entre 1 y 5 afios tienen mejor prondstico que aquellos
pacientes menores de 1 afio o mayores a 6 afios (Chiaretti et al., 2013; Hunger & Mullighan,
2015; Layton-Tovar, 2015). Por esta razon, los pacientes de 1-5 afios son considerados de
riesgo estandar mientras que el resto son considerados de riesgo intermedio. Otro de los
factores predictivos es el recuento inicial de glébulos blancos (GB). Aquellos pacientes que
presentan menos de 20.000 GB (para LLA-B) o 100.000 GB (para LLA-T) al momento del
diagndstico, suelen tener mejor pronéstico (I-BFM-SG, 2010). En consecuencia, la leucocitosis
es uno de los factores que el médico tratante tiene en cuenta al momento de determinar el

grupo de riesgo al que pertenece de un determinado paciente (Figura 1).



Debido a la proliferacién descontrolada de las células leucémicas, las anomalias citogenéticas
son considerablemente frecuentes. Dentro de las mas frecuentes, encontramos las
hiperdiploidias (mas de 50 cromosomas), siendo comun encontrar cromosomas 4, 10, 17 y 18
adicionales. Estas se ven asociadas a un mejor prondstico de la enfermedad (Layton-Tovar,
2015). Por el contrario, las hipodiploidias de menos de 44 cromosomas estan relacionadas con
un mal prondstico, asi como también las traslocaciones que impliquen al cromosoma 14, la
amplificacion (copias extras) de parte del cromosoma 21, y la presencia de 5 o0 mas cambios
cromosémicos, es decir lo que se considera un cariotipo complejo (Harrison, 2013). Asimismo,
los pacientes suelen tener un peor prondstico si las células leucémicas tienen la traslocacion
1(9;22)(q34;911), que resulta en la fusién de los genes BCR y ABL (cromosoma filadelfia o Phi
+); la traslocacion t(4;11)(q21;923), que involucra los genes MLL y AF4 y/o la traslocacidon
1(1;19)(g23;p13), que afecta los genes E2A (TCF3) y PBX1 (Borowitz et al., 2008; Harrison,
2013; Layton-Tovar, 2015; Chargoy-Vivaldo et al., 2018). Segun Atienza (2012) el 3%-5% de los
pacientes con LLA presentan la t(9;22), mientras que el 2% presentan la t(4;11) y entre el 5% y
6% la t(1;19). Por otro lado, los pacientes suelen tener un mejor prondstico si las células
leucémicas tienen la traslocacién t(12;21)(p13;922) responsable de la fusion de gen TEL (ETV6),
codificado en el cromosoma 12, y el gen AML1 (RUNX1 o CBFA2) codificado en el cromosoma
21 (Layton-Tovar et al., 2015). Esta traslocacién se encuentra en el 20%-25% de los casos de
LLA-B, pero es extremadamente rara en la LLA-T (Layton-Tovar et al., 2015; Harrison, 2013). De
todas estas alteraciones citogenéticas, las hipodiploidias, los cariotipos complejos y las
traslocaciones t(9;22) y t(4;11) son considerados factores predictivos para clasificar a los

pacientes en el grupo de riesgo alto (Figura 1).

El sexo, la infiltracidn del sistema nervioso central (SNC), el subtipo de LLA y la ancestralidad
son factores prondsticos de consideracion (Layton-Tovar, 2015; NIH-NCI, 2021). Sin embargo,
no son considerados factores predictivos al momento de determinar el grupo de riesgo de los
pacientes. Por lo general, las nifias tienen mejor prondstico que los varones (Castillo et al.,
2012; Dufort y Alvarez, 2021). Asimismo, aquellos pacientes que no presentan infiltracién del
SNC (SNC 1y 2) tienen un prondstico mas favorable que aquellos que si presentan infiltracion
(SNC 3) (Burger et al., 2003). A su vez, el subtipo de LLA esta vinculado con la respuesta inicial
al tratamiento. Las LLA de células T y la LLA-B madura tienen un prondstico mas desfavorable
que todas aquellas LLA de células precursoras de linfocitos B (proB, prepreB y preB) (Layton-
Tovar, 2015). Finalmente, se ha descrito que pacientes hispanos o de origen africano tiene una
tasa de cura mas baja que aquellos con un componente ancestral predominantemente

europeo (Layton-Tovar, 2015).
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La clasificacion de los pacientes en grupos de riesgo segun los factores predictivos, junto con la
optimizacion de los esquemas terapéuticos, han contribuido notablemente al aumento de la
SLE de la LLA. Sin embargo, la recaida de la enfermedad (reaparicion de células leucémicas)
sigue siendo un problema dificil de resolver. La clasificacién de los pacientes en grupos de
riesgo no es suficientemente precisa como para predecir una posible recaida. De hecho, un
numero considerable (cerca del 50%) de las recaidas sucede en nifios considerados de riesgo

estandar o intermedio (Jaime-Pérez, 2017).

1.1.4 Tratamiento de LLA

A nivel mundial, existen varios esquemas terapéuticos utilizados para el tratamiento contra la
LLA. Los mds reconocidos son el de I' Associazione ltaliana di Ematologia e d' Oncologia
Pediatrica (AIEOP), el del grupo aleman Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM), el del Dutch
Childhood Oncology Group (DCOG), el del Dana-Farber Cancer Institute consortium (DFCI), el
de la Nordic Society of Pediatric Hematology and Oncology (NOPHO), el del St. Jude Children’s
Research Hospital (SICRH) y el del United Kingdom Medical Research Council Working Party on
Childhood Leukaemia (UKALL). De estos, el protocolo BFM es utilizado en mas de veinte paises
de diferentes continentes, incluyendo a Uruguay. Segun este protocolo, el tratamiento
consiste en una poliquimioterapia de dos afios de duracidn (104 semanas) y consta de cinco
fases: Induccion a la remisidn, Intensificacion, Consolidacién, Reintensificacion vy

Mantenimiento (I-BFM-SG, 2010) (Figura 2).

La fase de induccién esta destinada a destruir la mayor cantidad posible de células leucémicas,
con el objetivo de alcanzar la remisién completa (RC) de la enfermedad. Tiene una duracion de
33 dias y durante la misma se administran cinco farmacos: Daunorubicina (DNR), L-
Asparaginasa (L-ASP), Metotrexato Intratecal (MTX IT), Prednisona (PRED) y Vincristina (VCR).
A excepcién de la PRED, que se administra de manera continua durante los 33 dias (con una
rampa de subida y otra de bajada), el resto de los farmacos es administrado en forma de
pulsos y en grandes dosis (I-BFM-SG, 2010). Segun el NIH-NCI la RC se alcanza cuando "todos
los signos y sintomas de cdncer han desaparecido, pero el cdncer todavia puede estar en el
cuerpo"; mientras que la enfermedad minima residual (EMR) se usa para describir "la
presencia de un numero muy pequefio de células cancerosas que permanecen en el cuerpo”
(detectada por citometria de flujo). En LLA, la RC se alcanza cuando menos del 5% de la MO
esta compuesta por células blasticas. Los pacientes que consiguen la RC al dia 33 suelen tener

un mejor prondstico que aquellos cuya remisidn tarda mas (Martinez-Sanchez et al., 2018). Por
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Figura 2. Esquema del Protocolo ALL IC-BFM 2009. Se muestran las diferentes fases del tratamiento segun el
grupo de riesgo, junto con la duracidon de cada una. En amarillo la fase de induccion (IA/IA'), en naranja la fase de
intensificacion (IB/AuglB), en azul la fase de consolidaciéon (M2/M5/HR1'/HR2'/HR3'), en verde la fase de
reintensificacién (ll) y en rojo la fase de mantenimiento (6-MP/MTX).). SR: Riesgo estandar. MR: Riesgo
intermedio. HR: Riesgo alto. R1/R2: Randomizacion. *Gy: Radioterapia (Indicada solo para pacientes con LLA-T o
con infiltracion del SNC) (I-BFM-SG, 2010).

otro lado, se ha visto que los pacientes con EMR al dia 33 tienen mads probabilidad de sufrir

una recaida (Berry et al., 2017).

Las fases de intensificacién, consolidacién y reintensificacion comienzan una vez que la
enfermedad entrd en remisidn. Su objetivo es destruir las células malignas restantes y prevenir
un nuevo crecimiento leucémico. Las fases de intensificacién y consolidacion son las fases mas
variables en cuanto a duracion (entre 27 y 38 semanas) y esquema terapéutico, segun el grupo
de riesgo al que pertenece el paciente. Concretamente, los pacientes de riesgo alto reciben un
régimen terapéutico mas intenso con dosis mas altas e incluso con farmacos adicionales a los
administrados en pacientes de riesgo estandar e intermedio. Durante estas fases, los farmacos
utilizados son: Ciclofosfamida (CPM), Citarabina (ARA-C), Dexametasona (DEXA), L-ASP,
Leucovorina calcica (LCV), MTX, VCR, y 6-mercaptopurina (6-MP). La fase de reintensificacion

es comun para todos los pacientes, sin importar al grupo de riesgo al que pertenecen. Tiene
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una duracién de 49 dias, durante los que se administra ARA-C, CPM, DEXA, Doxorubicina

(DOXO0), L-ASP, MTX IT, VCR y 6-Tioguanina (6-TG) (I-BFM-SG, 2010).

Finalmente, la fase de mantenimiento es la etapa mas larga del tratamiento, con una duracién
de 74 semanas en aquellos pacientes de riesgo estdandar y de 63 semanas para los de riesgo
alto e intermedio. Esta fase comienza dos semanas después de concluida la fase de
reintensificacion y durante la misma se utilizan uUnicamente dos farmacos: la 6-MP
(50mg/m?/dia) y el MTX (20mg/m?/semana), ambos administrados via oral (Figura 2,
rectangulo rojo). El éxito del tratamiento actual con el protocolo BFM se atribuye, en parte, a
los meses de mantenimiento del mismo; el cual prolonga la remisidon obtenida durante la fase
de induccidn (Yang et al., 2015; Moriyama et al., 2016). El tratamiento finaliza una vez que se
completa la fase de mantenimiento y el paciente alcanza lo que se denomina estado de "OFF"

(I-BFM-SG, 2010).

Sin embargo, una vez terminado este tratamiento, los pacientes deben hacer un seguimiento
durante 5 afios, en los cuales se controla el estado de la MO con el fin de detectar posibles
recaidas de la enfermedad. La evolucion clinica y la respuesta al tratamiento de una recaida
varian segun el lugar donde ocurrid la recaida (MO, SNC y/o testiculos), el momento de la
recaida (temprana o tardia), las caracteristicas bioldgicas del clon leucémico, la respuesta a la
re-induccion a la remision y el estado inmunoldgico del paciente (Makiya, 2013). De manera
general, la recaida aislada del SNC tiene mayor probabilidad de cura que cuando se trata de
una recaida que afecta la MO de manera aislada, o combinada con otros sitios (Einsiedel et al.,
2005; Masureka et al., 2014). Por otro lado, las recaidas tempranas tienen una evolucidn
menos favorable que las recaidas tardias. Por ejemplo, las recaidas aisladas del SNC tienen una
tasa de supervivencia de 40%-50 % cuando la recaida es temprana y de 75%-80 % cuando la
recaida es tardia; mientras que las recaidas medulares tempranas tienen una tasa de
supervivencia menor a 20% vy las tardias entre 40%-60% (Einsiedel et al., 2005; Nguyen et al.,

2008).

1.1.5 Reacciones adversas, farmacogenética y ancestralidad

Debido a la accidén inespecifica de los farmacos utilizados y al estrecho rango farmacolégico de
los mismos, un porcentaje importante de los pacientes sufren eventos de toxicidad severa
(hematoldgica, hepatica, gastrointestinal, etc.) durante el tratamiento (Yang et al.,, 2012;
Schmiegelow et al., 2014; Moriyama et al., 2016). Estas toxicidades obligan a reducir, y en

varias ocasiones a suspender, una o varias semanas del tratamiento. Por lo tanto, una
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reduccion de los eventos de toxicidad debida a los farmacos resultaria en una menor
interrupcién de la quimioterapia y como consecuencia un menor nimero de recaidas de la

enfermedad (Adam de Beaumais et al., 2011).

A nivel general, las reacciones adversas provocadas por los fdrmacos administrados durante un
determinado tratamiento constituyen un importante problema tanto para los pacientes y sus
familiares como para los servicios de salud y la industria farmacéutica. Muchas veces, esas
reacciones adversas son leves y desaparecen si se modifica la dosis. No obstante, otras son
mas graves y pueden provocar dafios irreversibles en los pacientes e incluso su muerte. Hasta
el momento, la dosificacion de medicamentos antitumorales se ha realizado de forma
considerablemente empirica, donde pequefios ensayos fase | predicen una dosis tolerable y
estudios posteriores perfeccionan esa prediccion. Sin embargo, debido a la variabilidad
interindividual, una proporcién de los pacientes experimenta inevitablemente una mayor
toxicidad frente a dosis de fdrmacos que son estandar para la mayoria de la poblacién. En este
sentido, el tratamiento contra la LLA no es una excepcion. Al igual que lo que sucede con el
riesgo de LLA, podrian existir factores genéticos que estuvieran influyendo en la respuesta al
tratamiento y/o que podrian explicar, en parte, los efectos adversos ocurridos durante el
mismo. De hecho, en las ultimas décadas se ha determinado que algunas variantes de genes
involucrados en las vias de distribucién y metabolismo de ciertos farmacos estan asociadas con
la toxicidad y con la respuesta al tratamiento (Relling et al., 2011; Chrzanowska et al., 2012;
Farfan et al., 2014; Ma et al., 2014; Azimi et al., 2015). En efecto, en algunos casos, la agencia
del Gobierno de los Estados Unidos responsable de la regulacién de alimentos y medicamentos
(FDA) recomienda el genotipado previo a la administracion del farmaco (Food and Drug

Administration [FDA], 2021).

La farmacogenética permite predecir, en base al genotipo, qué farmacos seran mas eficaces y
seguros (menor numero de efectos adversos) para un individuo en particular. Es decir,
propone una medicina personalizada teniendo en cuenta los efectos de las variantes genéticas
en la respuesta a farmacos. A partir de la informacidn obtenida de estudios farmacogenéticos,
es posible identificar aquellos pacientes con una mayor o menor susceptibilidad a un
determinado farmaco, los cuales se beneficiarian con un cambio en el régimen terapéutico,
reduciendo asi la incidencia de reacciones adversas y/o mejorando la respuesta a la terapia.
Por esta razdn, la farmacogendmica constituye una herramienta muy valiosa a la hora de
seleccionar una terapia en particular, identificando pacientes cuyo perfil genético sugiera

incapacidad o severo déficit en la detoxificaciéon de un determinado farmaco. Con el objetivo
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de lograr una terapia individualizada, la informacidon genética aporta un dato adicional que
puede ser usado en combinacidn con otras caracteristicas del individuo como la edad, el sexo,
el componente racial y/o étnico, la funcidn hepatica, la funcidn renal, el uso concomitante de

otros farmacos, etc.

Por otro lado, se ha visto que muchas de las variantes génicas de nuestro genoma presentan
frecuencias diferentes en las distintas poblaciones (1000 Genomes Project Consortium, 2015).
Estudios recientes han confirmado que la ancestralidad juega un rol importante en la
respuesta al tratamiento de LLA, donde las poblaciones hispanas, asiaticas, africanas o afro-
americanas y nativo americanas responden de manera menos eficaz al tratamiento en
comparacién con poblaciones europeas (Yang et al., 2011; Goggins & Lo, 2012; Walsh et al.,

2014).

Por lo tanto, determinar la ancestralidad de nuestra poblacidon y establecer cuédles son las
variantes genéticas vinculadas a los efectos adversos debidos a los farmacos utilizados,
permitiria optimizar el tratamiento y minimizar la exposicidon de los pacientes estos eventos de

una manera individualizada.

1.2 OBJETIVO GENERAL

El objetivo de esta tesis es analizar variantes génicas involucradas en la distribucion y el
metabolismo de la 6-mercaptopurina y el metotrexato, farmacos fundamentales del
tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda pediatrica; y determinar su relacidon con los

eventos de toxicidad en la fase de mantenimiento y la ancestralidad individual.
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CAPITULO 2

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA PEDIATRICA en URUGUAY:
CARACTERISTICAS Y ANCESTRALIDAD

2.1 INTRODUCCION

2.1.1 LLA en Uruguay

En Uruguay se detectan aproximadamente 100 nuevos casos de cancer infantil por afio. La
mayor tasa de incidencia se observa en varones de 0 a 4 afios, siendo la relacién varones/nifas
de 1,2 (Dufort y Alvarez, 2021). Las leucemias y linfomas representan el 43,4% de todas las
neoplasias, mientras que los tumores sélidos representan el 56,6% restante. Al igual que en el
resto del mundo (American Cancer Society), las leucemias son el tipo de cadncer mas comun,
alcanzando el 30,2% de los mismos. De entre estas, la LLA representa el 77,5%, es decir 23,4%

de todos los casos de cdncer infantil reportados en nuestro pais (Dufort y Alvarez, 2021).

En 2001, un estudio sobre la tasa de mortalidad por cancer infantil en Uruguay, mostré que los
valores eran similares, o incluso menores, a los informados para otros paises de la regién pero
que, sin embargo, era el doble de lo reportado en paises desarrollados como Estados Unidos,
Canada, Alemania o Espafia. La disparidad mas notoria ocurria en la mortalidad por LLA, en la
que Uruguay presentaba 1,65 por 100.000 mientras que en Estados Unidos y Canada era de
apenas 0,6 (Castillo et al., 2012). Esta situacion ha cambiado notoriamente en las ultimas dos
décadas. Debido al desarrollo de nuevos esquemas terapéuticos (quimioterapia de varios
farmacos, en ocasiones combinada con radiacidn), a la creacién de unidades especializadas, a
la colaboracién entre diferentes instituciones nacionales e internacionales y al tratamiento
multidisciplinario de la enfermedad, los actuales datos de mortalidad por cancer en la franja
entre 0 y 14 afios se redujeron a menos de la mitad (Castillo et al., 2012). Especificamente, la
sobrevida libre de enfermedad a cinco afios (SLE) para la LLA pasé de 65% a casi 80%; no
existiendo diferencias de acuerdo al nivel socio-econdmico-cultural de las familias de los
pacientes. Esta cifra es la mas alta en toda América Latina y similar a lo observado en paises
desarrollados (Moricke et al., 2010; Castillo et al., 2012; Hunger et al., 2012; Dufort y Alvarez,
2021). A pesar del éxito del tratamiento, aproximadamente un 20% de los pacientes sufren

recaidas tanto hematolégicas, como del Sistema Nervioso Central (SNC) o testiculares, luego
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de la remisién de la enfermedad (RC). Estas recaidas pueden producir un aumento de la tasa

de mortalidad debida LLA.

En Uruguay, el tratamiento de LLA se lleva a cabo principalmente el Servicio Hemato
Oncoldgico Pediatrico (SHOP) del Centro Hospitalario Pereira Rossell (CHPR), centro de
referencia para esta enfermedad en nuestro pais; donde se utiliza principalmente el protocolo
aleman BFM (al presente en su versién 2009). Como excepcion, algunos pacientes menores de
1 ano, utilizan el protocolo interfant 06. Por otro lado, aquellos pacientes Phi+ reciben, ademas
de los farmacos establecidos en el protocolo BFM, un inhibidor de la tirosina quinasa (imatinib

o dasatinib).

2.1.2 Ancestralidad en Uruguay

Como resultado de las acciones de persecucion y exterminio de los charrdas y otros indigenas
ocurridas durante la primera mitad del siglo XIX en nuestro pais, Uruguay es actualmente el
Unico pais de Sudameérica que no cuenta con grupos de indigenas nativos que mantengan sus
costumbres ancestrales (Bonilla et al., 2004). Debido a las olas migratorias ocurridas entre la
segunda mitad del siglo XIX y principios del siglo XX, la poblacién uruguaya ha sido considerada
mayoritariamente, o incluso exclusivamente, de origen europeo (Sans, 1997; Bonilla et al.,
2004), tanto desde el punto de vista cultural como bioldgico. Es decir, la contribucidn de las
poblaciones nativo americanas y africanas a la actual poblacion uruguaya han sido,
histéricamente, pasadas por alto. Sin embargo, varios estudios basados en marcadores
genéticos han demostrado que la poblacidn uruguaya tiene, al igual que otras poblaciones de
América del Sur, una estructura tri-hibrida resultado del flujo de genes procedentes de
poblaciones tanto europeas, como nativo americanas y africanas (Sans, 1997; Bonilla et al.,
2004; Hidalgo et al., 2005; Bonilla et al., 2015; Sans et al., 2020). Estos estudios han permitido
demostrar que, aunque la principal contribucién a la actual poblacién uruguaya proviene de
poblaciones de origen europeo (aprox. 70-80%), el aporte de poblaciones nativo americanas y
africanas no es para nada despreciable, siendo aproximadamente 10-15% y 6-10%,
respectivamente (Sans et al., 2020). Asimismo, estos estudios indican que existe una gran
heterogeneidad geografica de estos componentes y que, ademads, presenta una gran

variabilidad interindividual (Sans, 1997; Hidalgo et al., 2005; Bonilla et al., 2015).

Teniendo en cuenta esta estructura tri-hibrida, la frecuencia de las variantes génicas
vinculadas al transporte y metabolismo de los farmacos utilizados durante el tratamiento de

LLA en nuestra poblacion podria ser diferente a las reportadas para otras poblaciones; tal y
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como ha sido demostrado en afro-americanos (Li et al., 2014). Por este motivo, resulta
necesario investigar el impacto de la ancestralidad en la frecuencia de las distintas variantes
génicas y no extrapolar datos de otras poblaciones que podrian no ser relevantes para nuestro
pais. Asimismo, para intentar disminuir el porcentaje de pacientes uruguayos que presentan
efectos adversos durante el tratamiento de LLA, es necesario conocer sus caracteristicas

genéticas y poder asi modificar la terapia en funcidn al genotipo.

2.2 OBJETIVO

Caracterizar una muestra de pacientes pedidtricos con leucemia linfoblastica aguda desde un
punto de vista demografico, clinico y genético; asi como también determinar la ancestralidad

de cada paciente y general de la muestra.

2.2.1 Objetivos especificos

« Determinar, a partir de los datos de las historias clinicas, cuales son las caracteristicas

demograficas (sexo, edad, departamento de origen) de los pacientes.

« Determinar las caracteristicas clinicas y genéticas (subtipo de LLA, SNC, riesgo, leucocitosis al

debut y presencia de traslocaciones) de los pacientes.
« Determinar la ancestralidad individual de cada paciente.

« Determinar la ancestralidad general de la muestra de pacientes y, mediante su comparacion
con una muestra control, establecer que es una muestra representativa de la poblacidn

uruguaya.

2.3 MATERIALES & METODOS

2.3.1 Muestras

Se obtuvo una muestra de sangre periférica de 192 nifios y adolescentes de entre 6 meses y 19
afios de edad, diagnosticados con LLA, provenientes del SHOP-CHPR. La extraccidon de sangre
fue realizada por técnicos de dicha institucién luego de que los padres/tutores firmaran un
consentimiento informado y los pacientes un asentimiento informado de acuerdo al concepto
de autonomia progresiva. EIl ADN de las muestras se obtuvo por técnicas estdndares de
extraccidén salina y precipitacion con alcohol, a partir de sangre periférica previamente
obtenida (muestra de pacientes). Las muestras fueron colectadas, durante 2010-2019, en el

marco de proyectos de investigacion (Fundacion Manuel Pérez 2009, CSIC iniciacion 2011;
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CSIC-VUSP 2017; CSIC I1+D 2018, ANII-Maria Vifias 2018 y CSIC iniciacion 2019) del Laboratorio
de Genética molecular Humana, Depto. de Ciencias Biolégicas, CENUR Litoral Norte-Sede Salto,
UdelaR. Todos los proyectos fueron avalados por el comité de ética de la Facultad de Medicina,
UdelaR (Exp. N° 071140-001267-11) o por el del CENUR Litoral Norte, UdelaR (Exp. N° 311170-
000332-17; Exp. N°311170-001762-18; Exp. N° 311170-001142-19).

Para determinar que la muestra de pacientes analizada es representativa de la poblacion
uruguaya desde el punto de vista genético, se utilizé6 una muestra control. Esta muestra esta
conformada por el ADN de 200 pacientes pediatricos que, en 2006, concurrieron al CHPR de
manera ambulatoria a realizarse exdmenes de rutina. Estas muestras fueron obtenidas del

banco de ADN del Laboratorio de Genética Molecular Humana, CENUR Litoral Norte.

2.3.2 Datos clinicos

A partir de las historias clinicas (en formato papel) se obtuvieron los datos demograficos,

clinicos y genéticos de cada uno de los pacientes. Especificamente los datos relevados fueron:

=

Lugar de procedencia (Departamento)

Sexo

Edad al debut de la enfermedad (en afios y meses)

Subtipo de LLA (LLA-proB, LLA-prepreB, LLA-preB, LLA-B, LLA-preT o LLA-T)
Riesgo (estandar, intermedio o alto)

Leucocitosis al debut (numero de GB)

Infiltracidon del SNC (SNC 1, SNC 2 o SNC 3)

Protocolo utilizado (BFM versién 1995, 2002, 2009 o interfant 06)

© ® N o Uk~ W N

Presencia de traslocaciones (t(9;22), t(4;11), t(12;21) y t(1;19))

[EEN
o

. Pacientes con Sindrome de Down

. Estado de la medula al dia 33

[ Y
N

. Estado del tratamiento (en tratamiento, OFF < 5afios, OFF > 5afios, recaida)

[EEN
w

. Pacientes fallecidos

Para poder analizar los datos relevados de las historias clinicas, aquellos datos no categoéricos
como la edad o la leucocitosis al debut, fueron subdivididos en categorias. La edad fue
subdividida en cinco categorias: menor a 1 afio, 1-5 afos, 5-10afios, 10-15 afios y mayor a
15afios. A su vez, la leucocitosis al debut fue dividida en tres categorias: hipoleucocitaria

(GB<4000), estandar (4000<GB<20 000) e hiperleucocitaria (GB>20 000). A excepcion del
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departamento de procedencia, para el cual solo se realizé un conteo, para el resto de los datos

se realizé un conteo de cada una de las categorias y se calculé su porcentaje.

2.3.3 Ancestralidad

Para determinar la ancestralidad individual de los 192 pacientes y los 200 controles, asi como
también el componente ancestral global de cada una de las muestras, se genotiparon 45 AlMs
(ancestry informative markers) autosémicos. Estos AlMs fueron seleccionados a partir de la
lista de AlIMs publicada por Yaeger et al. (2008) teniendo en cuenta que hubiera al menos un
AIM por cada uno de los autosomas. La lista completa de los 45AIMs (rs, cromosoma donde se
ubica y frecuencia en las poblaciones parentales) utilizados se muestra en la tabla del ANEXO I.
De los 45 AIMs analizados, 19 fueron genotipados mediante la técnica SNaPshot (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts), mientras que 27 de ellos fueron determinados
mediante MassARRAY SNP genotyping por la empresa CD Genomics (45-1 Ramsey Road,
Shirley, NY 11967). Uno de los AlMs (rs10491654) fue utilizado como control interno entre

ambas técnicas, por lo que fue genotipado tanto por SNaPshot como por massARRAY.

La ancestralidad global e individual fue determinada mediante el programa STRUCTURE 2.3.4
(Pritchard et al., 2000), utilizando 100 mil iteraciones de burn-in period y 1 millon de
iteraciones adicionales. Se utilizaron tres poblaciones parentales compuestas por 42 europeos
(Panel norteamericano de Coriell), 37 africanos occidentales (africanos que viven en Londres y
Carolina del Sur) y 30 nativo americanos (15 Mayas y 15 nahuas), que fueron genotipados
mediante GeneChip Human Mapping 100K (Affymetrix). Estos datos fueron amablemente
proporcionados por el Dr. Bernardo Bertoni (Departamento de Genética, Facultad de
Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo) y la Dra. Laura Fejerman (Universidad de

California, San Francisco).

2.3.4 Métodos Estadisticos

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa IBM SPSS Statistics 22,
utilizando un intervalo de confianza del 95%. Para cada uno de los 45 AlMs utilizados, se
calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas, tanto para la muestra de pacientes como para
la muestra control. A su vez, se determind si se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg
(H-W) mediante la prueba de Chi-cuadrado. Los datos de ancestralidad individual obtenidos
mediante el programa STRUCTURE para cada muestra, fueron utilizados para obtener los

estadisticos descriptivos (media, desvio estdndar, maximo y minimo) de cada componente
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ancestral (europeo, nativo americano y africano). A su vez, se comprobd si los datos tenian una
distribucidn normal mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y se probd la homocedasticidad
mediante el andlisis de homogeneidad de varianzas. Finalmente, para comparar si ambas

muestras presentaban la misma ancestralidad se aplicé el test de Mann-Whitney.

2.4 RESULTADOS y DISCUSION

2.4.1 Caracteristicas de los pacientes

El mapa representado en la Figura 3 muestra la cantidad de pacientes provenientes de cada
departamento. Como se puede apreciar, la muestra estd formada por pacientes provenientes
de todos los departamentos del pais. Debido a que el SHOP es el centro de referencia para el
tratamiento de LLA pedidtrica en nuestro pais, muchos pacientes que normalmente se
atienden en otros centros de salud (especialmente de ASSE) son derivados a esta institucion

para confirmar el diagndstico de LLA y su posterior tratamiento. Por esta misma razon, del

Tacuarembd
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(4)
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Rio Negro

Canelones
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Montevideo (86)

Figura 3. Mapa politico del Uruguay con la distribucién de casos por departamento.
Se muestra entre paréntesis la cantidad de casos de LLA para cada departamento.
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total de la muestra solo se pudo determinar el lugar de procedencia de 184 pacientes, debido
a que los ocho restantes pertenecen a centros de salud privados y, aunque su tratamiento es

seguido por los médicos del SHOP, su historia clinica permanece en la institucion de origen.

Del total de pacientes, el 40,6% (78) cumplieron con el tratamiento completo, llegando al
estado de "OFF" hace cinco o mas afios; es decir, no sufrieron recaida de la enfermedad. A su
vez, el 33,3% (64) de los pacientes también alcanzé el estado de "OFF" pero aln se encuentra
dentro de los cinco afios de seguimiento postratamiento, por lo que no se puede asegurar aun
si sufrirdn o no algun tipo de recaida tardia (Tabla 1). Si tenemos en cuenta que no se cuenta
con las historias clinicas de ocho pacientes, estos dos grupos juntos representan el 77,1% (142
de 184) de los pacientes; es decir un porcentaje de cura levemente inferior al 80% reportado
para nuestro pafs en 2012 (Castillo, 2012; Dufort y Alvarez, 2021). Aunque esta muestra de
pacientes esta formada por una gran proporcién de los casos de LLA pedidtrica de nuestro
pais, no esta compuesta por todos los casos reportados, por lo que no se puede confirmar cual
seria el porcentaje exacto de cura de LLA pediatrica en Uruguay. En contraste, el 17,7% de los
pacientes sufrié al menos una recaida de algun tipo. El 5,2% (10) presentd alguna recaida
temprana, es decir durante el tratamiento, mientras que el 12,5% (24) restante experimenté
una (o mas de una) recaida durante los cinco afios de seguimiento (Tabla 1). El porcentaje de
pacientes que sufrieron recaidas es similar al reportado para Uruguay (Castillo, 2012; Dufort y
Alvarez, 2021) y para paises desarrollados (Moricke et al., 2010; Yang et al., 2011; Hunger et
al., 2012; Makiya, 2013).

Cuando se analizan en detalle los tipos de recaidas tempranas, se encuentra que tres de ellas
fueron recaidas aisladas del SNC, cinco aisladas de la MO y dos combinadas (MO & SNC). La
mayoria de las recaidas tardias son medulares (12) o medulares combinadas con SNC (7). En
menor medida se encuentran las recaidas testiculares (3) y las recaidas que involucran a la MO
y a los testiculos simultdneamente (2). Finalmente, cuando se analiza el sexo y el grupo de
riesgo de los pacientes que sufrieron recaidas se observa que el 70,6% (24 de 34) de los
pacientes son varones y que la mayoria (56%) pertenecian al grupo de riesgo intermedio (datos
no mostrados). Puesto que las recaidas pueden ser testiculares, los varones tienen mas
probabilidad de sufrir recaidas. A su vez, se sabe que la clasificacion de los pacientes en grupos
de riesgo no es suficiente como para predecir una recaida y que aproximadamente el 50% de
los pacientes clasificados como de riesgo estandar o intermedio presentan recaidas (Jaime-

Pérez, 2017).
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes. Se muestran el nimero de individuos y porcentaje de cada categoria
para cada variable. n = nimero de individuos. NA = Dato no disponible.

Variable Categoria n (%) Variable Categoria n (%)
Sexo Femenino 85(44,3) Leucocitosis Hipo(<4) 54 (28,1)
Masculino 107 (55,7) Normal (4-20) 67 (34,9)
Hiper (>20) 52(27,1)
Edad <1afio 6(3,1) NA 19(9,9)
1-5afios 87 (45,3)
5-10afos 57(29,7) Subtipo LLA pro B 6(3,1)
10- 15 afios 28 (14,6) prepre B 132 (68,8)
>15a 5(2,6) pre B 29(15,1)
NA 9(4,7) B Madura 2(1,0)
pre T 4(2,1)
Protocolo Interfant 06 4(2,1) T Cortical 10(5,2)
BFM 95 5(2,6) Mixta (By T) 1(0,5)
BFM 2002 54(28,1) NA 8(4,2)
BFM 2009 119 (62,0)
NA 10(5,2) Traslocaciones Ninguna 97 (50,5)
BCR-ABL: t(9;22) 5(2,6)
Riesgo Estandar 33(17,2) MLL-AF4: t(4;11) 3(1,6)
Intermedio 115 (59,9) TEL-AMLYL: £(12;21)  41(21,3)
Alto 31(16,1) E2A-PBX1: t(1;19) 9(4,7)
NA 13(6,8) NA 37(19,3)
SNC SNC1 149 (77,6) Estado OFF > 5afos 78 (40,6)
SNC2 15(7,8) OFF < 5 afios 64 (33,3)
SNC3 12(6,3) Recaida Precoz 10(5,2)
NA 16 (8,3) Recaida 24 (12,5)

NA 6 Fallece s/OFF 16 (8,4)

Como se puede apreciar en la Tabla 1, que resume las caracteristicas de los pacientes, los
varones representan el 55,7% del total de pacientes. Es decir, se observa una mayor incidencia
de LLA en varones que en nifias. Esto implica una relacion varones/nifias de 1,26. Este valor es
similar al reportado para Uruguay (1,2) por Dufort y Alvarez (2021). Asimismo, cuando se
considera esta relacion dentro de cada uno de los rangos de edad por separado, esta oscila
entre 1 (en el grupo menor a 1 afio) y 1,5 (en los grupos de 10-15afios y mayores a 15 afios).
Este resultado indica, por un lado, que la muestra obtenida es representativa del total de casos
de LLA pediatrica de nuestro pais y, por otro lado, que en los ultimos 10 afios la relacion

varones/nifias practicamente no ha cambiado.
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Por otro lado, cuando se analizan los datos de edad, se observa que un poco menos de la
mitad de los pacientes (45,3%) pertenecen al grupo de 1 a 5 afios, seguido de aquellos de
entre 5y 10 afios (29,7%) (Tabla 1). Estos datos son concordantes con los reportados tanto a
nivel mundial (Hunger & Mullighan, 2015) como para Uruguay (Dufort y Alvarez, 2021), que

indican una mayor incidencia de LLA en nifios de 2-5 afios y de 0-4 afios, respectivamente.

Por otra parte, cuando se examina el subtipo de LLA, se observa que la LLA de células
precursoras de linfocitos B prevalece sobre las LLA de linfocitos T (88% y 7%, respectivamente),
siendo ademads la LLA-prepreB el subtipo mas frecuente, seguido de la LLA-preB (Tabla 1). Estos
resultados son compatibles con los reportados en la literatura (Noronha et al., 2011; Chiaretti
et al., 2013; Dorantes-Acosta et al., 2013; AEAL, 2021). Sin embargo, aunque los subtipos
mayoritarios son los mismos que los reportados en la bibliografia, las proporciones obtenidas
son considerablemente distintas. Concretamente, los subtipos LLA-prepreB y LLA-preB se
encuentran sobrerrepresentados, mientras que los otros cuatro subtipos se encuentran
subrepresentados. La diferencia observada podria ser explicada por la forma en la que se
obtuvo la muestra. Cuando se comenzd con el reclutamiento de pacientes, el objetivo era
incluir pacientes que, o bien hubiesen terminado el tratamiento y se encontraran en
seguimiento de la enfermedad o bien estuviesen en la fase de mantenimiento. Dado que las
LLA-T y la LLA-B madura tienen un prondstico mas desfavorable, es posible que en los primeros
100 pacientes reclutados no hubiese practicamente nifios con estos subtipos de LLA. La forma
de reclutamiento de los pacientes cambio notoriamente en los ultimos seis afios. El hecho de
que los resultados obtenidos en esta tesis (desarrollados en el capitulo 3) ofrecen un beneficio
para los pacientes durante el tratamiento, ha permitido establecer una estrecha relacion entre
el Laboratorio de Genética Molecular Humana (lugar donde se desarrollé esta tesis) y la
Fundacion Pérez Scremini. Como consecuencia, desde hace cinco afios las muestras de los
pacientes son enviadas para su genotipado, en su gran mayoria, en los primeros dias
posteriores al diagndstico, a fin de poder contribuir en la reduccién efectos adversos ocurridos

durante la fase de mantenimiento de manera anticipada.

Respecto al grupo de riesgo al que pertenecen los pacientes, se puede apreciar que la mayoria
de los mismos (59,9%) pertenecen al grupo de riesgo intermedio, seguido por los de riego
estandar (17,2%) y por ultimo por los de riego alto, que representan el 16,1% del total (Tabla
1). Puesto que el grupo de riesgo al que pertenece un determinado paciente estd, en parte,
determinado por la edad del mismo, y considerando que el 45,3% de los pacientes tiene entre

1y 5 afos, se esperaria que la proporcién de pacientes correspondiente al riesgo estandar
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fuese muy superior al 17,2% observado (Tabla 1). Esta diferencia se explica porque el 28,1%
restante presentaban una hiperleucocitosis al debut y/o alteraciones genéticas (traslocaciones,
hipodiploidias o cariotipos complejos) que los sitian en los grupos riesgo intermedio y alto,
respectivamente. Por otro lado, el 50% de los pacientes pertenecen al grupo de riesgo
intermedio debido simplemente a la edad que tenian al momento del diagndstico (<1 afio o 26
afios). Esta mayor proporcion de pacientes de riesgo intermedio coincide con lo reportado

para paises tales como Argentina y México (Dorantes -Acosta et al., 2013; Araoz et al., 2014).

En relacién a la presencia de alteraciones genéticas, se puede observar que el 12% de los
pacientes presenta alguna de las tres traslocaciones consideradas como factores de mal
pronéstico. Por el contrario, el 21,3% de los pacientes presenta la traslocacion
1(12;21)(p13;922) relacionada con una mejor respuesta al tratamiento (Tabla 1). Ninguno de
los pacientes presentd dos (o mas) traslocaciones de forma simultanea. El porcentaje de
pacientes portadores de cada una de las distintas traslocaciones es semejante a los descritos
en la bibliografia a nivel mundial (Borowitz et al., 2008; Atienza, 2012; Harrison, 2013; Layton-
Tovar et al., 2015; Chargoy-Vivaldo et al., 2018). Puesto que no existe evidencia de que estas
traslocaciones sean mas frecuentes en determinadas poblaciones o que estén relacionadas
con el sexo del paciente o con el grupo etario, no se esperaba que esta muestra presentase
proporciones diferentes a las reportadas en la literatura. Por otra parte, debido a que cerca de
la mitad de las historias clinicas carecian de informacién referente al cariotipo del paciente y
que, ademas, la informacidn incluida en las restantes historias clinicas era extremadamente

variable, no se realizd ningun tipo de analisis relativo al cariotipo.

Aun cuando la informacién relativa al cariotipo era variable, se pudo determinar que siete
(3,6%) pacientes presentaban sindrome de Down (SD). Desde hace mas de tres décadas, se
sabe que la incidencia de LLA es 10%-20% mas alta en nifios con este sindrome que en la
poblacién general (Ragab et al., 1991; Avet-Loiseau et al., 1995; Bermudez-Cortés et al., 1998);
por lo que se esperaba una elevada proporcién de pacientes con SD. Si bien los nifios con SD
tienen mayor riesgo de desarrollar LLA y, ademas, presentan mas efectos adversos durante el
tratamiento, no tienen un prondstico mas desfavorable (Bermudez-Cortés et al., 1998). En este
sentido, todos los pacientes con SD de la muestra correspondian al grupo de riesgo
intermedio. Segin Bermudez-Cortés et al. (1998) la distribucion por edad y sexo de los
pacientes con SD es similar al resto de los nifios con LLA. Sin embargo, en este caso seis de los

siete pacientes eran varones y apenas una era nifia. Respecto a la edad, tres de ellos
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pertenecian al grupo de 1-5 afos, uno (la nifia) al grupo de 5-10 afios, uno mayor a 15 afos y

para los 2 restantes no se pudo obtener la informacion.

Finalmente, del total de la muestra, 23 (12%) pacientes estan fallecidos. Esta cifra es
considerablemente menor (17,8%) a la reportada para Uruguay (Dufort y Alvarez, 2021).
Puesto que el 33,3% de los pacientes aun estdn en seguimiento postratamiento (Tabla 1,
"OFF<5 afios") y que aproximadamente 6% se encuentra en tratamiento de recaida, no se
puede asegurar cual sera el porcentaje correcto de fallecidos en la muestra total. Acerca de las
caracteristicas de los pacientes fallecidos, doce de ellos habian culminado el tratamiento y
alcanzado el estado de "OFF", de los cuales diez presentaron al menos una recaida durante los
cinco afios de seguimiento y fallecieron; mientras que los otros dos fallecieron debido a otras
causas (mielodisplasia y cuadro digestivo con deshidratacién). De los once que no habian
alcanzado el estado de "OFF", siete tuvieron recaidas tempranas y fallecieron durante el
tratamiento de recaida, dos fallecieron durante el tratamiento pero por otras causas y dos
fallecieron en la fase de induccién, es decir antes de llegar a la remisién de la enfermedad.
Estos resultados muestran que, de los 24 pacientes que sufrieron recaidas tardias (Tabla 1,
"recaida") solo diez fallecieron (41,6%), mientras que de los diez pacientes que presentaron
recaidas tempranas (Tabla 1, "recaida precoz") siete fallecieron (70%). Esto confirma que las
recaidas tempranas tienen una evolucién mas desfavorable que las recaidas tardias (Einsiedel

et al., 2005; Nguyen et al., 2008).

2.4.2 Ancestralidad global e individual

Las frecuencias genotipicas y alélicas de cada uno de los 45 AlMs utilizados tanto para la
muestra de pacientes como para la muestra de controles se presentan en la tabla del ANEXO II.
El analisis del equilibrio de H-W realizado para la muestra de pacientes mostré que seis AIMs
(rs249847, rs1451928, rs1898280, rs4013967, rs4762106 y rs10508349) no se ajustaban a lo
esperado por el modelo de H-W. A su vez, en la muestra de controles, fueron cinco los AlMs
(rs1934393, rs4762106, rs6684063, rs10491097 y rs10501474) que no estaban en equilibrio de
H-W. Estas desviaciones del equilibrio de H-W podrian deberse a errores en el genotipado o a
que alguno de los supuestos de equilibrio no se esté cumpliendo, como por ejemplo un
tamafio de muestra pequefio o cierta seleccion a favor (o en contra) de alguno de los alelos.
Otra posible explicacion podria ser que existiera cierta estructura o estratificacion dentro de
cada una de las muestras. Por este motivo, los andlisis de la ancestralidad individual y global de

cada muestra fueron realizados tanto incluyendo como excluyendo estos AlMs. En virtud de
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que no se evidenciaron diferencias significativas entre ambos andlisis, los resultados

mostrados en esta tesis comprenden los 45 AlMs.

La proporcién de cada componente ancestral (africano, europeo y nativo americano) para cada
uno de los pacientes y controles (ancestralidad individual) se detalla en los ANEXOS llla y llib,
respectivamente. Los resultados obtenidos para la ancestralidad individual indican una gran
heterogeneidad tanto en la muestra de pacientes como en la muestra control (Figuras 4A y
4B). Por ejemplo, la muestra de pacientes incluye nifios cuyo componente ancestral nativo
americano es minimo (1,7%) y al mismo tiempo nifios que presentan valores superiores al 50%
(Tabla 2). Si se tiene en cuenta la historia que dio origen a la actual poblacidon uruguaya y
considerando que la muestra de pacientes esta compuesta por nifios provenientes de todas
partes del pais, no es de extrafiar que la muestra de pacientes sea tan heterogénea. De hecho,
varios estudios previos relacionados con la ancestralidad de la poblaciéon uruguaya han
demostrado que existe una gran variabilidad interindividual e incluso una heterogeneidad
geografica (Sans, 1997; Bonilla et al., 2004; Hidalgo et al., 2005; Sans et al., 2006; Sans et al.,
2020; Spangenberg et al., 2021).

Tabla 2. Ancestralidad global. Para cada muestra (pacientes y controles), se indica la media y su desvio estandar
(s.d.), el valor minimo (Min) y el valor maximo (Max) de cada componente ancestral. Los valores estan expresados
en porcentaje. p-value = comparacion de las muestras mediante el test Mann Whitney.

Componente Pacientes Controles
p-value
ancestral Media +s.d. Min Max Media +s.d. Min Max
Africana 10,9+7,6 2,3 41,6 12,5+8,4 1,6 41,6 0,060
Europea 69,4+ 14,0 19,8 94,7 70,5+11,8 21,8 93,2 0,708
Nativo Americana 19,7+12,1 1,7 57,5 17,0+£9,9 2,8 47,8 0,058

Respecto a la ancestralidad global de cada muestra, ambas presentaron un componente
mayoritario de origen europeo, seguido del componente nativo americano y, en menor
proporcién, el componente africano. Estos resultados reflejan la estructura tri-hibrida de las
muestras analizadas. Aunque los resultados son concordantes con lo reportado para nuestro
pais, se observa que los componentes nativo americano y africano son levemente superiores a
los previamente reportados (Sans, 1997; Bonilla et al., 2004; Bonilla et al., 2015; Sans et al.,

2020).
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Esta diferencia podria deberse a que las muestras analizadas en esta tesis presentan una
mayor proporcion de pacientes que se atienden en la salud publica. De acuerdo a Bonilla et al.
(2015) y Sans et al. (2020) los componentes nativo americano y africano son mayores en
aquellos pacientes que se atienden en salud publica, reflejando una heterogeneidad en los

componentes ancestrales de acuerdo al nivel socioeconémico.

En ambos casos, el componente de origen europeo presentd menor variabilidad intramuestra,
mientras que el componente africano es el que mostré mayor variabilidad. Por otro lado, el
andlisis comparativo entre las muestras no evidencia diferencias estadisticamente
significativas entre ambas (Tabla 2). Este resultado apoya la hipdtesis de que la muestra de
pacientes analizada es representativa de la poblaciéon uruguaya desde el punto de vista
ancestral. Sin embargo, a pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas
entre ambas muestras, se puede apreciar que la muestra de pacientes tiene un componente

nativo americano levemente superior al de la muestra control (Tabla 2).

Si bien las proporciones obtenidas para cada componente ancestral son compatibles con la
historia y la cultura de nuestro pais, a mas de que son concordantes con lo reportado en la
literatura para nuestra poblacidn; solo indican una nocién general de la ancestralidad. Para
determinar con mayor exactitud la ancestralidad tanto individual como global seria necesario
analizar un mayor nimero de AlMs y contar con poblaciones ancestrales mas representativas
de la poblacidn uruguaya. Un trabajo sobre ancestralidad en la poblacidn argentina mostré
que a partir de 30 AlIMs se logran indicadores aceptables de ancestralidad, pero que mejores
estimaciones se logran usando al menos 50 AlMs (Russo et al., 2016). Ademas, seria necesario
contar con poblaciones ancestrales mas representativas de la actual poblacidn uruguaya, tales
como indigenas del cono sur, africanos que correspondan a los esclavos que llegaron a

Uruguay, espanoles e italianos.

2.5 CONCLUSIONES

La muestra de pacientes caracterizada en este segundo capitulo, que sera analizada desde el
punto de vista farmacogenético en los 2 capitulos siguientes, estd compuesta por nifios y

adolescentes provenientes de todos los departamentos del pais.

Considerando que cada afio en Uruguay aproximadamente 23 nifios son diagnosticados con

leucemia linfoblastica aguda, y que la muestra comprende 192 nifios y adolescentes reclutados
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entre 2010 y 2019; se puede afirmar que la muestra es representativa del total de casos

reportados.

Aunque aun hay un 33,3% de los pacientes en seguimiento que podrian presentar una recaida
tardia, el porcentaje de pacientes que sufrieron recaidas (17,7%) refleja el 80% de cura para

esta enfermedad reportado para nuestro pais.

La muestra estd compuesta mayoritariamente por nifios que tenian entre 1y 5 afios de edad al
momento del diagndstico, siendo la proporcidon de varones/nifias 1,26. Estos datos reafirman

una mayor incidencia en varones de entre 1y 4 afos, reportada para nuestro pais.

Al igual que lo que ocurre a nivel mundial, la mayoria de los casos correspondia a una LLA de

células precursoras de linfocitos B, siendo el subtipo LLA-prepreB el mas frecuente.

La ancestralidad de los pacientes es mayoritariamente de origen europeo (69,4%), seguida de
un componente nativo americano de 19,7% y, en menor medida, de un componente africano
de 10,9%, pero con una gran variabilidad interindividual. Estos resultados son concordantes

con los reportados para nuestro pais.

Cuando se compara la muestra de pacientes con una muestra control, no se evidencian
diferencias estadisticamente significativas entre ambas, aunque se observa un componente
nativo americano levemente superior en la muestra de pacientes respecto a la muestra

control.
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CAPITULO 3

FARMACOGENETICA DE LA 6-MERCAPTOPURINA EN LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA PEDIATRICA de URUGUAY

3.1 INTRODUCCION

Como se menciond previamente en el capitulo 1, a nivel mundial, la leucemia linfoblastica
aguda (LLA) es la neoplasia mas comun en nifos (Hunger & Mullighan, 2015). Concretamente,
en Uruguay, representa el 23,4% de todos los casos de cancer infantil (Dufort y Alvarez, 2021).
Puesto que en Uruguay, el SHOP-CHPR es el centro de referencia para esta patologia en nifios,
la mayoria de los casos son derivados a dicha institucién para confirmar el diagnéstico v,
posteriormente, llevar a cabo su tratamiento. El régimen terapéutico aplicado (protocolo BFM)
implica la administracién concomitante de diversos farmacos a lo largo de 104 semanas. Segun
este protocolo, los pacientes son clasificados en tres grupos de riego y el tratamiento completo
para llegar a lo que se denomina "estado de OFF" comprende cinco fases (ver detalles en
capitulo 1). La fase de mantenimiento, Ultima fase del tratamiento, consiste en la
administracién simultanea (por via oral) de 50mg/m?/dia de 6-mercaptopurina (6-MP) y de
20mg/m?/semana de metotrexato (MTX), sin importar el grupo de riego al que pertenece el
paciente. La duracion de la misma varia segun el grupo de riesgo, siendo de 63 semanas para
aquellos pacientes de riesgo intermedio y alto, y de 74 semanas para los de riesgo estandar.
Durante esta fase, los pacientes permanecen aislados en sus hogares y concurren de forma
ambulatoria cada dos o tres semanas para realizacion de un hemograma (y en algunos casos
un funcional hepdtico) y el correspondiente ajuste de dosis de acuerdo a los resultados del
mismo. Cabe destacar que, la dosis debe ser reducida si el paciente presenta leucopenia Gdo.
3 (1,0x10%/L < GB <2,0x10°/L) o Neutropenia febril Gdo.3 (0,5x10°/L < Neu < 1,0x10%/L +

fiebre) y suspendida en el caso que la toxicidad sea grave (Gdo. 4).

La optimizacién del régimen terapéutico ha permitido que, actualmente, Uruguay presente la
tasa de cura de LLA infantil mas alta en toda Latinoamérica, siendo aproximadamente 75%-
80% (Moricke et al., 2010; Castillo et al., 2012; Hunger et al., 2012; Dufort y Alvarez, 2021). No
obstante, teniendo en cuenta que los farmacos utilizados durante el tratamiento tienen una
accién inespecifica y un estrecho rango farmacolédgico, mas del 20% de los pacientes sufren

toxicidades severas por causa de la quimioterapia (Yang et al., 2012; Schmiegelow et al., 2014;
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Moriyama et al., 2016). Como consecuencia, la calidad de vida de los pacientes disminuye vy, a
su vez, el tratamiento debe ser suspendido por un cierto periodo de tiempo o la dosis
administrada reducida en determinado porcentaje; pudiendo aumentar el riesgo de sufrir
recaidas. Estudios previos han demostrado que ciertas variantes génicas relacionadas con la
distribucién y el metabolismo de los fdrmacos estan asociadas a la toxicidad y a la respuesta al
tratamiento (Relling et al., 2011; Chrzanowska et al., 2012; Farfan et al., 2014; Ma et al., 2014;
Azimi et al., 2015; Relling et al., 2019). Al mismo tiempo, se ha establecido que la frecuencia de
estas variantes no es igual en todas las poblaciones (Yang et al., 2011; Goggins & Lo, 2012;
Walsh et al.,, 2014), sugiriendo que la ancestralidad podria influir tanto en la respuesta al

tratamiento como en la manifestacion de efectos adversos.

Como se describié en el capitulo 2, la actual poblacién uruguaya tiene una estructura tri-
hibrida formada por un componente principal de origen europeo cercano al 70%, una
contribucién nativo americana de aproximadamente 20% y un aporte de origen africano del
10%. Este "mestizaje" podria tener un impacto sobre la frecuencia de las variantes génicas
vinculadas al metabolismo de los farmacos en nuestra poblacién. Por consiguiente, es
importante establecer cudl es la frecuencia de estas variantes en nuestro pais y determinar su

relacién con los efectos adversos ocurridos durante el tratamiento de LLA.

Puesto que la fase de mantenimiento es la fase mas larga del tratamiento, la mds homogénea
(no varia segun el grupo de riesgo del paciente) y que durante la misma solo se administran 6-
MP y MTX, esta tesis se centra en los efectos adversos ocurridos durante esta fase.
Especificamente, este capitulo incluye el andlisis farmacogenético referente al metabolismo de
la 6-MP vy su relacidn con los efectos adversos; mientras que el estudio farmacogenético que

involucra el transporte y metabolismo de MTX sera desarrollado en el capitulo 4.

3.1.1 6-Mercaptopurina (6-MP)

La 6-mercaptopurina (6-MP) es un antimetabolito, analogo estructural de la purina
hipoxantina. Es un profarmaco inactivo que requiere del anabolismo intracelular para
convertirse en nucledtidos de tioguanina activos (TGNs) para generar citotoxicidad (Cheok &
Evans, 2006; Meggitt et al., 2011). Es un antagonista de las purinas, que actla como falso
sustrato en el proceso de sintesis de ADN o ARN. Los metabolitos de la 6-MP, inhiben la
sintesis de purinas y la interconversion de sus nucledtidos. Sin embargo, el efecto citotdxico de

este farmaco es producido principalmente por la incorporacion de nucleétidos de 6-tioguanina
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(6-TGTP y 6-TdGTP) a los acidos nucleicos, deteniendo el ciclo celular y generando apoptosis

(Cheok & Evans, 2006; Adam de Beaumais & Jacqz-Agrain, 2012; Lépez-Ldpez et al., 2014).

La 6-MP entra a la célula mediante transportadores de membrana de la superfamilia SLC
(SLC28 y SLC29) y, mediante un proceso gradual que involucra numerosas enzimas, es
metabolizada a TGNs. Intracelularmente, la enzima hipoxantina-guanina-
fosforribosiltransferasa (HGPRT, codificada por el gen HPRT1) convierte la 6-MP en nucleétidos
de tioinosina monofosfato (TIMP) utilizando fosforribosilpirofosfato (PRPP) como co-sustrato
(Torres-limenez et al., 1998; Cheok & Evans, 2006). Posteriormente, TIMP es convertida en
tioxantosina monofosfato (TXMP) mediante la enzima inosin-monofosfato deshidrogenasa
(IMPD, codificada por el gen IMPDH1), y luego en tioguanosina monofosfato (TGMP) por la
enzima guanosina monofosfato sintasa (GMPS). Finalmente, mediante la acciéon de las
nucledsido difosfato quinasas NME1 y NME2, la TGMP es fosforilada para convertirse en
tioguanosina difosfato (TGDP) y tioguanosina trifosfato (TGTP), metabolitos activos que se
incorporan al ARN y producen apoptosis. A su vez, las enzimas ribonucleosido reductasas
RRM1 y RRM2 convierten la TGDP en tiodeoxiguanosina difosfato (TAGDP) y tiodeoxiguanosina
trifosfato (TdGTP), que se incorporaran al ADN y desencadenaran la muerte celular por
apoptosis (Cheok & Evans, 2006; Meggitt et al., 2011; Whirl-Carrillo et al., 2021). La enzima
nudix hidrolasa 15 (NUDT15) tiene la capacidad de catalizar la hidrdlisis de nucledsidos
difosfato y nucledsidos trifosfato, tales como TGTP, TGDP, TdGDP y TdGTP; evitando su
incorporacién a los acidos nucleicos y disminuyendo el efecto citotdxico. El detalle de toda la
via metabdlica de la 6-MP se muestra en la Figura 5. La 6-MP se elimina fundamentalmente en
forma de 6-metil-mecaptopurina (6-meMP) o de acido tiourico (TU), un metabolito oxidado e
inactivo. En el primer caso, la 6-MP es metilada intracelularmente por la accion de la enzima
tiopurina S-metiltransferasa (TPMT); mientras que en el segundo caso la oxidacién se lleva a
cabo a nivel hepdtico mediante la enzima xantina deshidrogenasa (XDH). Los metabolitos
inactivos salen al espacio extracelular mediante transportadores de membrana de Ia
superfamilia ABC (ABCC4 y ABCC5) dependientes de ATP (Figura 5). Numerosos estudios han
demostrado que la acumulacion de estos metabolitos inactivos estdn asociados con
hepatotoxicidad (Adam de Beaumais et al., 2011; Meggitt et al., 2011; Gervasini et al., 2012;
van Asseldonk et al., 2012; Moon & Loftus, 2016).

Al presente, mds de 40 variantes del gen TPMT han sido descritas (Thiopurine
methyltransferase nomenclature website, 2021). Estudios previos en otros paises, han

demostrado que algunas de estas variantes explican parte de la variabilidad interindividual en
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la respuesta a la 6-MP (Lennard, 2014; Lennard et al., 2015). Concretamente, se ha observado

que pacientes con actividad deficiente o intermedia de esta enzima, que son tratados con
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Figura 5. Via metabdlica de la 6-mercaptopurina. Las elipses azules remarcan las enzimas estudiadas en esta
tesis. 6TG: 6-tioguanina. 8-OHTG: 8-hidroxi-tioguanina. ABCC4, ABCC5: transportadores de membrana
superfamilia ABC dependientes de ATP (ATP binding cassette). ADK: adenilato quinasa. AOK1: Alcohol oxidasa.
GDA: guanina desaminasa. GMPS: guanosina monofosfato sintasa. GSTA1, GSTA2, GSTM: glutation S-
transferasa. HPRT1: hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa. IMPDH1: inosin-monofosfato deshidrogenasa.
ITPA: inosina trifosfatasa. meMP: metilmercaptopurina. meTGMP: metiltioguanosina monofosfato. meTIMP:
metiltioinosina monofosfato. NME1, NME2: nucledsido difosfato quinasas. NT5C2: 5'-nucleotidasa Il. NUDT15:
nudix hidrolasa 15. PRPP: fosforribosilpirofosfato. RRM1, RRM2: ribonucleosido reductasas. SLC28A2, SLC28A3,
SLC29A1, SLC29A2: transportadores de membrana superfamilia SLC (solute carrier). TdGDP: tiodeoxiguanosina
difosfato. TdAGMP: tiodeoxiguanosina monofosfato. TdGTP: tiodeoxiguanosina difosfato. TGDP: tioguanosina
difosfato. TGMP: tioguanosina monofosfato. TGTP: tioguanosina trifosfato. TIMP: tioinosina monofosfato. TITP:
tioinosina trifosfato. TPMT: tiopurina S-metiltranferasa. TXMP: tioxantosina monofosfato. XDH: xantina
deshidrogenasa. (Zaza et al., 2010 - Recuperado y modificado de PharmGKB.org).



dosis estdndares de tiopurinas, tienen un riesgo elevado de desarrollar toxicidad
hematopoyética severa (Tai et al., 1996; MclLeod et al., 2000; Rocha et al., 2005; Kager &
Evans, 2006; Ujiie et al., 2008; Yang et al., 2015; Moriyama et al., 2016). A su vez, se ha visto
que la frecuencia de estas variantes es considerablemente diferente entre poblaciones
(Ameyaw et al, 1998; Hon et al., 1998; Araoz et al, 2014; Farfan et al., 2014). Asimismo, se ha
descrito que ciertas variantes en el gen NUDT15 estdn asociadas a una mayor susceptibilidad
de desarrollar leucopenias inducidas por tiopurinas (Yang et al., 2015; Moriyama et al., 2016;

Koutsilieri et al., 2019; Schaeffeler et al., 2019).

Al igual que sucede con las variantes del gen TPMT, las variantes reportadas para NUDT15
tienen frecuencias muy disimiles en poblaciones con diferente origen étnico, siendo mas
frecuentes en algunas poblaciones de origen asidtico y raras en poblaciones de origen
europeo. Finalmente, algunos autores encontraron una asociacion entre variantes del gen ITPA
y el riesgo de presentar reacciones adversas cuando los pacientes son tratados con tiopurinas,
asi como también una mayor probabilidad de desarrollar mielosupresion o de presentar
hepatotoxicidad después del tratamiento con 6-MP (Bakker et al., 2011; Simone et al., 2013;
Azimi et al., 2015).

La via metabdlica de la 6-MP es compleja e involucra muchas enzimas. Sin embargo, teniendo
en cuenta los datos previamente reportados en la bibliografia respecto a la cantidad de
variantes génicas de las enzimas involucradas en la via metabdlica de la 6-MP, las frecuencias
de dichas variantes en las distintas poblaciones estudiadas y su posible asociacién con los

eventos de toxicidad; en esta tesis se analizaran unicamente los genes ITPA, NUDT15y TPMT.

3.1.2 Inosina trifosfato pirofosfohidrolasa (ITPA)

El gen ITPA, localizado en el cromosoma 20 (20p13), codifica para la enzima inosina trifosfato
pirofosfohidrolasa (ITPA). Esta enzima, de 194 aminoacidos, hidroliza los inosin-trifosfatos (ITP)
y los deoxinosin-trifosfatos (dITP) a nucleétidos monofosfatos (IMP) y difosfatos (IDP),
protegiendo a la célula de los nucledtidos no candnicos. Los nucleédtidos IMP son un
intermediario central en el metabolismo de las purinas y pueden convertirse en nucleétidos de
adenina o guanina (Stocco et al., 2009). En células normales, los ITP se forman por fosforilacion
de los IMP y la enzima ITPA convierte nuevamente los ITP en IMP, evitando la acumulacién de
ITP y consecuentemente su incorporacion en los acidos nucleicos. La deficiencia de ITPA
interrumpe este ciclo, lo que lleva a una acumulacién de ITP. Esta enzima esta presente en

varios tipos de tejidos humanos, asi como también en los eritrocitos y en los glébulos blancos
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(Maeda et al.,, 2005). La deficiencia de ITPA es una afeccién clinicamente benigna,
caracterizada por la acumulacién marcada y anormal de ITP en los eritrocitos (Marinaki et al.,
2004). Asimismo, se ha visto que los niveles de IDP también se encuentran aumentados en los
eritrocitos de pacientes con ITPA deficiente, por un mecanismo aun desconocido (Marinaki et
al., 2004). Como se describio previamente, la 6-MP se activa a través del intermediario TIMP;
por lo que pacientes tratados con farmacos de tiopurina que presenten una ITPA con actividad
deficiente, tendrian una mayor acumulacién de TIMP, lo que resultaria en una mayor toxicidad

(Bakker et al., 2011; Smid et al., 2014).

El primer indicio de la existencia de una deficiencia en la enzima ITPA en seres humanos se
produjo en 1965, cuando Vanderheiden observd niveles elevados de ITP en los eritrocitos de
dos hermanos (Maeda et al.,, 2005). Durante varios afios, diversos autores intentaron
determinar las causas genéticas subyacentes de la deficiencia de la enzima ITPA. Sumi et al.
(2002) encontraron cinco SNPs en la secuencia del gen ITPA que podian explicar esta
deficiencia. De estos cinco SNPs, dos eran cambios silenciosos (exén 3: ¢.138G>A y exoén 8:
c.561G>A) y un tercero estaba ubicado en la regién 3'UTR (708G>A). En ninguno de los tres
casos se pudo establecer una asociacion entre los polimorfismos encontrados y la presencia de
la enzima ITPA deficiente (Sumi et al., 2002; Simone et al., 2013). Sin embargo, estos autores
pudieron establecer una asociacién entre los otros dos SNPs y la deficiencia de actividad de

ITPA.

El primero de ellos (rs1127354), es una mutacion de cambio de sentido, una transversién de C
a A en la posicion 94, en el exdn 2 (c.94C>A), que resulta en el cambio de una prolina por una
treonina en el coddn 32 (p.Pro32Thr). Segln Simone et al. (2013) este cambio aminoacidico
desestabiliza la enzima ITPA debido a la formacidon de una "cavidad" en su ntcleo hidrofébico,
provocando una disminucién en la actividad enzimatica. Individuos heterocigotos para esta
mutacidon presentan una actividad ITPA promedio de 22,5%, mientras los homocigotos
presentan una actividad menor al 1% (Sumi et al., 2002; Maeda et al., 2005; Stocco et al.,
2009; Simone et al., 2013). La asociacidn entre esta variante y la presencia de efectos adversos
debido a la administracion de tiopurinas es cuestionable. Mientras algunos autores reportan
que pacientes portadores del alelo A (tanto homocigotos como heterocigotos) presentan
mayor toxicidad hepdtica (Marinaki et al., 2004; Azimi et al., 2015); otros describen que estos
pacientes presentan un menor riesgo de desarrollar toxicidad debida a la 6-MP en
comparacion con los homocigotos CC (Ma et al., 2014). Por otro lado, Stocco et al. (2009)

observaron que los pacientes con variantes de I/TPA tienen una mayor probabilidad de
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presentar neutropenia febril solamente cuando la dosis de 6-MP es ajustada por el genotipo
de TPMT. Este polimorfismo presenta frecuencias diferentes entre las distintas poblaciones
estudiadas, siendo la frecuencia del alelo variante (A) cercana al 5%-7% en poblaciones
caucasicas (Cao & Hegele, 2002; Marsh et al.,, 2004; Atanasova et al., 2007), 3%-5% en
poblaciones de origen africano (Cao & Hegele, 2002; Marsh et al.,, 2004) y 11%-15% en
poblaciones asiaticas (Cao & Hegele, 2002; Mash et al., 2004; Maeda et al., 2005; Azimi et al.,
2015). Las frecuencias reportadas para poblaciones latinoamericanas varian entre 2% y 4%

(Mash et al. 2004; 1000 Genomes Project Consortium, 2015).

El segundo SNP consiste en una transversion de A a C, localizada en el intrén 2 (IVS2 +21 A>C),
que afecta la eficacia del splicing (Atanasova et al., 2007; Azimi et al., 2015). Este polimorfismo
(rs7270101) tiene un efecto menos marcado sobre la actividad enzimatica, ya que los
heterocigotos presentan en promedio un 60% de la actividad observada en controles normales
(Sumi et al., 2002; Atanasova et al., 2007; Azimi et al., 2015), mientras que los homocigotos
para la variante presentan una actividad similar a la de los heterocigotos para la variante
c.94C>A (Azimi et al., 2015). La actividad enzimatica de los heterocigotos compuestos para
estos dos ultimos SNPs es cercana al 10% de la observada en controles normales (Sumi et al.,
2002; Marinaki et al., 2004; Simone et al., 2013; Azimi et al., 2015). La frecuencia de este
polimorfismo en poblaciones europeas es aproximadamente 11%-13% (Marinaki et al., 2004;
Shipkova et al.,, 2006; Atanasova et al., 2007), mientras que en poblaciones africanas vy
latinoamericanas es cercana al 7%-8% (1000 Genomes Project Consortium, 2015) y en
poblaciones asidticas practicamente no esta presente (Maeda et al., 2005; Ma et al., 2014;

1000 Genomes Project Consortium, 2015).

Posteriormente, otros dos SNPs en el intrén 2 fueron reportados, ambos asociados a
deficiencia de ITPA. El primero, una transversion de T por G (IVS2 +68T>G), en la que los
heterocigotos presentan 30% de la actividad respecto a la media de los controles (Maeda et
al., 2005) y el segundo, una transicién de T por C (IVS2 +68T>C), en la que los heterocigotos
presentan 60% de la actividad (Shipkova et al., 2006).

Atanasova et al. (2007) detectaron, en un individuo que presentaba 30% de la actividad
enzimatica, una nueva variante (rs863225424). Esta variante consiste en una duplicacién de
8pb en el exdn 6 (c.359_366dupTCAGCACC), que resulta en un cambio en el marco de lecturay
en la formacion de una proteina de mayor tamano. Esta proteina mutante mostré un 60 % de
homologia con la proteina wild type y probablemente sea no funcional, ya que los aminodcidos

del extremo C-terminal involucrados en la formacién del sitio catalitico y la estabilizacién de
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grupo pirofosfato se han perdido (Atanasova et al., 2007). Lamentablemente, ningin otro
estudio ha reportado esta variante, por lo que su frecuencia es practicamente nula en todas las

poblaciones.

Finalmente, Bakker et al. (2011) identificaron otros dos SNPs. El primero es una transicién de A
a G en la posicion 122, que no pudo ser asociada con una deficiencia en la actividad enzimatica
de ITPA. El segundo consiste en una transicion de T a C en la posicidn 97 en el exén 2 (c.97T>C),
que resulta en el cambio de una cisteina por una arginina en el codén 33 (p.Cis32Arg). Este
polimorfismo tiene un efecto similar a la mutacién c.94C>A previamente reportada (Bakker et

al., 2011; Simone et al., 2013).

3.1.3 Nudix hidrolasa 15 (NUDT15)

El gen NUDTI15, localizado en el cromosoma 13 (13q14.2), codifica para la enzima nudix
hidrolasa 15 que pertenece a la superfamilia de hidrolasas Nudix. La funcién normal de los
miembros de esta superfamilia es catalizar la hidrdlisis de nucleésidos difosfato (NDP) y
nucledsidos trifosfato (NTP), produciendo nucledsidos monofosfato (NMP). Dentro de estos se
incluyen ciertos sustratos resultantes del dafio oxidativo, como la 8-oxo-dGTP, que puede
inducir errores en el apareamiento de bases durante la replicacion del ADN y causar
transversiones (Yang et al., 2014). Hasta el presente, en el genoma humano, se han descrito 24
genes que codifican para hidrolasas nudix y al menos cinco pseudogenes (Carter et al., 2015;
Carreras-Puigvert et al., 2017). Especificamente, se ha reportado que NUDT15 convierte 8-oxo-
dGTP y 8-oxo-dGDP en 8-oxo-dGMP, contribuyendo de manera muy importante a la
eliminacion de dNTPs oxidados y dafiados que podrian incorporarse al ADN (Cai et al., 2003).
Sin embargo, esta hipdtesis ha sido cuestionada. Datos mas recientes muestran que la enzima
NUDT15 tiene una mayor preferencia por los metabolitos de tiopurinas que por los oxo-dGTP
(Valerie et al., 2016; Carreras-Puigvert et al., 2017). Por esta razdn, se postula que NUDT15 es
un regulador negativo de la activacion de las tiopurinas. NUDT15 desfosforila los metabolitos
activos de tiopurinas TGTP y TdGTP, impidiendo su incorporacién al ADN y al ARN, afectando
negativamente los efectos citotdxicos deseados de las tiopurinas (Chiengthong et al., 2015;
Moriyama et al., 2016). Se ha visto que, pacientes portadores de variantes en el gen de
NUDT15 presentan un metabolismo deficiente de las tiopurinas y que dichas mutaciones estan
asociadas a leucopenias inducidas por tiopurinas (Yang et al., 2014; Yang et al.,, 2015;

Moriyama et al., 2016; Shah et al., 2016; Suzuki et al., 2016; Wong et al., 2016).
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Estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, genome-wide association studies)
permitieron describir una variante (rs116855232) en el gen NUDT15 fuertemente asociada con
los eventos de leucopenia inducidos por tiopurinas en pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal (Yang et al., 2014) y en nifios con LLA (Yang et al., 2015). Este polimorfismo consiste
en una transicion de Ca T en el exdn 3 en la posicion 415 (c.415C>T), que resulta en el cambio
de una arginina por una cisteina en el codén 139 (p.Arg139Cys). Yang et al. (2015) observaron
qgue los individuos homocigotos para esta variante eran muy sensibles a la mercaptopurina y
toleraban aproximadamente el 8% de la dosis estdndar, mientras que los individuos
heterocigotos presentaban una dosis promedio de 63% vy los individuos con genotipo wild type
un promedio superior al 83%. Asimismo, otros estudios realizados en poblaciones de Hong
Kong, Japén, Taiwan, Tailandia, el Libano y la India, han demostrado una asociacidn entre esta
variante y toxicidad hematoldgica en pacientes tratados con mercaptopurina (Shah et al.,
2016; Suzuki et al., 2016; Wong et al., 2016; Singh et al., 2017; Moradveisi et al., 2019;
Puangpetch et al., 2020). La frecuencia de este polimorfismo varia considerablemente entre
poblaciones. En poblaciones asiaticas oscila entre 4% (sur de Asia) y 13% (este asiatico),
mientras que poblaciones africanas o de origen europeo su frecuencia es menor al 1% (1000
Genomes Project Consortium, 2015; Yang et al., 2015; Shah et al., 2016; Singh et al., 2017;
Puangpetch et al., 2020). Los datos reportados para poblaciones latinoamericanas son
considerablemente escasos y ampliamente variables que van desde 4% en la poblacién
mexicana y 12% en peruanos (1000 Genomes Project Consortium, 2015; Moriyama et al.,

2016; Texis et al., 2021).

Moriyama et al. (2016) describen otras tres variantes para este gen, localizadas en los exones 1
y 3, asociadas con eventos de toxicidad hematoldgica debido a la mercaptopurina. La primera
(rs147390019), localizada en el exdn 3, es una transicion de G a A en la posicién 416
(c.416G>A), que produce un cambio de una arginina por una histidina exactamente en el
mismo coddn que el polimorfismo previamente reportado (p.Argl39His). Las otras dos
variantes estan localizadas en el exdn 1 e involucran al coddn 18. Una (rs186364861) es una
transicion de G a A en la posicidn 52 (c.52G>A) que resulta en un cambio de una valina por una
isoleucina (p.Vall8lle), mientras que la otra (rs554405994 o rs869320766) consiste es una
insercién de seis nucleétidos (c.36_37insGGAGTC) que produce la insercion de una glicina y
una valina entre las valinas 18 y 19 (p.Vall8 Vall19insGlyVal). Particularmente, esta ultima
variante se encontré en desequilibrio de ligamiento (LD) con la variante p.Argl39Cys
inicialmente reportada (Moriyama et al., 2016). En base a estas variantes Moriyama et al.

(2016) proponen seis haplotipos o alelos (Figura 6).
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Figura 6. Esquema gen NUDT15 con sus variantes. Se muestra las distintas variantes del gen (en color) y
los haplotipos (*1 a *6) (Moriyama et al., 2016)

Al presente, de acuerdo al CPIC (Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium)
existen nueve haplotipos (* alelos) basados en siete variantes conocidas (dos indels y cinco
SNPs), siendo los alelos mas frecuentes NUDT15*%3 y NUDT15*2 (Relling et al., 2019). Cabe
destacar que, gracias a los estudios que evidencian la asociacién entre las variantes génicas de
NUDTI15 y los efectos adversos inducidos por tiopurinas, desde 2018, la FDA ha incorporado en
el "etiquetado" de dichos farmacos la recomendacién de realizar el genotipado de este gen

previo a la administracidon de los mismos (FDA, 2021).

3.1.4 Tiopurina-S-metil tranferasa (TPMT)

El gen TPMT, de 34Kb, estd localizado en el cromosoma 6 (6p22.3) y esta formado por 10
exones (Wang et al., 2010). Un pseudogen procesado con 96% de homologia de secuencia al
ADNc de TPMT se encuentra en el cromosoma 18 (18g21.1) (Lee et al., 1995; Yates). Este gen
codifica la enzima tiopurina S-metil transferasa (TPMT), de 245 aminoacidos, que cataliza la S-
metilacion de la 6-MP y de alguno de los intermediarios (TIMP y TGMP) de la via metabdlica de
la misma, convirtiéndolos en sus formas inactivas meMP, meTIMP y meTGMP (Figura 5). Esta
metilacion permite la eliminacion de los mismos, evitando la acumulacion de metabolitos

activos y disminuyendo el efecto citotdxico de la 6-MP.

Sin embargo, la actividad catalitica de esta enzima es variable debido, en mayor parte, a la
presencia de variantes en el gen que la codifica. La presencia de estas variantes génicas (alelos)
conduce a la formacién de una enzima con actividad reducida o deficiente, lo que provoca un
aumento de los metabolitos activos. Este aumento de metabolitos activos genera una mayor
actividad farmacolégica pero a su vez, produce un aumento del riesgo de presentar efectos
adversos. Se ha visto que pacientes homocigotos o heterocigotos compuestos para estos alelos
desarrollan toxicidad hematopoyética grave, a veces mortal, cuando son tratados con dosis

estandares de tiopurinas (Relling et al., 1999; Evans et al., 2001; Efrati et al., 2009; Kapoor et
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al.,, 2010; Almoguera et al.,, 2014; Relling et al., 2019). Aproximadamente, 1 de cada 300
individuos (0,3%) son homocigotos o heterocigotos compuestos para estos alelos y muestran
actividad baja o nula de la enzima; mientras que un 10% son heterocigotos y presentan una

actividad enzimatica intermedia (Evans, 2004; Lee et al., 2005).

Segun el CPIC, hasta el momento se han descrito 41 alelos para el gen TPMT, de los cuales 11
(*2, *3A, *3B, *3C, *4, *11, *14, *15, *23, *29y *41) producen enzimas con baja, media o nula
actividad (Evans, 2004; Appell et al., 2013; Relling et al., 2019). De estas, las variantes TPMT*2,
TPMT*3A, y TPMT*3C (Figura 7) son las mas frecuentes en poblaciones de origen africano,
europeo y asiatico, representando mas del 90% de los casos reportados (McLeod et al., 2000;
Weinshilboum, 2001; Evans, 2004; Lee et al., 2005; Almoguera et al., 2014; Relling et al., 2019).
Cada una de estas tres variantes produce un enzima que es rdpidamente degradada a través
de una via proteasomal dependiente de ATP, que conlleva a que los individuos portadores de
estos alelos presenten niveles muy bajos (o indetectables) de esta enzima (Tai et al., 1997; Tai

et al., 1999).

El primer alelo descrito para este gen fue TPMT*2 (rs1800462). Consiste en una transversion
de G a C en el exdn 5, en la posicion 238 (c.238G>C), que conlleva a la sustitucidon de una
prolina "rigida" por alanina "mas flexible" en el codén 80 (p.Ala80Pro) (Figura 7). En
consecuencia, la estructura terciaria de la enzima resultante es mas inestable, lo que provoca
una disminucion de la actividad catalitica (Evans, 2004; Wang et al., 2010). La expresion
heterdloga de este alelo en levaduras mostré niveles de S-metilacion 100 veces menores que
la del alelo wild type (TPMT*1) (Collie-Duguid et al., 1999; Hongeng et al., 2000). Esta variante
se encuentra en baja frecuencia en poblaciones de origen africano y europeo (Hongeng et al.,
2000; Weinshilboum, 2001; Engen et al., 2006; Efrati et al., 2009; 1000 Genomes Project
Consortium, 2015); mientras que en poblaciones asiaticas practicamente no esta presente
(Ayesh et al., 2013; Zhou et al.,, 2018). Investigaciones llevadas a cabo en Brasil, Chile y
Argentina, indican que este alelo es extremadamente raro (<1%) en poblaciones

latinoamericanas (Boson et al., 2003; Silva et al., 2008; Araoz et al., 2014; Farfan et al., 2014).

El segundo alelo descrito para este gen fue el TPMT*3A. Este alelo presenta dos SNPs
(rs1800460 y rs1142345) en la secuencia codificante (Figura 7). El primer SNP, localizado en el
exon 7, consiste en una transicion de G a A en la posicion 460 (c.460G>A) que da lugar a un
cambio de una alanina por una tirosina en el codén 154 (p.Alal54Thr). El segundo SNP,
ubicado en el exdn 10, es una transicién de A a G en la posicidon 719 (c.719A>G) que produce

un cambio de una tirosina por una cisteina en el codén 240 (p.Tyr240Cys) (Evans, 2004; Wang
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et al., 2010). Tai et al. (1996) demostraron que los niveles de ARNm obtenidos de la expresion
de este alelo eran similares a los del alelo wild type, y determinaron, como se menciond
previamente, que la disminucidn de la actividad catalitica era debida a una rdpida degradacidon
de la enzima. TPMT*3A es el alelo mas comun asociado a una baja actividad enzimatica de
TPMT en caucasicos, con una frecuencia aproximada del 5% (Hongeng et al., 2000; Evans,
2004; Wang et al. 2010; Almoguera et al., 2014). Sin embargo, al igual que para TPMT*2, este
alelo no es detectado en poblaciones asiaticas (Ayesh et al., 2013; Zhou et al., 2018). Segun los
datos reportados en la bibliografia, la frecuencia de este alelo en poblaciones de América
Latina es extremadamente variable. Mientras que, para poblaciones de Minas Gerais (Brasil),
Boson et al. (2003) y Silva et al. (2008) reportan frecuencias de 1,5% y 3,9%, respectivamente;
Farfan et al. (2014) presentan una frecuencia de 7% para una poblacidn de Santiago de Chile

(Chile).

I 1 m v A4 Vi vl vil X X
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Figura 7. Esquema de los alelos mas frecuentes del gen TPMT. Se muestran esquematicamente los 10
exones del gen TPMT para el alelo salvaje (*1) y los cuatro alelos variantes mas frecuentes (*2, *3A, *3By
*3(). En cada caso se indica el cambio nucleotidico y aminoacidico que caracterizan a cada alelo variante
(modificado de Hon et al., 1999).

El alelo TPMT*3B presenta Unicamente uno de los dos SNP previamente descriptos para el

alelo TPMT*3A, especificamente la transicion c.460G>A (Figura 7). Aunque este alelo es de
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baja frecuencia en todas las poblaciones estudiadas, la determinacion de la mutacidn es
necesaria para la identificacion del alelo TPMT*3A (Hongeng et al., 2000; Silva et al., 2008;
Wang et al.,, 2010; Ayesh et al., 2013; Farfan et al., 2014).

Finalmente, el alelo TPMT*3C presenta Unicamente la transicion c.719A>G descrita
anteriormente para el alelo TPMT*3A. Mediante ensayos de inmunodeteccion, se ha visto que
individuos heterocigotos para esta mutacién presentan una reduccién de 50% en la cantidad
de enzima. Es decir, a diferencia de lo que sucede para los alelos TPMT*3A y TPMT*3B, en los
gue la disminucion de la actividad enzimatica estd dada por la rapida degradacion de la
enzima; la baja actividad de la enzima codificada por este alelo, estd dada tanto por la rapida
degradacion de la misma como por la cantidad de enzima producida. Este es el alelo mas
frecuente en poblaciones de origen africano y del este asiatico (Tai et al., 1996; Collie-Duguid
et al., 1999; Hon et al., 1999; Hongeng et al., 2000; Evans, 2004; Gurwitz et al., 2009; Wang et
al., 2010).

Estudios previos mostraron que, en una poblacion de pacientes que presentaron toxicidades
durante el tratamiento con tiopurinas, la incidencia de heterocigotos para este gen era seis
veces mayor que la de la poblacion normal (Evans et al., 2001). Tanto en los pacientes
homocigotos como en los heterocigotos, una reducciéon de la dosis de tiopurinas permitio
seguir el tratamiento sin toxicidad dependiente de la dosis. La reduccion media de la dosis en
pacientes homocigotos fue de 90,8%, mientras que la reduccion media en individuos
heterocigotos fue de 67% (Evans et al., 2001). Segun Evans (2004), los pacientes homocigotos
para alelos de baja actividad de TPMT deben tratarse con el 5%-10% de la dosis estandar de
tiopurinas, mientras que los individuos heterocigotos generalmente pueden comenzar con el
100% de la dosis, pero tiene una mayor probabilidad de necesitar una reduccién de la misma

para evitar las toxicidades.

Dada la importancia de la actividad de esta enzima en individuos que reciben tratamientos con
tiopurinas y la frecuencia relativamente alta de individuos homocigotos y heterocigotos para
alelos asociados con deficiencia de TPMT (aprox. 11%) en todas las poblaciones estudiadas
hasta el momento (Tai et al., 1999; Wang et al., 2010); la determinacién del genotipo previo al
comienzo del tratamiento permitiria reducir la incidencia de efectos adversos. De hecho,
desde hace mds de 15 afios, la FDA recomienda la determinacidn del genotipo para TPMT

previo a la administracidn de tiopurinas (Relling et al., 2011; FDA, 2021).
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3.1.5 Repetidos en Tandem de Niimero Variable (VNTR) en el gen TPMT

Dentro del promotor del gen TPMT, existe una regién de repetidos en tandem de nimero
variable (VNTR) rica en GC (Spire-Vayron de la Moureyre et al., 1998; Spire-Vayron de la
Moureyre et al., 1999). Esta regién (TPMT-VNTR) tiene una arquitectura de tres elementos,
dos de los cuales tienen un nimero de copias variable (AmBnC). La cantidad de elementos "A"
varia entre 1y 7, mientras que el nimero de elementos "B" varia entre 1 y 6. Puesto que la
longitud total de este VNTR varia entre tres y nueve elementos, seglin los criterios de
Vergnaud y Denoeud (2000), es considerado un minisatélite. Hasta el momento, se han
descrito 19 alelos diferentes (Urbancic et al., 2018), siendo los alelos mas frecuentes el *4a y
*5a (Alves et al., 2002; Marinaki et al., 2003; Zukic et al., 2010; Kotur et al., 2012; Urbandic et
al., 2018)

Algunos estudios han mostrado que la expresién del gen TPMT estd influida por la composicion
y nimero de repetidos de este VNTR (Zukic et al., 2010; Kotur et al., 2012; Kotur et al., 2015).
Por consiguiente, este VNTR podria influir en la incidencia de efectos adversos y en la
respuesta al tratamiento con 6-MP. Concretamente, Spire-Vayron de la Moureyre et al. (1998)
y Alves et al. (2002) encontraron una asociaciéon entre una menor actividad enzimatica de
TPMT vy los alelos del VNTR formados por cinco o mas elementos, sin precisar cuantos de estos
elementos eran A y B. Posteriormente, Zukic et al. (2010) y Kotur et al. (2012) reportaron una

correlacién negativa entre el nimero de elementos Ay la tasa de transcripcién de TPMT.

En resumen, tres variantes del gen TPMT han sido fuertemente asociadas con los eventos
adversos ocurridos durante el tratamiento con tiopurinas (Evans, 2004; Appell et al., 2013;
Almoguera et al., 2014; Araoz et al., 2014; Farfan et al., 2014; Relling et al., 2019). Asimismo,
algunas de las variantes del gen ITPA han sido vinculadas con una disminucidn de la actividad
enzimatica y con un mayor riesgo de presentar toxicidades. (Sumi et al., 2002; Farfan et al.,
2014; Ma et al., 2014; Azimi et al., 2015). Del mismo modo, se ha reportado que ciertas
variantes en el gen NUDT15 explican una porcidn importante de la toxicidad observada en
pacientes asiaticos y con ancestralidad nativo americana (Chiengthong et al., 2015; Liang et al.,
2015; Moriyama et al., 2016). En poblaciones asiaticas la frecuencia de variantes del gen ITPA
puede alcanzar el 15% (Maeda et al., 2005), mientras que las variantes de baja o nula actividad
del gen TPMT no superan el 3%. Por el contrario, en poblaciones europeas la frecuencia de
variantes del gen ITPA no superan el 6% (Simone et al., 2013) y las del gen TPMT se encuentra

entre el 6% y el 10% (Sumi et al., 2002; Marinaki et al., 2004; Marsh et al., 2004; Efrati et al.,
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2009). Las frecuencias de las variantes del gen NUDT15 presentan diferencias significativas
entre las distintas poblaciones, observandose frecuencias de heterocigotos mayores al 10% en
poblaciones asiaticas y nativo americanas, mientras que en poblaciones de origen europeo y

africano estas frecuencias no alcanzan el 1% (Yang et al., 2015; Moriyama et al., 2016).

Como se menciond previamente, la poblacién uruguaya esta formada por el aporte desigual de
poblaciones de origen europeo, nativo americano y africano; por lo que es posible que la
frecuencia de las variantes de estos tres genes sea diferente a las reportadas para otras
poblaciones. Por esta razon, es importante determinar la frecuencia de dichas variantes y de
los alelos de TPMT-VNTR en nuestra poblacién; y definir su posible rol en el tratamiento de LLA
infantil, de manera de poder predecir anticipadamente que pacientes pueden presentar
efectos adversos. Esto permitird ajustar el tratamiento de una forma mds personalizada. Hasta
el momento, no existe registro alguno sobre la frecuencia de estas variantes en nuestra
poblacién (con excepcidn del articulo de Soler et al. (2018) que reporta parte de los resultados

obtenidos en esta tesis y que se adjunta en el ANEXO IV).

3.2 OBJETIVO

Analizar variantes génicas vinculadas al metabolismo de la 6-mercaptopurina y determinar su
relacién con la ancestralidad y con los eventos adversos ocurridos en la fase de mantenimiento

del tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda infantil.

3.2.1 Objetivos especificos

« Determinar las frecuencias de las variantes de los genes ITPA, NUDT15 y TPMT vinculadas al

metabolismo de la 6-mercaptopurina, en la muestra de pacientes y controles.
« Comparar las frecuencias las variantes génicas obtenidas para ambas muestras.

« Relevar, a partir de las historias clinicas de los pacientes, los datos de clinicos, paraclinicos y

los efectos adversos en la fase de mantenimiento del tratamiento.

« Establecer la relacién entre la dosis de 6-MP administrada durante la fase de mantenimiento

y los polimorfismos de ITPA, NUDT15y TPMT.

« Analizar el efecto de las variantes de los genes ITPA, NUDT15 y TPMT sobre los eventos de

toxicidad (hematoldgica y hepdtica) observados en la fase de mantenimiento.
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« Determinar la relaciéon entre la ancestralidad y las variantes génicas de ITPA, NUDT15 vy

TPMT.

« Determinar la relacién entre la ancestralidad y la dosis de 6-MP, asi como también con los

eventos de toxicidad hematoldgica

« Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del VNTR localizado dentro del promotor del

gen TPMT (TPMT-VNTR).

« Determinar la posible asociacion entre los alelos del TPMT-VNTR y la dosis de 6-MP

administrada, asi con también con los efectos adversos de la fase de mantenimiento.

« Examinar la relacién entre ancestralidad y los alelos del TPMT-VNTR

3.3 MATERIALES y METODOS

3.3.1 Muestras y genotipado

Para determinar la relacidn entre las variantes génicas y los eventos de toxicidad producidos
por la 6-MP en la fase de mantenimiento del tratamiento de LLA, la muestra utilizada fue la
previamente descriptas en los "Materiales y Métodos" (seccion 2.3.1) del Capitulo 2; que
comprenden 192 nifios y adolescentes de entre seis meses y 19 afios de edad diagnosticados

con LLA provenientes del SHOP-CHPR.

Se analizaron un total de nueve polimorfismos. Concretamente, se analizé un polimorfismo
exdnico y una variante intronica del gen ITPA, cuatro polimorfismos en el gen NUDT15 (dos en
el exdon 1y dos en el exdn 3) y tres polimorfismos correspondientes al gen TPMT (exones 5, 7y
10). La descripcién de los mismos junto con la metodologia utilizada se detalla en la Tabla 3.
Aguellos polimorfismos que fueron determinados mediante la técnica de PCR-RFLP fueron

posteriormente confirmados mediante secuenciacion por Sanger.

La muestra control de 200 nifios cuyo componente ancestral fue determinado en el capitulo 2,
fue genotipada y utilizada para determinar que las frecuencias genéticas obtenidas en la

muestra de pacientes son representativas de la poblacion.

Por otro lado, la determinacidn de los genotipos del TPMT-VNTR se realizd mediante la
amplificacion por PCR del primer exén del gen TPMT, incluyendo la regidon promotora, seguida
de secuenciacidn Sanger. La determinacion de los genotipos del TPMT-VNTR solo se llevé a
cabo en la muestra de pacientes, es decir, los genotipos del TPMT-VNTR no fueron

determinados en la muestra control. Posteriormente, los genotipos del TPMT-VNTR y los
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genotipos obtenidos para el gen TPMT fueron utilizados para estimar los haplotipos mediante
el software Arlequin v3.5.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Para cada haplotipo se estimd el

desequilibrio de ligamiento (D’).

Tabla 3. Genes, polimorfismos y método de genotipado. Se muestran, para cada gen, los polimorfismos
analizados (rs), la metodologia utilizada, el cambio nucleotidico, la variante alélica correspondiente, el tamafio
esperado del amplicon y de los fragmentos de restriccidn, y las referencias de las cuales se obtuvieron las
condiciones de amplificacion.

Amplicon Fragmentos

Gen rs Método Polimorfismo Alelo o Referencia
(pb) restriccion (pb)
rs1127354 c.94C>A
ITPA PCR _& » 328 Cao 2002
rs7270101 Secuenciacion IVS2+21 A>C
rs186364861 c. 52 G>A *5
PCR _& L, 629 Moriyama 2016
rs554405994 ~ SECUENCiacion . 3¢ 37insGGAGTC  *2
NUDT15
rs116855232 c. 415C>T *3
PCR_& L, 450 Moriyama 2016
rs147390019 ~ Secuenciacion c. 416 G>A *4
rs1800462 PCRalelo €. 238G>C *2 245 Ameyaw 1999
especifico
_ G: 694
TPMT rs1800460 PCR-RFLP c.460 G>A *3B 694 Ameyaw 1999
(Mwo 1) A:443 + 251
_ A:373
rs1142345 PCR-RFLP c.719 A>G *3A 373 Ameyaw 1999
(Accl) G: 283+90

3.3.2 Datos Clinicos
A partir de las historias clinicas se relevaron los siguientes datos de la fase de mantenimiento:
1. Duracion total (en semanas)
2. Cantidad de GB al dia del inicio
3. Area de la superficie corporal (BSA)
4. Para cada semana del tratamiento:
a. Dosis de 6-mercaptopurina administrada
b. Porcentaje y motivo de reduccidn de la dosis de 6-MP
c. Motivo de suspensidn de la dosis de 6-MP

d. Datos de hemograma: hematocrito (HTO), niveles de hemoglobina (Hb), recuento de

leucocitos (GB), porcentaje de neutréfilos (Neu), porcentaje de linfocitos (Linf),
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porcentaje de Monocitos (Mono), porcentaje de Eosinofilos (Eos), porcentaje de

blastos y recuento de plaquetas
e. Datos de funcional renal: urea, creatinina y acido urico

f. Datos de funcional hepatico: bilirrubina total (BT) y directa (Bd), transaminasas (GPT

y GOT), fosfatasa alcalina (FA), albumina (ALB) y lactato deshidrogenasa (LDH)

g. Otros datos clinicos relevantes: Vomitos, Diarreas, Infecciones Respiratorias Agudas

(IRA), Fiebre, Crisis Broncoobstructivas (CBO), etc.

Los datos obtenidos de Hb, Leu, Neu, plaquetas, BT, GPT, GOT y FA fueron clasificados en
grados de toxicidad (1 a 4) de acuerdo al Common Toxicity Criteria (CTC) versidon 4.0 del NIH-

NCI.

Cabe destacar que en esta fase del tratamiento, que dura entre 63 y 74 semanas, los pacientes
concurren a consulta cada dos o tres semanas, por lo que el total de hemogramas relevados
por cada paciente oscila entre 30 y 35. Sin embargo, salvo en aquellos pacientes que
presentaron toxicidades hepaticas durante el tratamiento, la cantidad de funcionales
hepaticos por cada paciente es aproximadamente de seis registros. Por este motivo, solo se
realizaron andlisis teniendo en cuenta el nimero total de toxicidades hepaticas. Por otra parte,
la cantidad de registros de funcional renal por paciente es muy baja (1 o 2), o incluso
inexistente para algunos pacientes, por lo que no fueron considerados en los analisis de la

relacidn entre las variantes génicas y los eventos de toxicidad.

En base a los datos obtenidos de las historias clinicas se calcularon:

1. La dosis acumulada de 6-MP (por m” de superficie corporal) a las semanas 8, 16, 24, 32 y

total
2. La dosis promedio diaria de 6-MP (por m? de superficie corporal)
3. La cantidad total (y porcentaje) de semanas de reduccion de dosis de 6-MP

4. La cantidad (y porcentaje) de semanas de reduccion de dosis de 6-MP debidas a eventos

de toxicidad Hematoldgica
5. La cantidad total (y porcentaje) de semanas de suspension de dosis de 6-MP

6. La cantidad (y porcentaje) de semanas de suspensién de dosis de 6-MP debidas a eventos

de toxicidad Hematoldgica
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7. La presencia/ausencia de leucopenias Gdo.3 y 4 (GB <2,0x10°/L) en intervalos de 8

semanas hasta la semana 32 (1-8, 9-16, 17-24 y 25-32) y total

8. La presencia/ausencia de neutropenias Gdo.3 y 4 (Neu < 1,0x10°/L) en intervalos de 8

semanas hasta la semana 32 (1-8, 9-16, 17-24 y 25-32) y total

9. El nimero de leucopenias Gdo.3 y 4 en intervalos de 8 semanas hasta la semana 32 (1-8,

9-16, 17-24 y 25-32) y total

10. El nimero de neutropenias Gdo.3 y 4 en intervalos de 8 semanas hasta la semana 32 (1-

8,9-16, 17-24 y 25-32) y total

11. El nimero total de eventos de toxicidad hepatica (Gdo.3 y 4)

2.3.3 Analisis estadisticos

Todos los datos fueron analizados estadisticamente mediante el programa IBM SPSS Statistics
22, utilizando un intervalo de confianza del 95%. Los graficos fueron realizados mediante el

programa RStudio version 4.0.0.

Para cada uno de los polimorfismos, se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas, tanto
para la muestra de pacientes como para la muestra control. Se determiné, mediante la prueba
de Chi-cuadrado, si cada uno de los polimorfismos se encontraba en equilibrio de Hardy-
Weinberg (H-W). A su vez, mediante este mismo test, se determind si existian diferencias
estadisticamente significativas entre los genotipos obtenidos para la muestra de pacientes y la

muestra de controles.

Por otro lado, se comprobd si los datos obtenidos de las historias clinicas tenian una
distribucidn normal mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y se probd la homocedasticidad

mediante el andlisis de homogeneidad de varianzas.

Con los genotipos obtenidos y los datos derivados de las historias clinicas, se determiné la
posible asociacion entre la presencia de variantes en los genes ITPA, NUDT15 o TPMT vy los
eventos de toxicidad durante la fase de mantenimiento. Los datos utilizados como indicadores
de toxicidad fueron: semanas de reduccion de dosis, semanas de suspensidn del tratamiento,
dosis acumulada de 6-MP administrada, leucopenias (Gdo. 3 y 4), neutropenias (Gdo. 3y 4)y
eventos de toxicidad hepatica totales (Gdo.3 y 4). Para los genes NUDT15 y TPMT se considerd
como "paciente con mutacion" a aquellos que presentaban una variante, sin importan de cual

de ellas se tratara. En cambio, para el gen ITPA los analisis fueron realizados considerando
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cada una de las variantes por separado y teniendo en cuenta el genotipo completo (ambas

variantes a la vez).

La posible asociacidn entre las semanas de reduccion/suspension de dosis y la presencia de
variantes en los genes ITPA, NUDT15 y TPMT fue llevada a cabo mediante el test de Mann-
Whitney. Debido a que la duracion de la fase de mantenimiento varia segun el riego al que
pertenece el paciente, los andlisis que involucraban semanas de suspensién o reduccién de
dosis fueron realizados usando el porcentaje de semanas respecto al total. A su vez, dado que
el tratamiento puede ser reducido/suspendido por diversas causas no relacionadas con la
administracion de los farmacos, estos analisis también se realizaron considerando solamente
aquellas semanas en las que el tratamiento fue reducido/suspendido por causas

hematoldgicas.

Para los analisis de dosis de 6-MP se utilizaron los test de ANOVA y post-hoc Tukey en aquellos
casos en que los datos clinicos presentaban una distribucién normal y, en caso contrario, los
test Mann-Whitney o Kruskal-Wallis. Con los registros de la dosis de 6-MP administrada en
cada semana de la fase de mantenimiento, se calculd la dosis acumulada (por m? de superficie
corporal) a las semanas 8, 16, 24 y 32, asi como también el promedio diario. Estos datos, junto
con los genotipos previamente determinados fueron utilizados para analizar la posible
asociacion entre la dosis de 6-MP y la presencia de variantes en los genes ITPA, NUDT15 y
TPMT por separado. A su vez, los analisis también se realizaron por pares de genes,
considerando como "paciente con mutacion" a aquellos que presentaban al menos una
variante en TPMT o ITPA, en TPMT o NUDT15 y en NUDT15 o ITPA. Por ultimo, se analizé la
relacion entre las dosis y la presencia de una o mas variantes en el par de genes TPMT y/o
NUDTI15. Para esto, los pacientes fueron clasificados en 4 grupos: (0) no presentaban ninguna
variante, (1) con variantes Unicamente en TPMT, (2) con variantes solamente en NUDT15 y (3)

con variantes tanto en TPMT como en NUDT15.

Por otro lado, se analizé la posible asociacién entre el numero de eventos adversos
hematoldgicos (leucopenia y neutropenias grados 3 y/o 4) y la presencia de variantes en los
genes ITPA, NUDT15, TPMT por separado y en el par TPMT-NUDT15. Los analisis se realizaron
en periodos de 8 semanas (1-8, 9-16, 17-24 y 25-32) y en el total de semanas de la fase de

mantenimiento. Estos analisis fueron realizados mediante el test de Mann-Whitney.

Por otra parte, mediante odds ratio, se establecid el riesgo de presentar algin evento de
leucopenia en aquellos pacientes portadores de al menos una variante en los genes NUDT15y

TPMT respecto a pacientes sin variantes. Esto andlisis se realizaron en periodos de 8 semanas
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hasta la semana 32 (1-8, 9-16, 17-24 y 25-32) y en el total de semanas de la fase de

mantenimiento.

Para determinar la posible asociacion entre la toxicidad hepatica y las variantes en los genes
ITPA, NUDT15 y TPMT, se tuvo en cuenta Unicamente nimero total de toxicidades hepaticas
Gdo. 3 y Gdo.4 ocurridas durante toda la fase de mantenimiento. Este analisis se llevé a cabo

mediante el test de Mann-Whitney.

Posteriormente, se estudié la posible asociacidn entre la ancestralidad y las variantes en los
genes NUDT15 y TPMT. Para esto, la muestra fue subdividida en 3 subgrupos: (0) no
presentaban ninguna variante, (1) con variantes Unicamente en TPMT, (2) con variantes en
NUDTI15. Los datos de ancestralidad individual obtenidos en el capitulo 2 fueron utilizados
para obtener la media y desvio estandar de cada componente ancestral en cada subgrupo.
Finalmente, para comparar los subgrupos presentaban la misma ancestralidad se aplicé el test

de Mann-Whitney.

Adicionalmente, se estudio la relacién entre la ancestralidad y los eventos de leucopenia, asi
como también con los eventos de neutropenia. Por un lado, mediante el test de Mann-
Whitney, se determind la posible asociacion entre la presencia o ausencia de
leucopenias/neutropenias y cada uno de los componentes ancestrales. Este andlisis se realiz6
en el total de la muestra, sin diferenciar aquellos pacientes que presentaban variantes de los
gue no; en cada uno de los intervalos de tiempo previamente descritos (1-8, 9-16, 17-24, 25-32
y total). Por otro lado, se establecio el coeficiente de correlacion de Spearman entre cada
componente ancestral y el numero de eventos de leucopenia Gdo. 3, Gdo.4 y la suma de
ambos en el total de semanas de la fase de mantenimiento. Este andlisis se llevé a cabo en el
total de la muestra y en el subgrupo de pacientes que no eran portadores de alelos variantes

en los genes NUDT15 y TPMT.

Finalmente, mediante correlacion de Spearman se establecié la relacion entre la dosis
acumulada de 6-MP y cada componente ancestral. Este andlisis se realizd en el total de la
muestra y en el subgrupo de pacientes que no eran portadores de variantes en los genes

NUDT15y TPMT.

Cabe destacar que, aquellos pacientes portadores de alelos de baja actividad cuyo genotipo
fue notificado al médico tratante previo al inicio de la fase de mantenimiento, fueron excluidos

de todos estos analisis. Del mismo modo, los pacientes portadores de sindrome de Down no
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fueron tenidos en cuenta al momento de determinar la relacién entre las variantes y la

toxicidad.

Por dltimo, los analisis estadisticos realizados para establecer la relacién entre los
genotipos/alelos del TPMT-VNTR vy los eventos de toxicidad, junto con la ancestralidad se

detallan en el Apéndice del Capitulo 3 (seccién 3.8).

3.4 RESULTADOS

Parte de los resultados que se presentan a continuacidn fueron publicados en la revista British

Journal of Haematology (Soler et al., 2018). El articulo completo se presenta en el ANEXO IV.

3.4.1 Frecuencias de las variantes en los genes ITPA, NUDT15y TPMT

Todos los polimorfismos analizados se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg (p-value
>0,05, datos no mostrados). Las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
analizados para los genes ITPA, NUDT15 y TPMT se muestran en la Tabla 4. Como se puede

observar, cerca del 20% de los pacientes presentan variantes en estos genes.

Respecto al gen ITPA, se encontrd un Unico paciente homocigoto para el alelo C de la variante
IVS2+21 y ningun individuo homocigoto para el alelo A del polimorfismo c.94C>A. La frecuencia
de heterocigotos para el polimorfismo c.94C>A fue cercana al 8%. Esta frecuencia es similar a
la reportada para poblaciones africanas y levemente inferior a las reportadas para poblaciones
europeas (Marsh et al., 2004; 1000 Genomes Project Consortium, 2015). Por otro lado, la
frecuencia del alelo C de la variante intronica 1VS2+21 fue cercana al 8%, siendo similar a las
descritas para otras poblaciones latinoamericanas (1000 Genomes Project Consortium, 2015).
Las frecuencias obtenidas para ambos polimorfismos del gen ITPA en pacientes y controles

resultaron ser estadisticamente similares (Tabla 4).

En relacion al gen NUDT15, no se identificd ningun individuo homocigoto para las variantes
estudiadas. La frecuencia de portadores de alelos de baja actividad fue de 10,5%, siendo el
alelo NUDT15*2 el mas frecuente. Esta frecuencia es similar a las reportadas para las
poblaciones del este asiatico y para ciertas poblaciones latinoamericanas (Yang et al., 2015;
Moriyama et al., 2016; Texis et al.,, 2021). La variante c.36_37insGGAGTC del exén 1
(NUDT15%6) se encontré en desequilibrio de ligamiento con la variante c.415C>T del exén 3
(NUDT15%*3). No se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre las

frecuencias de la muestra de pacientes y la muestra de controles (Tabla 4).
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Tabla 4. Frecuencias genotipicas y alélicas de ITPA, NUDT15 y TPMT. Se muestran los genes (polimorfismos)
analizados, el nimero (N) y porcentaje de individuos por cada genotipo, junto con las frecuencias de cada alelo;
para la muestra de pacientes y de controles.

N (%) Frecuenicas Alélicas
Gen Genotipo p-value* Alelo
Pacientes Controles Pacientes Controles

cc 175 (91,6) 92(92,0) C 0,958 0,960
ITPA 94 C>A CA 16 (8,4) 8(8,0) 0,912 A 0,042 0,040

AA 0 0
AA 159 (83,3) 77(77,0) A 0,914 0,880
ITPA IVS2 +21 A>C AC 31(16,2) 22(22,0) 0,421 C 0,086 0,120

cc 1(0,5) 1(1,0)
*1/*1 170(89,5) 181(90,5) *1 0,947 0,952
*1/*2 12 (6,3) 12 (6,0) *2 0,032 0,030
*1/*3 1(0,5) 2(1,0) *3 0,003 0,005
NUDT15 0,943
*1/*4 4(2,1) 3(1,5) *4 0,010 0,008
*1/*5 0 0 *5 0,000 0,000
*1/*6 3(1,6) 2(1,0) *6 0,008 0,005
*1/*1 167 (88,4) 190 (95,0) *1 0,939 0,975
*1/*2 2(1,1) 1(0,5) *2 0,008 0,003
*1/*3A 18(9,5) 8(4,0) *3A 0,050 0,020
TPMT 0,174

*1/*3B 0 0 *3B 0,000 0,000
*1/*3C 1(0,5) 1(0,5) *3C 0,003 0,002

*2/*3A 1(0,5) 0

* Test de Chi cuadrado (comparacion de la muestra de pacientes y controles)

En cuanto al gen TPMT, la frecuencia de portadores de alelos de baja actividad fue 11,6%,
siendo el alelo TPMT*3A el mas frecuente. Esta frecuencia es similar a las reportadas para
poblaciones europeas (Ameyaw et al., 1999; Hon et al.,, 1999), asi como también para
Argentina (Araoz et al.,, 2014), Brasil (Silva et al., 2008) y Chile (Farfan et al., 2014). Cabe
sefialar que, el individuo heterocigoto compuesto (TPMT*2/TPMT*3A) observado en la
muestra de pacientes corresponde a una nifia que se atendia en un centro de salud privado de
Montevideo. Debido a que presentaba toxicidades extremas cuando era tratada con 6-MP, su
médico tratante solicité asesoramiento al SHOP-CHPR, donde le aconsejaron que enviara una
muestra a nuestro laboratorio para determinar si presentaba alguna variante del gen TPMT.
Finalmente, como se muestra en la Tabla 4, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre las frecuencias de pacientes y controles.
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3.4.2 Variantes en ITPA, NUDT15y TPMT vs reduccion o suspension de dosis de 6-MP

Se analizd la posible asociacidn entre la presencia de variantes en los genes ITPA, NUDT15 y
TPMT y las semanas de reduccidn y suspension de dosis de 6-MP en la fase de mantenimiento.
Los resultados obtenidos no mostraron una asociacién entre la presencia de variantes en el
gen ITPA y las semanas de reduccion de dosis o de suspension del tratamiento (Tabla 5). Por el
contrario, la presencia de variantes en los genes NUDT15 y TPMT presentd una asociacion
significativa tanto con el porcentaje de semanas de reduccidon total como con el porcentaje de
semanas de reduccion debido a causas hematolégicas. Es decir, los pacientes portadores de
variantes en los genes NUDT15 y TPMT tuvieron un mayor porcentaje de semanas con dosis
reducida.

Tabla 5. Variantes genéticas de ITPA, NUDT15 y TPMT vs semanas de suspension y reduccion de dosis de 6-MP.
Se muestran los p-valores (test Mann-Whitney) del analisis de asociacion entre las variantes genéticas y el

porcentaje de semanas de reduccion de dosis, de reduccidn de dosis por toxicidad hematoldgica, de suspension
de dosis, y de suspension de dosis por toxicidad hematoldgica.

p-value*
Gen Semanas Sem. Reduccion Semanas Sem. Suspension
Reduccion Hematologica Suspension Hematoldgica

ITPA 94 C>A 0,379 0,599 0,270 0,310
ITPA IVS2 +21 A>C 0,596 0,763 0,067 0,232
ITPA 0,198 0,140 0,306 0,317
NUDT15 0,000 0,000 0,339 0,020
TPMT 0,012 0,020 0,230 0,017

* Test Mann-Whitney

Por otro lado, la presencia de variantes en estos dos genes se vio asociada al porcentaje de
semanas de suspension del tratamiento Unicamente cuando la suspensién era debida a
toxicidades hematoldgicas (Tabla 5). Las Figuras 8 y 9 muestran graficamente los resultados
obtenidos del andlisis entre la presencia de variantes en los genes NUDT15 y TPMT vy las
semanas de reduccidon y suspensiéon de dosis de 6-MP por causas hematoldgicas,

respectivamente.
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Figura 8. Presencia de variantes en NUDT15 y TPMT vs semanas de reduccion de dosis de 6-MP por causas
hematolégica. Se muestra la relacién entre las semanas de reduccidn de dosis de 6-MP debidas a causas
hematoldgicas (%) y la presencia (1) o ausencia (0) de variantes en los genes TPMT (izq.) y NUDT15 (der).
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Figura 9. Presencia de variantes en NUDT15 y TPMT vs semanas de suspension de dosis de 6-MP por causas
hematoldgicas. Se muestra la relacién entre las semanas de suspension de dosis de 6-MP debidas a causas
hematoldgicas (%) y la presencia (1) o ausencia (0) de variantes en los genes TPMT (izq.) y NUDT15 (der.).
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3.4.3 Variantes genéticas y dosis de 6-MP

La dosis acumulada de 6-MP a las semanas 8, 16, 24, 32 y el promedio diario junto con los
genotipos previamente determinados fueron utilizados para analizar la posible asociacidn
entre la dosis de 6-MP y la presencia de variantes en los genes ITPA, NUDT15 y TPMT por
separado. Los resultados muestran una asociacién estadisticamente significativa ente la
presencia de variantes del gen TPMT vy la dosis acumulada de 6-MP en las semanas 8, 16, 24
(Figura 10A-C) y 32, asi como también con la dosis promedio diaria (Figura 10D). Los resultados

muestran que los pacientes portadores de alelos variantes para el gen TPMT recibieron menos

dosis de 6-MP.
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Figura 10. Variantes en TPMT vs Dosis de 6-MP. En las abscisas se muestra ausencia (0) o presencia (1) de
alguna de las variantes de TPMT y en el eje de las ordenadas, la dosis acumulada de 6-MP (por mz). (A)
Semana 8. (B) Semana 16. (C) Semana 24. (D)Promedio diario. En cada caso se muestra el test estadistico
utilizado y el p-valor obtenido.
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Al Igual que para el gen TPMT, los resultados obtenidos para el gen NUDT15 indican una
asociaciéon estadisticamente significativa ente la presencia de variantes en este gen y la dosis
acumulada en las semanas 8, 16, 24 (Figura 11A-C) y 32, asi como también con la dosis
promedio diaria (Figura 11D). Es decir, aquellos pacientes portadores de alelos variantes para
el gen NUDT15 recibieron menos dosis de 6-MP. Como se puede apreciar en la Figura 11D, los
pacientes con alelos variantes para NUDT15 recibieron una dosis promedio diario por inferior a
la dosis estandar (39,64mg/m?*/dia), mientras que los pacientes sin variantes recibieron una

dosis promedio diaria levemente superior a la dosis estandar (54,62mg/m?/dia).
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Figura 11. Variantes en NUDT15 vs Dosis de 6-MP. En las abscisas se muestra ausencia (0) o presencia (1)
de alguna de las variantes de NUDT15 y en las ordenadas, la dosis acumulada de 6-MP (por m?). (A)
Semana 8. (B) Semana 16. (C) Semana 24. (D) Promedio diario. En cada caso se muestra el test estadistico
utilizado y el p-valor obtenido.
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A diferencia de lo encontrado para los genes TPMT y NUDT15, los resultados no muestran una
asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de variantes del gen ITPA y la dosis
acumulada de 6-MP o la dosis promedio diario. Sin embargo, cuando este analisis se realiza
excluyendo de la muestra aquellos pacientes portadores de variantes en los genes NUDT15 y
TPMT, se evidencia una asociacion entre la variante exénica 94C>A del gen ITPA y la dosis

acumulada de 6-MP a las semanas 8 y 16, asi como también con el promedio diario (Tabla 6).

Tabla 6. Variantes de ITPA y dosis de 6-MP. Se muestran los p-valores (test Mann-Whitney o Kruskal-Wallis) del
andlisis de asociacion entre las variantes del gen ITPA y la dosis acumulada de 6-MP a las semanas 8, 16,24 y 32,
junto con el promedio diario. ITPA = Genotipo considerando ambos polimorfismos a la vez.

p-value*

Muestra Gen/variante Semana Semana Semana Semana Promedio
8 16 24 32 diario
ITPA 94 C>A 0,230 0,244 0,277 0,338 0,296
Total ITPAIVS2 +21 0,466 0,418 0,690 0,651 0,976
ITPA** 0,237 0,121 0,098 0,146 0,371
. ITPA 94 C>A 0,032 0,032 0,053 0,058 0,050

s/variantes

NUDT15 ITPAIVS2 +21 0,966 0,892 0,821 0,976 0,462
y/o TPMT ITPA** 0,151 0,079 0,062 0,118 0,148

* Test Mann-Whitney. ** Prueba de Kruskal-Wallis

Los resultados obtenidos de los andlisis de variantes por pares de genes muestran una
asociacion entre las dosis acumuladas (y promedio diario) y la presencia de variantes en el par
TPMT-NUDT15 (Figura 12A-D). Por el contrario, no se encontré6 una asociacion
estadisticamente significativa entre las dosis y la presencia de variantes en los pares TPMT-

ITPAy NUDT15-ITPA (datos no mostrados).

Por ultimo, basandose en los resultados obtenidos hasta este momento y teniendo en cuenta
que hay pacientes que presentan variantes para ambos genes (NUDT15 y TPMT), se analizd la
relacién entre las dosis y la presencia de una o mas variantes en el par de genes TPMT y/o

NUDT15.
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Figura 12. Variantes en TPMT y NUDT15 vs Dosis de 6-MP. En las abscisas se muestra ausencia (0) o
presencia (1) de alguna variante en TPMT y/o NUDT15 y, en el eje de las ordenadas la dosis de 6-MP. (A)
Semana 8. (B) Semana 16. (C) Semana 24. (D) Promedio diario. En cada caso se muestra el test estadistico
utilizado y el p-valor obtenido.

Para esto, los pacientes fueron clasificados en 4 grupos: (0) no presentaban ninguna variante,
(1) con variantes Unicamente en TPMT, (2) con variantes solamente en NUDT15 y (3) con
variantes tanto en TPMT como en NUDT15. Los resultados obtenidos (Tabla 7) muestran, para
todas las dosis, diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes sin
variantes (0) y los que presentan Unicamente variantes para el gen TPMT (1), asi como también
con el grupo que solo presentas variantes en el gen NUDT15 (2). Sin embargo, la presencia
concomitante de variantes en los genes NUDT15 y TPMT (grupo 3) presenta asociacion
Unicamente con la dosis acumulada de 6-MP a la semana 8, 16 y 24, pero no a la semana 32 o
con el promedio diario. Finalmente, no se evidenciaros diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos que presentaban variantes en uno de los genes (1 vs 2), ni entre

estos y el grupo que presentaba variantes en ambos genes (1 vs 3y 2 vs 3).
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Tabla 7. Variantes NUDT15 y/o TPMT y dosis de 6-MP. Se muestran los p-valores del analisis de asociacién entre
las variantes en NUDT15 y/o TPMT y la dosis acumulada de 6-MP a las semanas 8, 16, 24 y 32, junto con el
promedio diario. (0) Ausencia de variantes en NUDT15 y TPMT. (1) Presencia de variantes Unicamente en TPMT.
(2) Presencia de variantes solamente en NUDT15. (3) presencia simultanea de variantes en NUDT15y TPMT.

p-value*
Semana Semana Semana Semana Promedio

8 16 24 32 diario

Todos** 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ovs1 0,001 0,000 0,001 0,000 0,000
Ovs2 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
Ovs3 0,050 0,042 0,045 0,069 0,182
1vs2 0,927 0,923 0,758 0,505 0,635
l1vs3 0,705 0,459 0,470 0,186 0,257
2vs3 0,529 0,614 0,529 0,737 0,257

* Mann-Whitney. ** Kruskal Wallis.

A modo de ejemplo, la Figura 13 muestra graficamente los resultados obtenidos del analisis
entre la dosis promedio diaria y la presencia de una o mas variantes en el par de genes

NUDT15 y/o TPMT

Kruskal-wallis
p = 0,000

60 1

- Promedio Diario

Dosis 6-MP (mg/m2)

TPMT y/6 NUDT15

Figura 13. Grafica Variantes NUDT15 y/o TPMT vs Dosis promedio diario de 6-MP. En las abscisas se
muestra ausencia (0) de variantes en los genes TPMT y NUDT15, la presencia de alguna variante solo en
TPMT (1), solo en NUDT15 (2) y presencia concomitante de variantes en ambos genes (3). En el eje de las
ordenadas, la dosis promedio diario de 6-MP (mg/mz).
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Los resultados obtenidos de los andlisis entre las dosis de 6-MP y la presencia de variantes son
concordantes con los previamente obtenidos para las semanas de reduccidén y suspensiéon de

dosis.

3.4.4 Variantes genéticas y eventos adversos hematolégicos

Se analizé la posible asociacién entre el numero de eventos adversos hematoldgicos
(leucopenia y neutropenias grados 3 y/o 4) y la presencia de variantes en los genes ITPA,
NUDT15, TPMT y en el par TPMT-NUDT15. Los resultados obtenidos para ambas variantes de
ITPA no evidenciaron ninguna asociacidén estadisticamente significativa con la cantidad de
eventos de leucopenia, tanto cuando se analizaron por separado como teniendo en cuenta
ambas variantes como un Unico genotipo (datos no mostrados). Los resultados de los analisis
entre el nimero de leucopenia y las variantes de TPMT, NUDT15 y el par TPMT-NUDT15 se
muestran en la Tablas 8. Como se puede apreciar la Unica asociacién estadisticamente
significativa entre la presencia de variantes del gen TPMT y el nimero de leucopenias ocurre
en las primeras 8 semanas, tanto cuando se tienen en cuenta Unicamente aquellas grado 3 o
grado 4 por separado, como cuando se considera la suma de ambas. Por el contrario, los
resultados evidencian una fuerte asociacidon entre la presencia de variantes en NUDT15 vy las
leucopenias de grado 3 (o la suma de ambas) en todos los intervalos analizados salvo en el de
semana 25 a 32 (Tabla 8). Es decir, los pacientes portadores de alelos variantes para el gen

NUDT15 sufrieron mas eventos de leucopenias que aquellos sin variantes.

Tabla 8. Eventos de leucopenia y variantes en TPMT-NUDT15. Se muestran los p-valores obtenidos del analisis
entre la presencia de variantes genéticas (TPMT, NUDT15 y el par TPMT-NUDT15) y el nimero de leucopenias
grado 3 (G3), grado 4 (G4) y grado 3 y/o grado 4 (G3 + G4) para cada uno de los intervalos de 8 semanas (1-8, 9-
16, 17-24 v 25-32) v el total de la fase de mantenimiento.

Leucopenias (p-value*)

TPMT NUDT15 TPMT y/o NUDT15
G3 G4 G3+G4 G3 G4 G3+G4 G3 G4 G3+G4
Semla8 0,049 0,003 0,006 0,004 0,279 0,008 0,003 0,091 0,001
Sem9al6 0,223 0,253 0,205 0,000 0,214 0,000 0,001 0,045 0,000
Sem 17 a24 0,100 0,224 0,086 0,003 0,222 0,003 0,001 0,041 0,001
Sem 25332 0,449 0,434 0,467 0,136 0,431 0,173 0,232 0,182 0,266
Total 0,132 0,116 0,091 0,000 0,249 0,000 0,000 0,016 0,000

* Mann-Whitney

Respecto a los eventos de neutropenia, no se evidencid ninguna asociacién estadisticamente
significativa entre las variantes de ITPA y el nimero de eventos de neutropenia, asi como

tampoco con las variantes del gen TPMT. Los p-valores obtenidos de los andlisis entre el
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numero de neutropenias y las variantes de TPMT, NUDT15 y el par TPMT-NUDT15 se muestran
en la Tabla 9.

3.4.5 Variantes en NUDT15y/o TPMT y riesgo de leucopenias

Tabla 9. Eventos de neutropenia y variantes TPMT-NUDT15. Se muestran los p-valores obtenidos del analisis
entre la presencia de variantes genéticas (TPMT, NUDT15 y el par TPMT-NUDT15) y el nimero de neutropenias
grado 3 (G3), grado 4 (G4) y grado 3 y/o grado 4 (G3 + G4) para cada uno de los intervalos de 8 semanas (1-8, 9-
16, 17-24 y 25-32) y el total de la fase de mantenimiento

Neutropenias (p-value*)

TPMT NUDT15 TPMT y/o NUDT15
G3 G4 G3+G4 G3 G4 G3+G4 G3 G4 G3+G4
Semla8 0,215 0,446 0,134 0,204 0,004 0,018 0,079 0,057 0,018
Sem9al6 0,511 0,578 0,540 0,001 0,563 0,000 0,006 0,213 0,001
Sem 17 a24 0,328 0,853 0,231 0,034 0,379 0,044 0,039 0,275 0,022
Sem 25332 0,323 0,597 0,504 0,481 0,135 0,199 0,832 0,211 0,539
Total 0,640 0,665 0,616 0,000 0,074 0,000 0,003 0,141 0,004

* Mann-Whitney

Por ultimo, teniendo en cuenta los resultados obtenidos previamente de la asociacién entre la
presencia de variantes en los genes TPMT y/o NUDT15 y el nimero de leucopenias; se calculd,
mediante odds ratio, el riesgo de presentar un evento de leucopenia en los pacientes que
presentan variantes para estos genes. Los resultados obtenidos se ilustran en la Tabla 10.
Como se puede observar, los pacientes que presentan variantes en los genes TPMT y/o
NUDTI15 tienen aproximadamente 3 veces mas riesgo de presentar un evento de leucopenia
que aquellos individuos sin variantes. Sin embargo, este "riesgo" no aparece estadisticamente
significativo ni en el intervalo que va desde la semana 25 a la semana 32 ni en el total de

semanas de la fase de mantenimiento (Tabla 10).

3.4.6 Variantes genéticas y eventos hepaticos adversos

Los resultados obtenidos de los analisis de asociacién entre el nimero de eventos de toxicidad
hepatica (grado 3 y 4) y la presencia de variantes en los genes ITPA, NUDT15 y TPMT, no
evidenciaron ningln tipo de asociacidon estadisticamente significativa, tanto cuando se

analizaron los genes de manera individual como de a pares (datos no mostrados).
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Tabla 10. Analisis de riesgo de leucopenia. Se muestra el resultado del analisis de riesgo de leucopenia en funcidn
del genotipo TPMT-NUDT15, para los periodos de 1 a 8, 9 a 16, 17 a 24, 25-32 y total de semanas. Los individuos
con uno o mas alelos de riesgo en el gen TPMT y/o NUDT15 fueron asignados a la categoria >1.

Alelos NUDT15 y/o TPMT

Grado 0 21 OR* p-value
Leucopenia N (%) N (%) (95% 1C)
<2 91 (66,4) 13 (39,4)
Sem1la8 3,043 0,005
>3 46 (33,6) 20 (60,6) (1,391-6,660)
<2 71 (51,8) 9(28,1)
Sem9al6 2,749 0,018
>3 66 (48,2) 23 (71,9) (1,186-6,370)
<2 99 (72,3) 13 (41,9)
Sem17a24 3,607 0,002
>3 38(27,7) 18 (58,1) (1,612-8,072)
<2 105 (77,2) 20 (69,0)
Sem 25a32 1,524 0,349
>3 31(22,8) 9(31,0) (0,630-3,685)
<2 25(18,2) 3(9,1)
Total 2,232 0,213
>3 112 (81,8) 30(90,9) (0,631-7,897)

* odds ratio. IC=intervalo de confianza

3.4.7 Ancestralidad y variantes en los genes NUDT15y TPMT

La Tabla 11 resume los estadisticos descriptivos de cada componente ancestral en cada uno de
los 3 subgrupos de pacientes analizados. Como se puede apreciar, todos los subgrupos
presentan un componente ancestral mayoritario europeo, seguido del componente nativo

americano y por ultimo el componente ancestral africano.

De los tres subgrupos analizados, el subgrupo de pacientes portadores de variantes en el gen
NUDT15 (2) es el que presenta el componente nativo americano mas elevado y el menor
componente africano. Por otro lado, el subgrupo con variantes en el gen TPMT (1) es el que
muestra el componente ancestral europeo mas bajo y el componente africano mas alto. El
subgrupo de pacientes sin variantes en los genes NUDT15 y TPMT (0) presenta una
ancestralidad global muy similar a la muestra total de pacientes (Tabla 2). Sin embargo, cuando
se compara estadisticamente la ancestralidad de estos tres subgrupos, no se evidencian

diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los tres componentes ancestrales
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Tabla 11. Ancestralidad global por subgrupo. Se muestra la media, el desvio estandar (s.d.), el valor minimo (Min)
y el valor maximo (Max) de cada componente ancestral en cada una de los tres subgrupos de pacientes: (0) sin
variantes en NUDT15y TPMT, (1) con variantes Unicamente en TPMT vy (2) con variantes en NUDT15.

Componente s/ variantes (0) TPMT (1) NUDT15 (2)
ancestral Media *s.d. Min Max Media +s.d. Min Max Mediats.d. Min Max
Africana 10,9+7,9 23 41,6 11,8+8,6 25 330 82+40 24 167
Europea 70,0+ 14,2 198 94,7 65,9+11,1 471 830 6804140 352 856
Nativo Americana 19,1+£12,0 1,7 54,6 22,3+14,9 3,8 45,3 23,8+13,3 6,1 57,5

(Tabla 12). Cabe destacar que estos analisis también se realizaron dividiendo la muestra de
pacientes en dos subgrupos de dos maneras diferentes: a) Pacientes portadores de variantes
en NUDT15 vs el resto de los pacientes y b) pacientes portadores de variantes en TPMT vs el
resto de los pacientes. Ninguno de los resultados obtenidos evidencia diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (datos no mostrados).

Tabla 12. Ancestralidad y variantes en NUDT15 y/o TPMT. Se muestran los p-valores obtenidos del analisis
entre cada componente ancestral y presencia de variantes en NUDT15 y TPMT. (0) Ausencia de variantes en
NUDT15 y TPMT. (1) Presencia de variantes Unicamente en TPMT. (2) Presencia de variantes en NUDT15.

p-value*
Africana Europea Nativo americna
Todos** 0,629 0,317 0,290
Ovs1 0,792 0,164 0,507
Ovs2 0,387 0,476 0,136
lvs2 0,341 0,483 0,680

*Mann-Whitney.* Kruskal Wallis

3.4.8 Ancestralidad y eventos de leucopenia

Los resultados obtenidos de los andlisis realizados entre la ancestralidad y los eventos de
toxicidad hematoldgica (test de Mann-Whitney), no mostraron ninguna asociacién
estadisticamente significativa entre cada uno de los componentes ancestrales y la
presencia/ausencia de eventos de leucopenia y de neutropenia en ninguno de los cinco
intervalos analizados (1-8, 9-16, 17-24, 25-32 y total de semanas) (datos no mostrados).
Asimismo, no se evidencié una correlacién entre el nimero de eventos de leucopenia (Tabla
13) o neutropenias (datos no mostrados) y la ancestralidad cuando se analiza el total de la

muestra de pacientes. Sin embargo, cuando se excluyen de la muestra aquellos pacientes
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portadores de variantes en los genes NUDT15 y TPMT, se evidencia una correlacién negativa
estadisticamente significativa entre el nUmero de eventos de leucopenia y el componente
ancestral nativo americano (Tabla 13). Por el contrario, los resultados obtenidos entre la
ancestralidad y los eventos de neutropenia en este subgrupo de pacientes no muestran

ninguna correlacidn estadisticamente significativa (datos no mostrados).

Tabla 13. Correlacidn entre ancestralidad y los eventos de leucopenia. Se muestra el coeficiente de correlaciéon
de Spearman (r) y el p-valor (p) para cada componente ancestral y los eventos de leucopenia totales de grado 3
(G3), de grado 4 (G4) y la suma de ambos (G3+G4); en el total de la muestra de pacientes y en el subgrupo de
pacientes sin variantes en los genes NUDT15y TPMT.

Leucopenia total

Muestra Componente G3 G4 G3+G4

Ancestral r p r p r p
Africana 0,004 0,955 0,041 0,602 0,01 0,899
Total Europea 0,064 0,412 0,091 0,247 0071 0,364
Nativo Americana  -0,133 0,088 0,132 0,091 0,143 0,067
) Africana 0,048 0,581 0,089 0,310 0,053 0,545

s/variantes

NUDT15 Europea 0134 0,123 0,146 0,093 0,151 0,083
y TPMT Nativo Americana  -0,238 0,006 0,240 0,005 0,258 0,003

r = Coeficiente de correlacion de Spearman. p = p-value

3.4.9 Ancestralidad y dosis de 6-MP

Los resultados obtenidos de los analisis entre la ancestralidad y la dosis de 6-MP no mostraron
ningun tipo de correlaciéon estadisticamente significativa entre ninguno de los componentes
ancestrales y las dosis acumuladas a la semana 8, 16, 24, 32 y el promedio diario. Asimismo,
cuando se excluyeron de la muestra aquellos pacientes con variantes en los genes NUDT15 y
TPMT, tampoco se evidencid una correlacidn entre cada componente ancestral y las dosis

acumuladas de 6-MP (datos no mostrados).

3.4.10 TPMT-VNTR: frecuencias, toxicidad y ancestralidad

Todos los resultados (y su discusidn) referentes al TPMT-VNTR fueron publicados en el articulo
"Ancestry and TPMT-VNTR Polymorphism: Relationship with Hematological Toxicity in

Uruguayan Patients with Acute Lymphoblastic Leukemia" en la revista Frontiers in
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Pharmacology (Burguefio-Rodriguez et al., 2020), y ha sido incluida como apéndice de este
capitulo (Seccién 3.8). Cabe mencionar que, previo a la determinacién de los genotipos del
TPMT-VNTR, se descarté la presencia de otras posibles mutaciones en los genes NUDT15 y
TPMT. Para esto, el gen TPMT se caracterizd6 completamente por la amplificacion y
secuenciacion de sus nueve exones, mientras que para NUDT15 se secuencié el exdn 2.
Ninguno de los pacientes analizados presentd mutaciones en los exones de TPMT. Respecto a
NUDT15, se encontrd un Unico paciente portador de una mutacién (C>T) en el exén 2, cuya
prediccidn in silico segun el software Polyphen-2 (GIu57GIn) indica que posiblemente altere la
funcidn de la proteina. Desafortunadamente, no se cuenta con la historia clinica de dicho

paciente.

A modo de resumen, en dicho trabajo se identificaron un total de 10 alelos (A,B,C) y 18
genotipos diferentes del TPMT-VNTR en 130 pacientes analizados. El genotipo mdas frecuente
fue A,BC/A,B,C (33,8%), seguido de los genotipos A,BC/A,BC (25,4%) y A,B,C/A,B,C (11,5%). El
numero total de repetidos del VNTR (A+B+C) oscilé entre seis (ABC/ABC) y 14 (A;BC/AsBC). Las
frecuencias alélicas obtenidas fueron similares a las previamente reportadas para poblaciones
de Portugal, Mozambique (Alves et al., 2002) y Serbia (Zukic et al., 2010; kotur et al., 2012). Al
igual que lo previamente reportado, los alelos TPMT*2 y TPMT*3C se encontraron asociados a
los alelos A,BC y AB,C del TPMT-VNTR, respectivamente (Alves et al., 2002; Marinaki et al.,
2003; Urbancic et al., 2018). Sin embargo, a diferencia de lo previamente reportado (Yan et al.,
2000; Alves et al., 2001; Marinaki et al., 2003; Urbancic et al., 2018), el alelo TPMT*3A se
encontré asociado a seis alelos diferentes del TPMT-VNTR. Por otra parte, los resultados
muestran que aquellos pacientes sin variantes en los genes NUDT15 y TPMT pero que son
portadores de cinco o mas repetidos "A" en TPMT-VNTR presentan mas eventos de
leucopenias severas. Finalmente, se encontrd una correlacién negativa entre el componente
ancestral nativo americano y el nimero de eventos de leucopenia en el subgrupo de pacientes

gue no presentan alelos variantes en los genes NUDT15y TPMT.

3.5 DISCUSION

Los resultados indican que cerca del 20% de los pacientes presentan alguna de las variantes
estudiadas en los genes ITPA, NUDT15 y TPMT. Las frecuencias obtenidas para cada uno de los
alelos analizados no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre la muestra

de pacientes y la de controles (Tabla 4).
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La frecuencia del alelo A para el polimorfismo c.94C>A del gen ITPA, tanto en pacientes como
en controles, fue de 4% (Tabla 4). Esta frecuencia es similar a las reportadas para poblaciones
africanas (Cao & Hegele, 2002; Marsh et al., 2004) y para ciertas poblaciones europeas
(Atanasova et al., 2007), siendo muy inferior al 13%-15% especificado para poblaciones
asiaticas (Marsh et al., 2004; Maeda et al., 2005). Sin embargo, esta frecuencia es mayor a las
informadas para poblaciones de Perd y México, donde apenas alcanzan al 1% y 2%,
respectivamente (Marsh et al., 2004). Asimismo, es superior a la reportada para la poblacion
chilena, donde la frecuencia de heterocigotos fue de tan solo 3% (Farfan et al., 2014).
Teniendo en cuenta que la poblacién uruguaya estd formada por el aporte desigual de
poblaciones de origen europeo, africano y nativo americano, y que el componente mayoritario
es europeo; se esperaba que la frecuencia de esta variante fuese similar o ligeramente menor
a las reportadas para poblaciones europeas. Las diferencias observadas entre nuestra
poblacién y las otras poblaciones latinoamericanas podrian ser explicadas por el aporte
desigual de las poblaciones ancestrales minoritarias (africana y nativo americana). Por otro
lado, la frecuencia del alelo C de la variante intrdnica IVS2+21 de este mismo gen en pacientes
y controles fue de 8,6% y 12%, respectivamente. Aunque los resultados no muestran
diferencias estadisticamente significativas entre ambas muestras, se puede apreciar que la
frecuencia de este alelo es ligeramente mayor en controles (Tabla 4). Mientras que la
frecuencia observada en pacientes se asemeja mas a la reportada para poblaciones africanas o
latinoamericanas (1000 Genomes Project Consortium, 2015), la de los controles es similar a la
descrita para poblaciones europeas (Marinaki et al., 2004; Shipkova et al., 2006; Atanasova et
al., 2007). Puesto que ambas muestras presentan una ancestralidad global semejante (Capitulo
2), no se esperaba, a priori, encontrar diferencias entre ambas muestras. Sin embargo, el
hecho de que la ancestralidad global sea equiparable, no significa que necesariamente ambas
muestras presenten la misma ancestralidad a lo largo de todo el genoma (Colistro et al., 2020).
Ademas, como se describid en el Capitulo 2, ambas muestras presentan una gran variabilidad

interindividual, que podria explicar la ligera diferencia entre pacientes y controles.

Respecto al gen NUDT15, la frecuencia de portadores de alelos de baja actividad fue de 10,5%
(Tabla 4). Esta frecuencia es similar a las reportadas para Guatemala (Moriyama et al., 2016),
para poblaciones de "nativos mexicanos" de Oaxaca, Durango y Campeche (Texis et al., 2021) y
levemente inferior a las descritas para poblaciones del sur de Asia (Wong et al., 2015; Yang et
al., 2015; Suzuki et al. 2016; Wang et al., 2020). Sin embargo, esta frecuencia es muy superior a
las descritas para poblaciones europeas o africanas, que practicamente no presentan variantes

en el gen NUDT15 (1000 Genomes Project Consortium, 2015; Moriyama et al., 2016). Teniendo
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en cuenta que el componente ancestral de origen europeo en nuestra poblacién es cercano al
70% (Capitulo 2) y que la frecuencia de variantes de NUDT15 en poblaciones europeas no
supera el 1% (1000 Genomes Project Consortium, 2015; Moriyama et al., 2016), llama la
atencién la proporcién de individuos portadores de alelos de baja actividad para NUDT15
observada tanto en la muestra de pacientes como en la muestra de controles. Al igual que
como se sugiridé para la frecuencia de la variante IVS2+21 del gen ITPA, el hecho de que la
ancestralidad global tenga un componente mayoritario de origen europeo, no significa que
todas las regiones del genoma mantengan esta proporcidon (Colistro et al.,, 2020). Cabe la
posibilidad de que la region donde esta ubicado el gen NUDT15 presente, en nuestra
poblacién, un componente nativo americano mayor al determinado a nivel global para todo el
genoma. Otra posible explicacién podria ser que la frecuencia de variantes para este en
poblaciones europeas esté subestimada, tal y como sugiere Schaeffeler et al. (2019). Segun
estos autores, los datos sobre variantes de NUDT15 en pacientes con ascendencia europea son
limitados. De hecho, en su investigacion, ellos detectan un 13% de individuos portadores de
variantes para NUDT15 en una cohorte de 107 pacientes con ancestralidad europea que
presentaron hematotoxicidad grave asociada a tiopurinas. Segun Schaeffeler et al. (2019), sus
resultados proporcionan una "evidencia convincente" sobre la necesidad de determinar,
previo al tratamiento con tiopurinas, la presencia de variantes en el gen NUDT15 en pacientes
de origen europeo. Por otra parte, en relacién a las frecuencias obtenidas para cada uno de los
genotipos por separado, se observa que el genotipo NUDT15*1/NUDT15*2 es el mas frecuente
(entre los genotipos que presentan variante) tanto en la muestra de pacientes como en la
muestra de controles. Este resultado difiere de lo descrito para poblaciones del este de Asia
(Moriyama et al., 2016; Wang et al., 2020), en las que el genotipo mas frecuente es
NUDT15*1/NUDT15*3. Puesto que el alelo NUDT15*2 es la combinacion de las variantes
NUDT15*3 y NUDT15*6 (Figura 6), los individuos que fueron genotipados como
NUDT15*1/NUDT15*2 podrian ser heterocigotos compuestos NUDT15*3/NUDT15%6. Sin
embargo, este genotipo es extremadamente raro, encontrandose Unicamente en poblaciones

del este asiatico en una frecuencia cercana al 0,2% (Moriyama et al., 2016).

En relacion al gen TPMT, la frecuencia de portadores de alelos de baja actividad para este gen
fue de 11,6%, siendo el alelo TPMT*3A el mas frecuente. No se encontrd ningun individuo
homocigoto para las variantes de este gen, asi como tampoco ningun individuo portador de la
variante TPMT*3B aislada (Tabla 4). Estas frecuencias son similares a las reportadas para
poblaciones europeas (Ameyaw et al., 1999; Hon et al., 1999; 1000 Genomes Project

Consortium, 2015), asi como también para Argentina (Araoz et al., 2014), Brasil (Boson et al.,
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2003; Silva et al., 2008) y Chile (Farfan et al., 2014). Dado que el componente ancestral
mayoritario de la poblacién uruguaya es europeo, no sorprende que la frecuencia de variantes
del gen TPMT sea similar al de las poblaciones europeas y a la de Argentina, Chile y Brasil. Al
igual que lo que sucede con la variante NUDT15%*6, como el alelo TPMT*3A resulta de la
combinacion de las variantes TPMT*3B y TPMT*3C, la técnica utilizada no permite distinguir
entre individuos heterocigotos TPMT*1/TPMT*3A e individuos heterocigotos compuestos
TPMT*3B/TPMT*3C. Sin embargo, teniendo en cuenta que el alelo TPMT*3B presenta una
frecuencia muy baja en todas las poblaciones estudiadas hasta el momento (Ameyaw et al.,
1999; Hon et al., 1999; Hongeng et al., 2000; Boson et al., 2003; Silva et al., 2008; Ardoz et al.,
2014; Farfan et al., 2014; Wu et al.,, 2019), es mas probable que estos individuos sean
heterocigotos TPMT*1/TPMT*3A.

En suma, dada la naturaleza hibrida de la poblacién uruguaya y la variabilidad interindividual
que presenta, no es de extrafiar que en nuestra poblacidn co-existan variantes de los genes

ITPA, NUDT15y TPMT a frecuencias diferente a las reportadas para otras poblaciones.

Los resultados obtenidos de los analisis entre las semanas de reduccidn de dosis y las variantes
en los genes estudiados indican que existe una fuerte asociacidn entre el porcentaje de
semanas de reduccién de dosis y la presencia de variantes en los genes NUDT15y TPMT (Tabla
5, Figura 8). Esta asociacion fue estadisticamente significativa tanto cuando se consideraron las
semanas reducidas sin tener en cuenta el motivo de reduccion como cuando se tuvo en cuenta
Unicamente las semanas con dosis reducida debida a toxicidades hematoldgicas. Luego de
analizar exhaustivamente los motivos por los cuales el médico tratante reduce la dosis durante
la fase de mantenimiento, se pudo constatar que en la mayoria de los casos la reduccién de
dosis se debe a eventos de hematotoxicidad. Es decir, no existe una gran diferencia entre el
numero total de semanas con dosis reducida y el nimero de semanas reducidas por causas
hematoldgicas. Estos resultados son compatibles con los reportados para varias poblaciones
(Shah et al., 2016; Suzuki et al., 2016; Wong et al., 2016; Singh et al., 2017; Moradveisi et al.,
2019; Puangpetch et al., 2020), donde se expone que las variantes en NUDT15 y TPMT estan
asociadas con los eventos de leucopenias (Hongeng et al., 2000; Evans, 2004; Wang et al. 2010;
Almoguera et al., 2014). Asimismo, es concordante con lo reportado por Yang et al. (2015),
quienes demuestran que los individuos heterocigotos para variantes de NUDT15 toleran en
promedio un 63% de la dosis estandar de tiopurinas. Por otro lado, los resultados obtenidos
para las variantes de ITPA indican que no existe asociacidn entre estas y las semanas de

reduccion de dosis. Teniendo en cuenta que la mayoria de los pacientes son heterocigotos
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para la variante intrdnica IVS2 +21, que la actividad enzimatica de ITPA en individuos
heterocigotos para esta variante es aproximadamente 60% (Sumi et al., 2002; Atanasova et al.,
2007; Azimi et al., 2015) y que las asociaciones entre la toxicidad y la variante c.94C>A de este
gen reportadas por diferentes autores es contradictoria (Marinaki et al., 2004; Ma et al., 2014;
Azimi et al., 2015), era factible no detectar un asociacién estadisticamente significativa. Sin
embargo, cuando se estudia esta posible asociacién en el subgrupo de pacientes que no
presentan variantes para los genes NUDT15 y TPMT, se detecta una asociacién (p-value =
0,026) entre el genotipo de ITPA (teniendo en cuenta ambas variantes a la vez) y el porcentaje
de semanas de reduccion de dosis debidas a causas hematoldgicas (dato no mostrado en los
resultados). Este resultado es concordante con lo reportado por Stocco et al. (2009), quienes
observan que los pacientes con variantes de /TPA tienen una mayor probabilidad de presentar
neutropenia febril solamente cuando la dosis de 6-MP es ajustada por el genotipo de TPMT. En
otras palabras, el efecto de las variantes de ITPA sobre las semanas de suspensién de dosis

gueda enmascarado por la presencia de variantes en los genes NUDT15y TPMT.

Por otra parte, los analisis entre las variantes y las semanas de suspension del tratamiento
muestran que existe una asociacidn estadisticamente significativa entre las variantes de los
genes NUDT15 y TPMT Unicamente cuando se consideran las semanas de suspensidn debidas a
causas hematoldgicas (Tabla 5, Figura 9). A diferencia de lo que sucede con las semanas de
reduccion de dosis, los motivos por los cuales el médico tratante suspende el tratamiento no
son mayoritariamente causas de toxicidad hematoldgica, encontrandose suspensiones debidas
a herpes zoster, dermatitis atdpica, diarrea intensa o de larga duracién, fiebre alta, edemas,
toxicidad hepatica, etc. En consecuencia, existe una diferencia considerable entre el nimero
total de semanas suspendidas y aquellas suspendidas por hematotoxicidad. Por este motivo,
no sorprende haber encontrado una asociacion Unicamente cuando se consideran las semanas
de suspension debidas a toxicidad hematoldgica. Al igual que en el analisis de reduccidn de
dosis, no se evidencia asociacion entre las variantes del gen ITPA y las semanas de suspension
del tratamiento cuando se analiza el total de los pacientes. En cambio, cuando los pacientes
portadores de variantes para los genes NUDT15 y TPMT son excluidos de la muestra, se
detecta una asociacion (p-value = 0,036) entre la variante c.94C>A de ITPA y el porcentaje de
semanas de suspension de tratamiento debida a causas hematoldgicas (dato no mostrado en

los resultados).

Los resultados obtenidos para las semanas de reduccidn y suspension de dosis muestran que

existe una fuerte asociacién entre estas y la presencia de variantes en los genes NUDT15 y
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TPMT. Esta asociacién podria estar indicando que existe en una mayor probabilidad de
presentar efectos hematoldgicos adversos en aquellos individuos portadores de variantes en
dichos genes. Sin embargo, las semanas de reduccidn y suspensién de dosis son medidas
indirectas de los efectos adversos. En primer lugar, el analisis de semanas de reduccién de
dosis no considera cual fue el porcentaje de reduccién de la misma. Por ejemplo, un paciente
al cual se le redujo la dosis al 80% durante dos semanas y un paciente al cual se le redujo la
dosis al 50% la primera semana y al 30% la segunda, son considerados como "iguales" en el
analisis de reduccién de dosis, siendo que uno tolerd una dosis menor que el otro. En segundo
lugar, la cantidad de semanas de reduccién o suspensién de dosis no siempre indican la
cantidad exacta de eventos de toxicidad hematoldgica, incluso si se tienen en cuenta solo las
semanas debidas a hematotoxicidad. Por ejemplo, supongamos dos pacientes que presentan
una leucopenia Gdo. 4 y a los que se les suspende el tratamiento por una semana. A la semana
siguiente, basdndose en los datos de un nuevo hemograma, el médico tratante puede indicar a
uno de los pacientes retomar el tratamiento con una dosis del 100%, mientras que para el otro
paciente decidir un "reinicio lento" e indicarle una semana al 50% de la dosis. En consecuencia,
con un Unico evento de toxicidad hematoldgica, uno de los pacientes suspendié una semana,
mientras que el otro tuvo una semana de suspensién y una de reduccién. Por lo tanto, los
analisis realizados con las semanas de reduccidon y suspension de dosis son un primer indicio
de la relaciéon que existe entre las variantes de estos genes y los efectos adversos. Para
reafirmar esta relacién fue necesario identificar parametros de toxicidad mads directos tales
como la dosis acumulada de 6-MP administrada y el numero de eventos de

leucopenias/neutropenias, cuyos resultados se discuten a continuacion.

Respecto a la relacidn entre la dosis administrada de 6-MP y la presencia de variantes en los
genes ITPA, NUDT15 y TPMT, los resultados sefialan que existe una asociacidon entre la
presencia de alelos variantes en los genes NUDT15 y TPMT cuando estos son analizados por
separado y la dosis acumulada de 6-MP (Figuras 10 y 11). Concretamente, los pacientes
portadores de alelos variantes para el gen TPMT recibieron una dosis promedio diaria de
42,4mg/m2, mientras que aquellos pacientes sin variantes en este gen recibieron 54,7mg/m2.
Estos resultados son compatibles con los previamente reportado, donde se describe que los
individuos heterocigotos para este gen presentan una actividad enzimatica intermedia (Evans,
2004; Lee et al.,, 2005) o que la enzima resultante es mas inestable y es rapidamente
degradada, disminuyendo su actividad catalitica (Tai et al., 1997; Tai et al., 1999; Evans, 2004;
Wang et al., 2010). A su vez, los pacientes portadores de alelos variantes para el gen NUDT15

recibieron una dosis promedio diaria de 39,6mg/m’, mientras que aquellos pacientes sin
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variantes en este gen recibieron 54,6mg/m?. Al igual que para el gen TPMT, este resultado es
concordante con lo previamente reportados por Yang et al. (2015), quienes observaron que los
individuos heterocigotos para variantes de NUDT15 toleraban aproximadamente el 63% de la
dosis estandar. Puesto que en ambos casos, la dosis promedio diaria fue menor a la dosis
estandar (50mg/m?), se podria decir que la presencia de variante en TPMT y NUDT15 tiene el
mismo tipo de efecto. Por este motivo, se analizé la relacién entre las dosis y la presencia de
variantes en el par de genes TPMT-NUDT15. Los resultados obtenidos (Figura 12) confirman la
asociaciéon previamente detectada cuando se analizan los genes por separado.
Especificamente, los pacientes "mutados" para TPMT y/o NUDT15 presentaron una dosis
promedio diaria de 40,4mg/m’, mientras que los que no tenian variantes en estos genes

tuvieron una dosis promedio diaria de 56,1mg/m?’ (Figura 12).

Puesto que, cuando se analiza la relacién ente la dosis de 6-MP y las variantes en los genes por
separado, la dosis promedio diaria es mas baja en aquellos pacientes portadores de variantes
en NUDT15 que en aquellos con alelos variantes para TPMT, se podria decir que, a priori, las
variantes de NUDT15 tienen un efecto mayor que las de TPMT. Cabe destacar que cuando se
analizan los genes por separado, en el grupo de pacientes "sin variantes de TPMT" estan
incluidos aquellos pacientes portadores de variantes en NUDT15. Del mismo modo, en el
grupo de pacientes "sin variantes en NUDT15" estdn incluidos aquellos pacientes portadores
de variantes en TPMT. Por lo tanto, la hipdtesis de que las variantes de NUDT15 tienen un
efecto mayor que las variantes de TPMT podria ser erronea. De hecho, los resultados
obtenidos de relacion entre la dosis y la presencia de una o mads variantes en el par de genes
TPMT y/o NUDT15 (Tabla 7, Figura 13), no muestran diferencias significativas entre los
pacientes que son portadores de variantes solo en TPMT (grupo 1) y aquellos que son
portadores de variantes Unicamente en NUDT15 (grupo 2). La dosis promedio diaria de los
pacientes que son portadores Unicamente de variantes en TPMT fue de 40,6mg/m2, mientras
que para aquellos portadores de variantes de NUDT15 fue de 37,8 mg/m? Por dltimo, un
resultado que llama la atencién de este ultimo andlisis es que los pacientes portadores de
variantes en ambos genes (grupo 3) recibieron una dosis promedio semanal mas alta
(48,2mg/m?) que aquellos que solo son portadores de variantes en uno u otro de los genes
(Tabla 7, Figura 13). Una posible explicacidon para este resultado inesperado es que se deba a
un problema estadistico, debido a que solamente hay tres pacientes portadores de variantes
en ambos genes y que uno de ellos es un paciente "outsider" con una dosis promedio semanal

de 60,8mg/m”.
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Por otro lado, los resultados obtenidos no muestran una asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia de variantes del gen ITPA y la dosis de 6-MP, cuando este gen es
analizado por separado. Sin embargo, cuando este analisis se realiza excluyendo de la muestra
aquellos pacientes portadores de variantes en los genes NUDT15 y TPMT; se evidencia una
asociacion entre la variante exdnica 94C>A del gen ITPA y la dosis de 6-MP (Tabla 6). Al igual
gue para los resultados obtenidos para las semanas de reduccidon de dosis, este resultado es
concordante con lo reportado con Stocco et al. (2009), quienes plantean que es necesario
corregir la dosis de acuerdo al genotipo de TPMT para evidenciar el efecto de las variantes de
ITPA. Esto sugiere las variantes en el gen ITPA tienen un efecto sobre la toxicidad, pero que

este efecto es menor que el de los alelos de TPMTy NUDT15.

Estos resultados reafirmar los resultados previamente obtenidos entre la presencia de estas
variantes y las semanas de reduccidn/suspensién de dosis. Sin embargo, como la dosis
acumulada de 6-MP y las semanas de reduccidén/suspension de dosis son dos parametros de
toxicidad parcialmente relacionados, también se analizd la relaciéon entre los eventos de

toxicidad hematoldgica y la presencia de variantes.

Los resultados obtenidos entre los eventos de leucopenia y las variantes genéticas muestran
una asociacion entre las variantes de NUDT15 (y el par TPMT-NUDT15) y las leucopenias G3 y
G3+G4 (Tabla 8). Es decir, los pacientes portadores de alelos variantes de NUDT15 sufrieron
mas eventos de leucopenias. Este resultado es concordante con lo previamente reportado
para otras poblaciones que han demostrado una asociacion entre la presencia de variantes en
NUDTI15 y los eventos de toxicidad hematoldgica en pacientes tratados con mercaptopurina
(Shah et al., 2016; Suzuki et al., 2016; Wong et al., 2016; Singh et al., 2017; Moradbveisi et al.,
2019; Puangpetch et al.,, 2020). La falta de asociacién entre las variantes genéticas y las
leucopenias G4 no llama la atencién. Por lo general, el médico tratante reduce la dosis o
suspende el tratamiento antes de que el paciente presente una leucopenia tan severa, de
manera que la cantidad de registros con leucopenias G4 es baja. Por otro lado, la falta de
asociacién en el periodo que va de la semana 25 a la 32 puede deberse a un ajuste de la dosis
de 6-MP administrada durante ese periodo de tiempo. Cabe recordar que los analisis de dosis
se realizaron con la dosis de 6-MP acumulada a lo largo de las 32 semanas y no en intervalos
discretos, de manera que no se cuenta con la dosis administrada durante ese periodo, la cual
deberia ser calculada a partir de los datos de las historias clinicas. Este mismo razonamiento
podria explicar la falta de asociacién entre las variantes del gen TPMT y los eventos de

leucopenias en los periodos 9-16, 17-24, 25-32 y total (Tabla 8).
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Respecto a los eventos de neutropenia los resultados muestran una asociacidon entre las
variantes de NUDT15 (y el par TPMT-NUDT15) y las neutropenias G3 y G3+G4, pero solo en
determinados intervalos de tiempo (Tabla 9). Estos resultados no son concluyentes. Puesto
qgue, el nimero de neutréfilos es calculado a partir del nimero de GB, las neutropenias no son
un buen indicador de toxicidad hematolégica. Muchas veces ocurre que, como el paciente
presenta niveles bajos de GB (toxicidad Gdo. 3), el médico tratante decide, en base a ese dato,
reducir el tratamiento y simplemente no anota los datos del resto del hemograma. A su vez,
cabe destacar que si el paciente presenta leucopenia Gdo. 4 (GB<1,0), indefectiblemente el

paciente tendrd una neutropenia Gdo. 3 (0,5 <Neu <1,0).

Finalmente, el analisis de riesgo de leucopenias indica que los pacientes portadores de
variantes en TPMT y/o NUDT15 tienen 3 veces mas riesgo de sufrir eventos de leucopenia
severos que aquellos que no tienen variantes (Tabla 10). Este resultado es compatible con la
asociacién detectada entre estos polimorfismos y el nimero de leucopenias previamente
descrita en este capitulo y con los reportados por otros autores (Relling et al., 1999; Evans et
al., 2001; Efrati et al., 2009; Kapoor et al., 2010; Almoguera et al., 2014; Yang et al., 2014; Yang
et al., 2015; Moriyama et al., 2016; Shah et al., 2016; Suzuki et al., 2016; Wong et al., 2016;
Relling et al., 2019). Sin embargo, este riesgo "desaparece" en el intervalo que va de la semana
25 a la 32 y en el total del tratamiento. Cuando se observa detalladamente el nimero de
pacientes que presentaron al menos un evento de leucopenia (Tabla 10), se puede apreciar
que en el intervalo 25-32, solo el 31% de los pacientes "mutados"” presentaron leucopenias,
mientras que en los otros intervalos varia entre el 58% y el 72%. Este resultado sugiere
nuevamente que la dosis de 6-MP administrada a esos pacientes durante ese intervalo fue
ajustada. Respecto al total del tratamiento, se puede apreciar que cerca del 82% de los
pacientes sin variantes presentaron al menos un evento de leucopenia. Es decir, ademas de
presentar mas eventos de leucopenias, los pacientes portadores de variantes en los genes
NUDT15 y TPMT presentan leucopenias tempranamente. Sin embargo, a lo largo de las 63-74
semanas que dura la fase de mantenimiento, eventualmente, la mayoria de los pacientes

sufriran al menos un evento de leucopenia

Las variantes en los genes NUDT15 y TPMT explican el 40% de las toxicidades hematoldgicas
ocurridas durante la fase de mantenimiento del tratamiento de LLA pedidtrica. Los resultados
obtenidos en este capitulo muestran el rol que juegan ciertas variantes genéticas en el
metabolismo de la mercaptopurina y su relacidon con los efectos adversos ocurridos durante el

tratamiento. Remarcan la importancia de realizar el genotipado de los pacientes previo al
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inicio del tratamiento. De hecho, la Figura 14 ilustra graficamente, a modo de ejemplo, la dosis
y el nimero de GB de un paciente heterocigoto para el gen NUDT15 y cuyo genotipo fue
informado al médico tratante en la semana 46 de la fase de mantenimiento. Se puede ver que
hasta la semana 46 (flecha roja), la dosis de 6-MP administrada fluctia entre el 0% y el 100%
(linea azul) y, en consecuencia, el nimero de GB (triangulos) también fluctua, llegando en
muchas ocasiones a niveles de toxicidad Gdo. 3 (zona rosa). Luego de que el genotipo es
informado al médico tratante, este decide mantener la dosis al 40% de la dosis estandar. En
consecuencia, el nimero de GB se mantiene estable y en niveles de toxicidad Gdo. 2 (2,0 < GB

< 3,0), es decir en los niveles de citotoxicidad deseados.
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Figura 14. Dosis y GB de un paciente heterocigoto para NUDT15. En las abscisas se muestra las semanas de
la fase de mantenimiento. En las ordenadas se muestra el porcentaje de dosis de 6-MP administrada (izq.) y
el nimero de glébulos blancos (der.). La zona rosa indica el nivel de toxicidad Gdo. 3. La fecha roja indica la
semana en que el genotipo del paciente fue informado al médico tratante. La zona celeste muestra el
periodo en aue el paciente es tratado teniendo en cuenta su genotipo.

Respecto a los resultados obtenidos de la posible asociacién entre la ancestralidad y la

presencia de variantes, no se detectd ninguna asociacién significativa entre la presencia de
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variantes en los genes NUDT15 o TPMT y los tres componentes ancestrales. Asimismo, no se
evidencio ninguna asociacion entre la ancestralidad y la dosis de 6-MP o la presencia/ausencia
de eventos de leucopenia/neutropenias. Sin embargo, se encontré una correlacidn negativa
entre el componente ancestral nativo americano y el nimero de eventos de leucopenias G3,
G4 y G3+G4 en el subgrupo de pacientes sin variantes en los genes TPMT y NUDT15 (Tabla 13).
Esta correlacion ya habia sido identificada cuando se analizé la ancestralidad y el TPMT-VNTR
(Seccién 3.8, Apéndice del Capitulo 3, Tabla Suplementaria 4). Sin embargo, cuando se realizé
ese analisis fueron considerados Unicamente el total de eventos de leucopenias (G3+G4) en un
numero menor de pacientes y el p-valor obtenido (0,032) fue mayor a los obtenidos en este
analisis (Tabla 13). Estos nuevos resultados reafirmar la correlacién previamente detectada en
dichos analisis. Debido a que esa correlacién ocurre en el subgrupo de pacientes sin variantes
en los genes NUDT15 y TPMT, seria necesario realizar otros estudios para determinar cudles
son los factores genéticos que estan asociados a un nimero mayor de eventos de leucopenias.
Una asociacion similar, pero con la sobrevida libre de enfermedad en lugar de con los eventos
de leucopenia, fue descrita por Yang et al. (2011). Estos autores encontraron una asociacion
negativa entre el componente nativo americano y la sobrevida libre de enfermedad, tanto
cuando la variable ancestralidad fue considerada como una variable continua como cuando fue
considerada como variable dicotomica (baja vs alta, con un cut off de 10%). Esta misma
aproximacién podria ser aplicada a nuestros datos para ver si la correlacién se mantiene
utilizando un cut off. Por otro lado, se podria estudiar la posible asociacion entre los genotipos
de cada uno de los 45 AlMs utilizados, con el fin de detectar alguna region del genoma donde
potencialmente hubiese algin gen/variante que pudiese explicar un mayor nimero de

leucopenias en esos pacientes sin variantes en NUDT15 y TPMT.

3.6 CONCLUSION

Las frecuencias observadas en los genes analizados muestran que un porcentaje no
despreciable (aprox. 20%) de la poblacion presenta alelos variantes relevantes en el

tratamiento con 6-MP contra la Leucemia Linfobldastica Aguda.

La frecuencia de pacientes portadores de alelos variantes del gen TPMT (aprox. 11%) son

similares a las reportadas para poblaciones europeas y para otros paises latinoamericanos.

La frecuencia de pacientes con variantes del gen NUDT15 (aprox. 10%) son similares a las

reportadas para poblaciones latinoamericanas y para algunas poblaciones asiaticas.
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Existe una asociacion entre los eventos de toxicidad hematoldgica y la presencia de variantes
en los genes TPMT y NUDT15. Es decir, pacientes con mutaciones en dichos genes, tienen un

mayor riesgo de presentar eventos de toxicidad hematoldgica durante el tratamiento.

Los analisis para el gen ITPA no muestran una asociacion entre la presencia de variantes y los
eventos de toxicidad hematoldgica en el tratamiento con 6-MP, excepto cuando los pacientes

con variantes en NUDT15 y TPMT son excluidos de la muestra.

No se encontré una asociacion significativa entre los eventos de hepatotoxicidad y la presencia

de variantes en los genes ITPA, NUDT15 y TPMT.

La ancestralidad global no presenta ninguna asociacién estadisticamente significativa con la
presencia de variantes en los genes NUDT15 y TPMT, asi como tampoco con la dosis de 6-MP

administrada.

Existe una correlacion negativa entre la ancestralidad de origen nativo americano y el nUmero
de eventos de leucopenia en aquellos pacientes que no presentan variantes en los genes

NUDT15y TPMT.

Existe una asociacion entre la cantidad de repetidos "A" en el TPMT-VNTR y el nimero de
eventos de leucopenias. Esto sugiere que la cantidad de repetidos en este VNTR podria ser un

factor de riesgo durante el tratamiento con 6-MP (Apéndice capitulo 3).

Aunque las variantes en los genes NUDT15 y TPMT no explican el total de efectos adversos
ocurridos durante la fase de mantenimiento del tratamiento de la LLA con 6-MP, la
determinacidon previa del genotipo para estos genes disminuiria considerablemente los

eventos téxicos durante el tratamiento.
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6-Mercaptopurine (6-MP) is a thiopurine drug widely used in childhood acute
lymphoblastic leukemia (ALL) therapy. Genes such as TPMT and NUDT15 have an
outstanding role in 6-MP metabolism. Mutations in both genes explain a significant
portion of hematological toxicities suffered by ALL Uruguayan pediatric patients. A
variable number tandem repeat in the TPMT promoter (TPMT-VNTR) has been
associated with TPMT expression. This VNTR has a conservative architecture
(AnBmC). To explore new causes of hematological toxicities related to ALL therapy,
we genotyped the TPMT-VNTR of 130 Uruguayan pediatric patients. Additionally,
individual genetic ancestry was estimated by 45 ancestry-informative markers (AlMs).
Hematological toxicity was measured as the number of leukopenia events and 6-MP
dose along the maintenance phase. As previously reported, we found TPMT*2 and
TPMT*3C alleles were associated to TPMT-VNTR A2BC and AB2C, respectively.
However, contrasting with other reports, TPMT’3A adlele was found in a
heterogeneous genetic background in linkage equilibrium. Patients carrying more
than 5 A repeats present a significant higher number of leukopenia events among
patients without TPMT and/or NUDT15 variants. Native American ancestry and the
number of A repeats were significantly correlated with the number of leukopenia events.
However, the correlation between Native American ancestry and the number of
leukopenia events was lost when the number of A repeats was considered as
covariate. This suggests that TPMT-VNTR alleles are more relevant than Native
American ancestry in the hematological toxicity. Our results emphasize that TPMT-
VNTR may be used as a pharmacogenetic biomarker to predict 6-MP-related
hematological toxicity in ALL childhood therapy.

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia, TPMT, TPMT-VNTR, NUDT15, 6-MP, Pharmacogenomics, Ancestry,
Hematological toxicity
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INTRODUCTION

Childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most
frequent children cancer worldwide. Uruguay is not an
exception. The 5-year disease-free survival (DFS) in this
country is similar to that observed in developed countries
(Castillos et al,, 2012). Although ALL treatments have been
improved, approximately 20% of the patients suffer a diversity
of adverse side effects due to the nonspecific action and the
narrow therapeutic range of the drugs.

In Uruguay, Berlin-Frankfurt-Miinster (IC-BFM) protocol is
used to treat ALL pediatric patients. In this protocol, patients are
classified as standard, intermediate, and high risk according to
age of diagnosis, white blood cell (WBC) count, blast number in
peripheral blood at day 8, blast percentage in the bone marrow at
days 15 and 33, and the presence of translocations. The overall
chemotherapy consists in a two-year (104 weeks) treatment
encompassing many phases. According to the risk group, the
maintenance phase varies between 63 and 74 weeks. In this phase,
patients received 50 mg/m?/day of 6-mercaptopurine (6-MP) and
20 mg/m?/week of methotrexate (MTX). During the maintenance
phase, complete blood count (CBC) is performed weekly along
the first two months and then every two or three weeks.

Thiopurine S-methyltransferase (TPMT) is a cytosolic enzyme,
in which physiological function remains uncertain. TPMT catalyzes
the S-methylation of thiopurine drugs such as azathioprine, 6-MP,
and 6-thioguanine (6-TG), which are widely used in autoimmune,
inflammatory, and cancer diseases (Spire-Vayron de la Moureyre
et al,, 1998; Appell et al, 2013; Chouchana et al., 2014).

Normally, 6-MP and 6-TG are considered as purines and are
metabolized to thioguanine nucleotides (TGNs) which will be
incorporated into DNA, causing damage and triggering further
cellular apoptosis (Pan and Nelson, 1990; Kotur et al., 2012). In
the hematopoietic tissue, TPMT has an outstanding role in the
downregulation of TGN formation due to its S-methyltransferase
activity. There is therefore an inverse relationship between the
activity of TPMT and active TGN metabolites’ concentration
(Relling et al., 2011).

TPMT illustrates one of the most characteristic examples of
pharmacogenetics utility, attempting to a personalized drug
therapy. To date, more than 44 TPMT mutant alleles have
been described  (https://www.hmvliu.se/tpmtalleles), but
TPMT*2, TPMT*3A, and TPMT*3C alleles represent more
than 95% of inherited TPMT deficiency (Ameyaw et al,, 1999;
Chrzanowska et al,, 2012). Furthermore, within the TPMT gene
promoter, there is a variable number tandem repeat (VNTR)
region (Spire-Vayron de la Moureyre et al., 1998; Spire-Vayron
de la Moureyre et al., 1999), whose composition and number of
repeats have been associated with TPMT expression (Zukic et al.,
2010; Kotur et al., 2012; Kotur et al., 2015). This GC-rich VNTR
region (TPMT-VNTR) has a three-element architecture, two of
them being variable in their copy number (AmBnC). According
to Vergnaud and Denoeud (2000) criteria, this VNTR is
considered a minisatellite, and, hitherto, 19 different alleles
have been described (Urbancic et al., 2018).

It has already been reported that, in Uruguayan pediatric
patients under ALL therapy, approximately 30% of the

TPMT-VNTR and ALL Hematological Toxicity

hematological toxicities are explained by SNPs at TPMT and
NUDT1IS5 genes (Soler et al., 2018). This result demonstrates once
again the importance of specific studies for each population,
especially in admixed ones such as Uruguayan population. The
aim of this work is to analyze the TPMT-VNTR in ALL pediatric
patients from Uruguay and determine its association with 6-MP
hematological toxicity (measured as the number of leukopenia
events and 6-MP cumulative dose) in the maintenance phase;
taking individual genetic ancestry into account.

METHODOLOGY

Patients and Clinical Data
DNA samples of 130 ALL Uruguayan pediatric patients aged

between 1 and 15 years were analyzed. All patients were followed
up at the Servicio Hemato Oncolégico Pedidtrico—Centro
Hospitalario Pereira Rossell, Montevideo, Uruguay, and treated
with the IC-BFM protocol (58 according to ALL-IC-BFM 2002
and 72 according to ALL-IC-BFM 2009). The collected clinical
data were 6-MP dose and the number of leukopenia events along
the first 32 weeks of the maintenance phase. The cumulative 6-
MP dose was calculated at weeks 8, 16, 24, and 32. Additionally,
we calculated the mean weekly 6-MP dose (mg/m®). On the
contrary, the hematological toxicity (leukopenia events’ grades 3
and 4) was analyzed as a whole and within eight-week intervals
(1-8, 9-16, 17-24, and 25-32 weeks). The data analyzed in this
study were collected blinded to genotypes from the patients’
medical files by the two corresponding researchers.

The protocol and procedure employed in this study was
approved by the CENUR Litoral Norte, Universidad de la
Republica, institutional ethics committee, and informed
consent was obtained from parents, guardians, and/or patients,
as required (Exp. N" 311170-000332-17, www.expe.edu.uy).

TPMT, TPMT-VNTR, and NUDT15
Genotyping

Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes by
the saline extraction method (Miller et al., 1988). Patients were
previously genotyped for TPMT and NUDT15 genes which are the
most common variants (Soler et al., 2018). The number and type of
tandem repeats were determined by TPMT first-exon PCR
amplification, including the promoter region, followed by Sanger
sequencing. Furthermore, in order to discard other possible
mutations, the TPMT gene was completely characterized by the
amplification and sequencing of its nine exons. In addition, since
NUDT15 variants analyzed by Soler et al. (2018) were in exons 1
and 3, we also sequenced NUDT15 exon 2. Amplification primers
and PCR conditions are shown in Supplementary Table S1.

Linkage Disequilibrium

TPMT-VNTR genotypes and TPMT genotypic data previously
reported by Soler et al. (2018) were used to estimate the gametic
phase, applying Arlequin software v3.5.2 (Excoffier and Lischer,
2010). For each haplotype, we estimated the normalized linkage
disequilibrium (D’).
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TABLE 1 | TPMT-VNTR genotype frequencies and TPMT genotype.

TPMT-VNTR n Freq. (%) TPMT (n) Group*
313 ABC/ABC 1 0.77 1°/'3A 1
3/4a ABC/A2BC 1 0.77 11 1
3/5a ABC/A2B2C 1 0.77 11 1
4a/da A2BC/A2BC 33 25.38 *1/*1 (29) 1
172 (1)
*1/"3A (3)
4a/4b A2BC/AB2C 4 3.08 11
4a/5a A2BC/A2B2C 44 33.85 *1/*1 (43)
*1/°3A (1)
4a/5b A2BC/A3BC 1 0.77 *1/"1 2
4a/6a A2BC/A2B3C 1 8.46 11 1
4a/6b A2BC/AB4C 2 1.54 11 1
4a/6c A2BC/A4BC 2 1.54 11 2
4a/Ta A2BC/ASBC 3 2.31 /4 2
4b/5a AB2C/A2B2C 2 1.54 11 (1) 1
*1/°3C (1)
5a/5a A2B2C/A2B2C 15 11.54 11 (13) 1
*1/°3A (2)
5a/5b A2B2C/A3BC 1 0.77 *1/*1 2
5a/6a A2B2C/A2B3C 5 3.85 11 1
5a/7a A2B2C/A5BC 2 1.54 11 2
6b/8a AB4C/ABBC 1 0.77 *1/'3A 2
7a/7a ASBC/ASBC 1 0.77 *1/'3A 2
Total - 130 - - -

Freq.: TPMT-VNTR genotype frequency. *1): number of A repeats < 5; 2): number of A
repeats = 5.

Ancestry

A total of 45 ancestry-informative markers (AIMs) located along
all autosomes were genotyped (Supplementary Table S2). These
AIMs were selected from the SNP panel published by Yaeger et al.
(2008). Nineteen of them were performed by the SNaPshot
multiplex system (Thermo Fisher Scientificc, Waltham,
Massachusetts, United States) and 26 by MassARRAY SNP
genotyping (Agena Bioscience Inc., San Diego, United States).
In order to estimate the European, Amerindian, and African
ancestry, Structure software (Pritchard et al., 2000) was used with
100,000 iterations for the burn-in period and 1,000,000 additional
iterations. The parental populations included 42 Europeans
(Coriell's North American panel), 37 West Africans
(nonadmixed Africans living in London, United Kingdom, and
South Carolina, United States), and 30 Native Americans (15
Mayans and 15 Nahuas), who were genotyped on an Affymetrix
100 K SNP chip (data were kindly provided by Dr. Laura
Fejerman (University of California, San Francisco)).

Statistical Analysis

Allele and genotype frequencies were estimated by gene counting.
Correlation between clinical data and the number of repeats (A, B,
and A + B) was analyzed by Spearman correlation test
Additionally, patients were classified into two groups according
to the number of A repeats (A < 5 and A > 5). The assodation
between these two groups with 6-MP cumulative dose and the
number of leukopenia events was analyzed by variance analyses
(ANOVA) and Mann-Whitney test, respectively. Furthermore,
association between individual ancestry, clinical data, and genetic
information was analyzed by ANOVA, Spearman, and partial
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correlation. Classification tree was built to cluster the patients
according to the number of leukopenia events, using the chi-
squared automatic interaction detection (CHAID) algorithm. The
categorical variables considered were the presence or absence of
TPMT and/or NUDT15 variants, A repeats’ groups, and Native
American ancestry (cutoff 15%). All analyzes were carried out in
the total sample and in the sample subdivided by the presence or
absence of TPMT and NUDT15 variants. Statistical analysis was
performed in R statistical package with a CI of 95%, with exception
of the classification tree which was carried on SPSS 22.0.

RESULTS

TPMT-VNTR Genotypic and Allelic

Frequencies

TPMT and NUDTIS5 exon sequencing did not reveal any other
mutation to those previously reported by Soler et al. (2018).
Regarding TPMT-VNTR, we identified 18 different genotypes and
10 different alleles. The total number of VNTR repeats (A + B + C)
ranged from 6 (ABC/ABC) to 14 (A5SBC/A5BC) (Table 1).

The most frequent TPMT-VNTR genotypes were *4a/*5a
(33.85%), *4a/*4a (25.38%), *5a/*5a (11.54%), and *4a/*6a
(8.46%). Therefore, TPMT-VNTR alleles *4a (51.54%), *5a
(32.59%), and *6a (6.15%) explain more than 90% of
variability (Table 1 and 2).

Six different TPMT-VNTR genotypes (*3/*3, *4a/*4a, *4a/*5a,
*5a/*5a, *6b/*8a, and *7a/*7a) were found in the nine
heterozygous TPMT*3A/*1 patients. The TPMT*2/*] and
TPMT*3C/*1 patients have the *4a/*4a and *4b/*5a TPMT-
VNTR genotypes, respectively (Table 1).

Estimation of the gametic phase showed the TPMT*3A allele
associated to five TPMT-VNTR alleles (*3, *4a, *5a, *7a, and *8a),
whereas TPMT*2and TPMT*3C alleles were associated to
TPMT-VNTR alleles *4a and *4b, respectively. With exception

TABLE 2 | Linkage disequilibrium between TPMT-VNTR alleles and TPMT alleles
obtained from estimated haplotype combinations.

TPMT-VNTR Freq. TPMT n D s X2 P
alleles (%) allele
'3 ABC 154 “1 3 0217 0017 4325 0038
“3A 1 0223 0022 5640 0018
*4a  A2BC 5154 “1 130 0118 0001 0170  0.680
2 1 1,000 0004 0944  0.331
“3A 3 0138 0001 018 0665
*4b  AB2C 231 ¥ 5 0130 0009 2344 0.126
*3C 1 1,000 0.163 42497 <0.0001
‘5a A2B2C 3269 ¥ 82 0444 0004 1,009 0295
‘3A 3 0320 0002 0464 049
*5b A3BC 077 * 2 1,000 0000 008 0765
‘6a  A2B3C 6,15 “1 16 1,000 0003 0753 0.386
‘6b  AB4C 1,15 “1 3 1000 0001 0134 0714
‘6c  ABC 077 “1 2 1,000 0000 008 0765
‘7a  ASBC 289 “1 6 0105 0007 1,795  0.180
*3A 1 0112 0010 2522 0112
‘8a ABBC 038 *3A 1 1,000 0087 22724 <0.0001

Freq.: TPMT-VNTR allele frequency. D': normalized linkage disequilibrium coefficient. r:
correlation coefficient. X°: chi-square. p = p value.
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TABLE 3 | Association between the number of leukopenia events and 1) the number of A, B, and A + B repeats and 2) risk groups.

Interval (weeks) Spearman correlation (1) Mann-Whitney (2)
Number of A Number of B A + B repeats Number of leukopenia events P
repeats repeats
R P R P r P Risk group 1 Risk group 2
N Mean N Mean
1-8 Total 0.245 0.008 -0.122 0.116 -0.007 0.474 88 0.61 8 1.63 0.010
wt 72 0.54 6 1.50 0.044
mut 16 0.94 2 2 0.105
9-16 Total 0.112 0.140 0.056 0.294 0.106 0.151 88 0.85 8 1.62 0.105
wit 72 0.71 6 117 0.328
mut 16 1.50 2 3 0.163
17-24 Total 0.166 0.054 -0.170 0.050 -0.070 0.250 87 0.48 8 1.25 0.025
wt Al 0.41 6 1.17 0.068
mut 16 0.81 2 1.50 0.216
25-32 Total 0.137 0.093 0.099 0.172 0.126 0.114 86 0.34 8 0.63 0.154
wt 71 0.28 6 0.67 0.148
mut 15 0.60 2 0.50 0.669
Total Total 0.240 0.009 -0.075 0.233 0.044 0.336 88 2.27 8 5.13 0.002
(32 weeks) wt 72 1.93 6 4.50 0.012
mut 16 3.81 2 7 0.078

1) Association between the number of leukopenia events and the number of A, B, and A + B repeats was done by Speanman test. 2) The number of leukopenia events between risk groups
was compared by Mann-Whitney test. Total: total sample; wt: patients without TPMT or NUDT 15 vaniants; mut: patients with TPMT ana/or NUDTT 5 variants. r: Spearman conrelation
coefficient. p: p value. N: number of individuals. Rsk group 1: A < 5. Risk group 2: A = 5. Mean: mean number of leukopenia events' grade 3 or 4.

of haplotypes *3-TPMT*1, *3-TPMT*3A, *4a-TPMT*3C, and
*8a-TPMT*3A, the remaining haplotypes were found in
linkage equilibrium (Table 2).

Association of TPMT-VNTR with

Hematological Toxicity

We found a significant correlation between the number of A repeats
and the number of leukopenia events in the interval 1-8 (p = 0.008)
and when the 32 weeks were analyzed as a whole (p = 0.009)
(Table 3). Graphical representation of total leukopenia events at
week 32 showed a trend toward a greater number of leukopenia
events when the number of A repeats was equal or higher than five
(Supplementary Figure S1). Therefore, patients were classified into
two groups according to the number of A repeats: risk group 1 with
less than five A repeats and risk group 2 with five or more A repeats.
When the number of leukopenia events was compared among the
risk groups by the Mann—Whitney test, the number of leukopenia
events was significantly greater in risk group 2 than that in risk
group 1 at intervals 1-8 and 17-24 and considering the 32 weeks as
a whole (Table 3).

As the number of leukopenia events is strongly associated with
TPMT and NUDT15 variants (Relling et al,, 2011; Cargnin et al,,
2018; Soler et al., 2018), we also subdivided the sample according
to the presence or absence of TPMT and/or NUDTI5 variants.
The association between risk groups and the number of
leukopenia events remains significant only in the subsample
without TPMT and/or NUDT15 variants. This association was
observed in the interval 1-8 and in the total number of leukopenia
events at week 32 (Table 3).

We did not detect significant correlations between 6-MP
cumulative dose and the TPMT-VNTR length (A + B) as well
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as with the number of A or B repeats separately
(Supplementary Table S$3). Moreover, 6-MP cumulative
dose did not show an association with risk groups by
ANOVA neither in the total sample nor in the sample
subdivided by the presence and absence of TPMT and/or
NUDT15 variants (data not shown).

Ancestry, Hematological Toxicity, and
TPMT-VNTR

Ancestry was determined in 111 of 130 patients. European,
Native American, and African ancestral proportions were
739 + 14.8%, 169 + 11.7%, and 9.12 + 7.4% (mean + SD),
respectively (Supplementary Figure S2).

There is a significant negative correlation between the number
of leukopenia events and Native American ancestry in patients
without TPMT and/or NUDT15 variants (Supplementary Table
$4). Moreover, risk group 2 patients showed a significantly higher
European and lower Native American ancestry than patients from
risk group 1 among patients without TPMT and/or NUDTI5
variants (Supplementary Figures 2C)D). In order to analyze
the relevance of the abovementioned variables, we additionally
performed a partial correlation analysis between the number of
leukopenia events and patients’ Native American ancestry using
risk groups as covariate. This analysis did not show a significant
correlation (p = 0.120). Furthermore, classification tree first divided
the sample by the presence or absence of TPMT and/or NUDT15
variants and then by risk groups resulting in three groups (two
nodes). Native American ancestry was not a significant variable to
explain the number of leukopenia events (Figure 1).

6-MP cumulative dose does not show a significant correlation with
European, Native American, or African ancestry in the total sample.
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DISCUSSION

As it has been widely reported, TPMT and NUDT15 genes have
an outstanding role in the 6-MP metabolic pathway. Variants in
both genes induce loss of their enzymatic activity and the
subsequent accumulation of TGN, resulting in the presence of
adverse drug reaction due to 6-MP (Fabre et al., 2004; Yang et al.,
2014; Moriyama et al., 2016; Soler et al., 2018; Cao et al., 2020).
However, patients without TPMT and/or NUDT15 variants also
suffer 6-MP adverse effects. A VNTR region in the TPMT
promoter has been postulated to modulate TPMT activity
(Spire-Vayron de la Moureyre et al, 1998) and hence may
explain part of the hematological toxicity due to 6-MP.

In our study population, an admixed one, overall TPMT-
VNTR allele frequencies did not differ significantly from the
previously reported for Portuguese and Mozambique (Alves et al.,
2002), Asian British (Marinaki et al, 2003), and Serbian
populations (Zukic et al., 2010; Kotur et al., 2012). The most
frequent alleles found were *4a and *5a followed by *6a, which
were similar to those observed in other populations (Alves et al,
2002; Marinaki et al., 2003; Zukic et al., 2010; Urbancic et al,
2018). Interestingly, alleles *3 and *4b were found at higher
frequencies than those observed in European populations and
similar to those reported for Mozambique and Asian British
populations, respectively (Alves et al., 2002; Marinaki et al., 2003;
Urbancic et al, 2018). This fact could be explained by the
contribution of Native American and African populations to
the Uruguayan genetic pool (Sans et al, 1997; Buchelli and
Cabella., 2010; Bonilla et al.,, 2015).

Genotypic and linkage disequilibrium (LD) analyses showed
that, with exception to the *8a allele, the functional TPMT*I allele
is linked to the rest of the TPMT-VNTR alleles. In concordance
with the previous reports, TPMT*2 and TPMT*3C alleles were
found linked to TPMT-VNTR *4a and *4b alleles, respectively
(Alves et al., 2001; Marinaki et al., 2003; Urban¢i¢ et al., 2018).

On the contrary, TPMT*3A (the most common deficient
allele) was linked to six different TPMT-VNTR alleles. Six out
of nine TPMT*3A alleles were linked in equilibrium to the most
frequent TPMT-VNTR alleles (*4a and *5a), similar to what
Spire-Vayron de la Moureyre et al. (1998) reported for a
European population. Moreover, the *7a allele (the fourth
most frequent TPMT-VNTR allele) was also found in linkage
equilibrium with the TPMT*3A allele. Different to previous
studies, we did not observe linkage between TPMT*3A and
*6b (Alves et al, 2001; Marinaki et al, 2003). Additionally,
TPMT*3A allele was in LD only with TPMT-VNTR alleles
found in low frequencies (*3 and *8a). This result contrasts
with previous studies, where TPMT*3A was found in LD with
*5a, *6a, and ABnC (n > 2) alleles (Yan et al., 2000; Alves et al.,
2001; Marinaki et al., 2003; Urbancic et al., 2018) (Table 2).

The linkage between TPMT-VNTR with the variable number of
A repeats and TPMT*3A allele, added to the absence of LD when all
alleles were considered (p = 0.198), does not adjust to the
evolutionary model proposed by Urbancic et al. (2018). These
differences may be explained by several reasons: 1) the loss of
LD by recombination between the TPMT*3A allele and the
common TPMT-VNTR alleles as suggested by Marinaki et al.
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(2003); 2) the heterogeneity in the Caucasic population that
contributes to the Uruguayan genetic pool, and 3)
microevolutionary events as genetic drift or founder effects
occurring in the Uruguayan population.

Several studies had reported that TPMT-VNTR modulates the
expression of the TPMT gene, possibly at the transcriptional level.
Some authors had reported an inverse correlation between the
overall repeat number of TPMT-VNTR and TPMT activity (Spire-
Vayron de la Moureyre et al,, 1998; Yan et al., 2000; Fabre et al.,
2004), whereas other authors found a correlation between the
number of A or B repeats with TPMT activity and/or with
hematological toxicities (Alves et al., 2001; Zukic et al., 2010;
Kotur et al,, 2012; Kotur et al., 2015). Most of these studies had
analyzed the relationship between TPMT-VNTR alleles and TPMT
expression/activity at the molecular or biochemical level. In our
study, we focus on the leukopenia events and on 6-MP dose, two
indirect clinical measures of TPMT expression/activity.

We found a negative correlation between the number of A
repeats and the number of leukopenia events (Table 3). These
results agree with TPMT gene expression data previously reported
by Zukic et al. (2010) and Kotur et al. (2012), Kotur et al. (2015).
Interestingly, we did not find any significant correlation between
either the total overall repeat number or the number of B repeats
with the two clinical measures analyzed, as described by Spire-
Vayron de la Moureyre et al. (1998) and Alves et al. (2001). Other
study, with kidney transplant recipients receiving azathioprine,
reported that patients with TPMT-VNTR genotypes composed of
more than ten repeats showed a significant reduction in
azathioprine dose compared to those with ten or less repeats
(Fabre et al., 2004). Although this study does not discriminate
between the number of A and B repeats, those individuals (>10
repeats) must have at least one TPMT-VNTR allele carrying more
than six repeats. These alleles may show a bias toward a higher
number of A than B repeats according to reported TPMT-VNTR
allele frequencies (Urbancic et al., 2018).

According to Kotur et al. (2015), carriers of the *7a allele had
the lowest average of TPMT gene expression level and the least
increase in its expression level during chemotherapy.
Interestingly, six of our 11 patients, belonging to risk group 2
(A = 5), carry the *7a allele. Unfortunately, there are no other
studies about TPMT expression in patients carrying the other
TPMT-VNTR alleles belonging to risk group 2 (*5b, *6¢, and *8a).

The relevance of genetic ancestry in 6-MP therapy has been
demonstrated by several examples such as hematological toxicity
observed in patients carrying NUDT15 variants, which is more
frequent in Asian and South American populations (Yang et al,
2014; Soler et al., 2018). Global ancestry proportions were similar
to those observed in previous studies and confirmed the trihybrid
structure of the Uruguayan population (Sans et al., 1997; Sans
et al, 2006; Bonilla et al., 2015). At the individual level, the
observed wide variation was also similar to the previous report
(Bonilla et al,, 2015) (Supplementary Figure S2A).

Even though we found a significant negative correlation
between the total number of leukopenia events and Native
American ancestry in patients without TPMT and/or NUDT15
variants (Supplementary Table S4), this correlation was no longer
significant when risk groups were taken into consideration (p =
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FIGURE 1 | Classification tree of the number of leukopenia events. Presence/absence of TPMT and/or NUDT15 mutations, risk groups, and Native American
ancestry (cutoff = 15%) were taken as categorical variables. TPMT/NUDT15wt: TPMT*1 and NUDT15*1. TPMT/NUDT15mut: TPMT and/or NUDT15 mutated. Risk
group 1: A < 5. Risk group 2: A = 5.
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0.120). This may show that TPMT-VNTR alleles are more relevant
than Native American ancestry. A heterogeneous distribution of
TPMT-VNTR alleles among ancestral populations may explain the
loss of the correlation between Native American ancestry and the
total number of leukopenia events. However, although TPMT-
VNTR frequencies in Asian and Native American populations are
scarce, these data do not support this hypothesis (Marinaki et al,
2003; Urbancic et al, 2018). Another possible explanation is
microevolutionary factors as genetic drift or founder effects,
causing different levels of ancestry between risk groups.

Despite the significant association between the number of
leukopenia events and risk group 2, as visualized at the
classification tree and consistent with previous reports (Zukic
et al,, 2010; Kotur et al., 2012; Kotur et al., 2015), we must be
cautious with this result due to the small sample size and the low
number of patients with five or more A repeats analyzed in this
study. Nevertheless, considering that Uruguay has only 3.5
million inhabitants and presents approximately 25 new ALL
pediatric patients per year, a 130-individual sample represents
more than 5 years of ALL patients in our country.

Furthermore, additionally to NUDT15 and TPMT, there are
other genes involved in 6-MP metabolism, like ITPA or ABCC4,
which may influence in the hematological toxicity (Hareedy et al,,
2015; Tanaka et al., 2015; Tanaka et al., 2018).

Although we found a clear association between risk group 2
and the number of leukopenia events, this association was not
reflected in 6-MP dose. This could be due to a weaker effect of
TPMT-VNTR compared with other genetic factors such as TPMT
and NUDT15 variants. Additionally, the decision to modify 6-MP
dose is based on empirical information, and thus relative to the
patient general state and to medical staff.

To our knowledge, this is the first report that studied the
relationship between TPMT-VNTR alleles and clinical data,
stratifying the sample by TPMT and/or NUDT15 mutations.

In summary, we confirm the previous reported association
between *4a and *4b TPMT-VNTR alleles with TPMT*2 and
TPMT*3C, respectively. However, we did not find the reported
association between TPMT-VNTR pattern ABnC (n > 2) and
TPMT*3A, suggesting a greater heterogeneity in the genetic
background of patients carrying this variant. Moreover, a higher
number of A repeats might be a risk factor for suffering leukopenia
events. Finally, our results support the hypothesis that transcriptional
genetic modifiers, such as the VNTR region in the TPMT promoter,
may be used as a pharmacogenetic biomarker and could contribute to
the design of personalized ALL childhood therapy.
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Supplementary Table 3. Spearman correlation between 6-MP cumulative dose and the
number of A, B and A + B repeats.

A B A+B
r P r P r P
Week 8 0077 0227 0.010  0.461 0045  0.333
Week 16 0051 0312 0.040  0.348 0025  0.405
Week 24 0.026 0402 0.029  0.390 -0.023 0411
Week 32 0010 0461 0.043  0.341 0040 0352
g{)‘zﬂ weekly 0.064 0265 0,044 0335 0010  0.460

1: Spearman correlation coefficient. p: p-value

Supplementary Table 4. Spearman correlation between number leukopenia events and
individual ancestry.

Tnterval European Native American African
(weeks) T P r p r p
1-8 Total -0.045 0.665 -0.004 0.967 0.053 0.615
wt -0.011 0.922 -0.071 0.540 0.053 0.648
mut -0.105 0.689 0.211 0.417 0.155 0.551
9-16 Total 0.092 0.375 -0.134 0.199 -0.035 0.737
wt 0.100 0.388 -0.192 0.095 0.034 0.770
mut -0.087 0.739 0.121 0.644 -0.079 0.763
17-24 Total 0.160 0.124 -0.170 0.102 -0.037 0.721
wt 0.167 0.147 -0.219 0.056 0.016 0.889
mut 0.130 0.619 -0.070 0.790 -0.179 0.491
25-32 Total 0.094 0.367 -0.046 0.660 -0.060 0.566
wt 0.090 0.436 -0.069 0.549 -0.038 0.740
mut 0.165 0.527 -0.032 0.902 -0.102 0.698
Total Total 0.149 0.153 -0.187 0.070 -0.029 0.780
(32 weeks) wr 0.154 0.181 -0.243 0.032 0.011 0.927
mut 0.038 0.884 0.032 0.902 -0.028 0.915

Total: all patients; wt: Patients without 7PMT or NUDT15 variants; mut: Patients with 7PMT and/or
NUDTIS5 variants. r: Spearman correlation coefficient. p: p-value.
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Supplementary Figure 1. Number of leukopenia events at week 32 vs the amount of A repeats within the TPMT-VNTR.
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(W) patients.
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CAPITULO 4

FARMACOGENETICA DEL METOTREXATO EN LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA PEDIATRICA de URUGUAY

4.1 INTRODUCCION

4.1.1 Metotrexato (MTX)

El metotrexato (MTX) es un antimetabolito de la familia de los folatos, con actividad
antiproliferativa e inmunosupresora. Debido a su eficacia, desde la década del 50, es
ampliamente utilizado en tratamientos contra el cancer y enfermedades autoinmunes como la
artritis reumatoide (Rudin et al., 2017). Actualmente, es uno de los principales farmacos del
tratamiento de LLA infantil, puesto que es administrado en todas las fases del mismo mediante
diferentes vias (intratecal, intravenosa u oral) y a diferentes dosis (alta, mediana y baja). Sin
embargo, los tratamientos con MTX estan asociados a un gran nimero de efectos adversos,
incluyendo hepatotoxicidad, toxicidad renal, pulmonar, hematoldgica y neurolégica, que
pueden conducir incluso a la interrupcién del tratamiento (Cortese & Motii, 2001; Gibody et
al., 2007; Yang et al.,, 2012; Kaluzna et al., 2015). La incidencia maxima de mucositis,

mielosupresién y plaguetopenia ocurre entre 5 y 10 dias después de su administracion.

El MTX es un andlogo estructural del acido félico que se encuentra cargado negativamente y
gue posee escasa solubilidad en agua (Lima, 2014). El acido félico es un factor esencial de los
alimentos. De él derivan una serie de cofactores de tetrahidrofolato (THF) que aportan grupos
de carbono Unicos para la sintesis de precursores del ADN (timidilato y purinas) y del ARN
(Cheok & Evans, 2006; Radtke et al., 2013). Por lo tanto, la correcta regulaciéon de la via
metabdlica del acido félico y de todos sus intermediarios es esencial para mantener la sintesis
de purinas y pirimidinas, asi como también la interconversién de ciertos aminoacidos (Chango
et al., 2000). Para actuar como cofactor en reacciones de transferencia de un carbono, el acido

folico debe ser reducido a tetrahidrofolato por la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR).

El MTX ingresa a las células por el transportador de folato reducido SLC19A1 o por
transportadores de aniones organicos como el SLCO1B1 (Levy et al., 2003; Radtke et al., 2013;
Kodidela et al., 2014). Sin embargo, cuando las concentraciones plasmaticas de MTX son
elevadas, este puede entrar a la célula por difusidn pasiva. Una vez dentro de la célula, el MTX

se metaboliza dando lugar a su forma de mayor actividad, la poliglutamada (MTX-PG,) (Salazar
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et al., 2014). El balance entre las dos formas se debe a las enzimas gamma glutamil hidrolasa
(GGH) vy folilpoliglutamato sintetasa (FPGS). EI MTX y su forma poliglutamada inhiben
competitivamente a la enzima DHFR (Figura 15) (Levy et al., 2003; Cheok & Evans, 2006;
Eektimmerman et al., 2019). Esta inhibicidon impide la formacion de THF (Radtke et al., 2013) y

como consecuencia la inhibicidon de la sintesis de purinas (Lopez-Lopez et al., 2014; Salazar et

Methotrexate

I Pyrlmldlne

DMNA double-
strand breaks MTXPGG N

m N

DNA incorporation

'\m @r\

m ’ _| 5,10-CH,-THF |  [THF |
‘\_/ De novo

@ @ purine
Methlonine

DNA 1 [5,10-CH-THF | [10-CHO-THF]
and prc;;i;\

methylated proteins

Homocystelne

Figura 15. Via metabdlica del folato y metabolismo del Metotrexato. 5-CH;-THF: 5-metiltetrahidroflato. 5,10-
CH-THF: 5,10-meteniltetrahidrofolato. 5,10-CH,-THF:  5,10-metiltetrahidrofolato. 10-CHO-THF: 10-
formiltetrahidrofolato. ABCB1; ABCC1-4,5; ABCG2: transportadores de membrana superfamilia ABC
dependientes de ATP (ATP binding cassette). DHF: dihidrofotato. DHFR: dihifolato reductasa. dTMP:
desoxitimidina monofosfato. dUMP: desoxiuridina monofosfato. FPGS: folilpoliglutamato sintetasa. GGH:
gamma glutamil hidrolasa. MTHFD1: metilentetrahidrofolato deshidrogenasa 1. MTHFR:
metilentetrahidrofolato reductasa. MTXPG,: metotrexato poliglutamado. SLC19A1: transportador de
membrana de la superfamilia SLC. THF: tetrahidrofolato. TYMS: timidilato sintasa (Cheok & Evans, 2006).

al., 2014) y la muerte celular por apoptosis (Levy et al., 2003). Los efectos inhibidores del MTX
dependen de sus concentraciones intracelulares, siendo los tejidos con mayor metabolismo
celular y con crecimiento mas rapido, como por ejemplo las células tumorales o las del epitelio

gastrointestinal, los mas afectados (Gorlick et al., 1997).
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A su vez, el MTX-PG, inhibe la enzima timidilato sintasa (TYMS) (Kodidela et al., 2014). Esta
enzima cataliza la metilacion de deoxiuridina monofosfato (dUMP) en deoxitimidina
monofosfato (dTMP), que es un precursor de la sintesis de pirimidinas. Por tanto, la inhibicion
de TYMS por parte del MTX-PG disminuye la sintesis de pirimidinas (Salazar et al., 2014).
Asimismo, esta inhibicién aumenta relativamente el pool de dUMP, que se incorpora al ADN y

produce citotoxicidad (Cheok & Evans, 2006).

El metabolismo del acido félico (y del MTX) es complejo e involucra muchas enzimas. Por
ejemplo, la metilentetrahidrofolato deshidrogenasa 1 (MTHFD1), la metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) y la serina hidroximetiltransferasa 1 (SHMT1) suministran cofactores y/o
sustratos en varias reacciones enzimaticas de dicha via metabdlica (Cheok & Evans, 2006;
Lopez-Lépez et al., 2011; Radtke et al. 2013; Lopez-Lopez et al., 2014; Salazar et al., 2014).
Estas enzimas no son inhibidas directamente por el MTX, pero son fundamentales para la
correcta regulacidon del mismo. De manera simplificada, la figura 15 ilustra la via metabdlica del
folato y del MTX. Por ultimo, el MTX es eliminado de la célula mediante transportadores de
membrana de la superfamilia ABC (ABCB1, ABCC1-4 y ABCG2) dependientes de ATP (Cheok &
Evans, 2006; Radtke et al. 2013).

Estudios previos han demostrado que diversos polimorfismos en los genes que codifican para
las enzimas involucradas en el transporte y metabolismo del MTX podrian influir en la
respuesta al tratamiento, en el riesgo de recaida y/o producir eventos de toxicidad (Pietrzyk et
al., 2011; Yang et al., 2012; Radtke et al., 2013; Salazar et al., 2014; te Loo et al., 2014). Sin
embargo, hasta el momento, no existe ninguna guia farmacogenética aprobada por la FDA
para el uso de este farmaco (Rudin et al., 2017; FDA, 2021). Por esta razdn, determinar la
asociacién entre las variantes génicas y la toxicidad debido a este farmaco, permitiria optimizar
la terapia y minimizar la exposicion de los pacientes a eventos téxicos. Teniendo en cuenta los
datos previamente reportados en la bibliografia, en esta tesis se analizardan Unicamente los

genes MITHFR, SLC19A1 y TYMS.

4.1.2 Metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR)

El gen MTHFR, de 2,2 Kb, estd compuesto por 11 exones y se encuentra localizado en el
cromosoma 1 (1p36.22) (Kaluzna et al, 2015). Codifica para la enzima 5,10-
metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR) de 656 aminodacidos, que cataliza de manera
irreversible la conversion del 5,10-Metilenetetrahidrofolato (5,10-CH,=THF) en 5-

metiltetrahidrofolato (5-CH;-THF). Este compuesto sirve como donador de grupos metilo para
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la remetilaciéon de la homocisteina en metionina, aminoacido esencial en la sintesis de
proteinas (Figura 15) (Chango et al., 2000; Balta et al., 2003; Cheok & Evans, 2006; Tanaka et
al., 2014; Kaluzna et al., 2015; Pei et al., 2015).

Este gen presenta un polimorfismo (rs1801133), una transicion de C a T en la posicion 677
(c.677C>T) en el exdn 5, que resulta en el cambio de una alanina por una valina en el codén
222 (p.Ala222Val) (Robien & Ulrich, 2003). Se ha visto que individuos homocigotos TT
presentan niveles de homocisteina plasmatica significativamente mayores a los que presentan
individuos con genotipos CT y CC (Chango et al., 2000; Balta et al., 2003; Kaluzna et al., 2015).
Estudios previos han reportado que esta variante produce una enzima menos estable y con
una actividad reducida, lo que altera el metabolismo del folato y la sintesis de ADN (Kaluzna et
al., 2015; Pei et al., 2015). Individuos heterocigotos CT para este polimorfismo presentan 60%
de actividad en comparacién con aquellos de genotipo wild type CC; mientras que los
individuos homocigotos TT presentan solamente 30% de actividad (Robien & Ulrich 2003;
Tanaka et al.,, 2014; Kaluzna et al.,, 2015; Pei et al.,, 2015). Este polimorfismo ha sido
ampliamente estudiado debido a que se ha visto asociado con problemas cardiovasculares
(Cortese & Motti, 2001; Tripathi et al., 2010), protrombdticos (Frosst et al.,, 1995) y
psiquiatricos (Gilbody et al., 2006). A su vez, algunos autores sefialan que este polimorfismo
influye en la respuesta a agentes antifolato, como el MTX, o que se encuentra asociado a una
mayor toxicidad hepatica, gastrointestinal y hematolégica debida al MTX (Imanishi et al., 2007;
Ongaro et al., 2009; Haase et al., 2012; Kaluzna et al., 2015; Esmaili et al., 2020). Sin embargo,
otros autores reportan que no existe una asociacién entre esta variante y los eventos de
toxicidad debidas a MTX (Shimasaki et al., 2006; Lépez-Lépez et al. 2011; Chiusolo et al., 2012).
Por otro lado, se ha reportado que el genotipo TT influye en la sobreviva libre de enfermedad y
la toxicidad hepatica en pacientes con LLA tratados con MTX (Krajinovic et al., 2004; Chiusolo

et al., 2007; Tanaka et al., 2014, te Loo et al., 2014, Kaluzna et al., 2015).

La prevalencia del genotipo TT varia entre diferentes grupos étnicos. Segun Cortese & Motti
(2001) en poblaciones africanas la prevalencia de este genotipo es muy baja, mientras que en
poblaciones europeas o de América del Norte varia entre 5% y 15%. Sin embargo, en algunas
regiones de Italia alcanza el 21% (Cortese & Motti, 2001). Otros estudios realizados en
poblaciones de Japén y la India reportan una frecuencia de homocigotos TT de 35% y 2,8%,
respectivamente (Imanishi et al., 2007; Tripathi et al., 2010). Segun la base de datos "1000

genomas", la frecuencia del alelo T en poblaciones africanas es cercana al 12%, en poblaciones
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del sur de Asia es aproximadamente 17%, mientras que en poblaciones europeas, de Asia o del

este asiatico alcanzan el 33%-38% (1000 Genomes Project Consortium, 2015).

Este gen presenta otro polimorfismo (rs1801131), una transicion de A a C en la posicion 1298
(c. 1298 A>C) en el exdn 8, que resulta en el cambio de un acido glutdmico por una alanina en
el condon 429 (p.Glu429Ala) (Robien & Ulrich, 2003). Los individuos homocigotos CC presentan
60% de actividad enzimatica respecto a los individuos de genotipo AA (Kaluzna et al., 2015; Pei
et al., 2015). Por otro lado, se ha visto que pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
(IBD), enfermedades gastrointestinales y LLA, que son tratados con MTX y son homocigotos CC
para este polimorfismo, tendrian un mayor riesgo de presentar efectos adversos en
comparacién a aquellos con genotipo AA (Kaluzna et al., 2015). Sin embargo, otros autores
reportan que pacientes portadores de esta variante presentan menos toxicidad hematoldgica 'y

hepatica (Chiusolo et al., 2012; Esmaili et al., 2020).

Al igual que lo reportado para el polimorfismo ¢.677C>T, la frecuencia de este polimorfismo
varia entre las diferentes poblaciones estudiadas. La frecuencia del alelo variante (C) en
poblaciones caucasicas es aproximadamente 31% (Robien et al., 2003; Haase et al., 2012;
Kaluzna et al., 2015), mientras que en poblaciones africanas varia entre 13% y 16%, y en
poblaciones asiaticas o del este asiatico es cercana al 20% (Kim et al., 2012; Tanaka et al, 2014;
1000 Genomes Project Consortium, 2015). Las frecuencias reportadas para poblaciones de
Latinoamérica son cercanas al 20%, mientras que las poblaciones del sur de Asia son las que
presentan la frecuencia mas alta, alcanzando el 41% (1000 Genomes Project Consortium,

2015).

Otros cuatro polimorfismos han sido descritos para este gen en las posiciones 1059, 1289,
1317 y 1793. Sin embargo, estos son menos frecuentes que los polimorfismos 677C>T o
1298A>C, y su posible asociacidn con los eventos de toxicidad debida a MTX aun no ha sido

estudiada en detalle (Robien & Ulrich, 2003).

MTHFR es una enzima fundamental de la via metabdlica del folato. Por tanto, la variabilidad
del gen que la codifica podria influir sobre la toxicidad debida al MTX en el tratamiento de LLA
infantil. Considerando que, los datos reportados por diferentes autores sobre la posible
asociacion entre las variantes de este gen y los eventos de toxicidad son discordantes, se

decidid analizar dichos polimorfismos en nuestros pacientes.
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4.1.3 Transportador de Folato reducido (SLC19A1)

El gen SLC19A1, localizado en el cromosoma 21 (21g22.32), esta formado por 17 exones y
codifica para el transportador de membrana de 591 aminoacidos homdnimo (Niedzielska et al.,
2013). Este transportador es el responsable de la captacién celular y transporte de folato
reducido; es decir, regula las concentraciones intracelulares de folato (Chango et al., 2000). Se
expresa en todos los drganos del cuerpo y es utilizado por el MTX para ingresar a las células
(Zhao & Goldman, 2013). Por lo tanto, la concentracidn plasmatica de MTX y la cantidad de
MTX residual en el higado estd determinada, en parte, por este transportador. Ademas, se
piensa que la distribucién de MTX hacia los tejidos también estaria mediada por SLC19A1

(Zhao & Goldman, 2013).

Este gen presenta un polimorfismo (rs1051266), una transicién de G a A en la posicion 80, en
el exdn 2 (c.80G>A), que resulta en el cambio de una arginina por una histidina en el codén 27
(p.Arg27His) (Chango et al., 2000; Whetstine et al., 2001). Este polimorfismo ha sido asociado
con niveles alterados de folato y homocisteina (Chango et al., 2000; Ashton et al., 2009) y con
concentraciones plasmaticas de MTX mas altas (Laverdiere et al., 2002; Cwiklinska et al., 2020).
Sin embargo, en un estudio donde se comparé directamente la funcionalidad del
transportador formado con histidina (alelo G) y aquel formado con arginina (alelo A), no se
encontraron diferencias significativas en la capacidad de transportar MTX y MTX-PG,

(Whetstine et al., 2001).

Por otro lado, este polimorfismo se ha visto asociado con un aumento de la tasa de recaida de
LLA pediatrica (Laverdiére et al., 2002; Cheok & Evans, 2006). Especificamente, se ha reportado
que pacientes con niveles mas bajos de expresidn del gen SLC19A1 presentan un transporte de
MTX deficiente y que tienen una menor sobrevida libre de enfermedad (Gorlick et al., 1997;
Levy et al., 2003; Ge et al., 2007). Asimismo, se ha visto que la frecuencia de este polimorfismo
es mayor en el subgrupo de pacientes que presentaron algin evento de recaida (o desenlace

fatal) que en aquellos que no tuvieron ningun evento (Laverdiére et al., 2002).

Finalmente, se ha visto que los pacientes portadores del alelo A tienen mayor riesgo de
presentar alguin evento de hepatotoxicidad (Laverdiere et al., 2002; Imanishi et al., 2007; Qiu
et al., 2017; Cwiklinska et al., 2020; Esmaili et al., 2020). Debido a la reduccién de la actividad
de la enzima SLC19A1, los pacientes homocigotos AA tienen una mayor cantidad de MTX
residual, lo que provoca un aumento significativo de hepatotoxicidad y toxicidad

gastrointestinal inducida por MTX (Imanishi et al., 2007).
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A diferencia de los polimorfismos previamente descriptos en esta tesis para otros genes, la
frecuencia de este polimorfismo no varia mucho entre las distintas poblaciones, siendo
considerablemente frecuente en todas las poblaciones estudiadas hasta el momento. La
frecuencia del alelo A en poblaciones europeas, latinoamericanas y del sur de Asia es 41%-46%,
mientras que en poblaciones africanas, asiaticas y del este asiatico varia entre el 55% y 64%
(1000 Genomes Project Consortium, 2015). Estudios realizados en poblaciones de Francia,
Estados Unidos, Polonia, Australia/Nueva Zelanda y Japdn reportan frecuencias de
homocigotos AA de 22%, 33%, 29%, 13,5% y 31%, respectivamente (Chango et al, 2000;
Whetstine et al., 2001; Imanishi et al., 2007; Ashton et al 2009; Cwiklinska et al., 2020).

4.1.4 Timidilato sintasa (TYMS)

El gen TYMS esta compuesto por 8 exones y se encuentra localizado en el cromosoma 18
(18p11.32). Codifica para la enzima timidilato sintasa (TYMS), una metiltransferasa de 312
aminoacidos y 35,5KDa, que cataliza la conversién de desoxiuridina monofosfato (dUMP) a
dexotimidina monofostato (dTMP), compuesto esencial para la sintesis de pirimidinas (Marsh
et al., 2000; Mandola et al., 2003; Cheok & Evans, 2006; Nief et al., 2007; Kodidela et al., 2014).
Estudios previos han mostrado que el nivel de expresion de este gen influye sobre el efecto de
los agentes antifolatos tales como el MTX (Krajinovic et al., 2004; Cheok & Evans, 2006) y el 5-
fluorouracilo (5-FU) (Danenberg, 2004). Una mayor expresion de este gen implicaria un
aumento significativo de la cantidad de enzima, haciendo necesario un aumento de la dosis de
estos antifolatos para poder inhibirla y, de esta manera, lograr la citotoxicidad terapéutica

deseada.

Este gen presenta un polimorfismo (rs45445694) localizado en el promotor (regién 5°UTR),
denominado TSER 2R/3R, que consiste en 2 o 3 copias de un repetido en tdndem (VNTR) de
28pb. Estudios previos han demostrado que existe una asociacion significativa entre la
presencia del alelo 3R y la expresion del ARNm de TYMS (Nief et al., 2007). Ademads, este VNTR
presenta también un polimorfismo simple, un cambio de G por C (rs183205964) dentro del
segundo repetido del tdndem, que influyen en la expresidn del gen (Ulrich et al., 2002) y por lo
tanto en la respuesta terapéutica al MTX (Lauten et al., 2003; Mandola et al., 2003; Kodidela et
al., 2014). Se ha visto que la actividad transcripcional del alelo 3R es 2,6 veces mas que la del

alelo 2R (Danenberg, 2004).

Algunos estudios previos indican que una alta expresién intratumoral de este gen, tanto a nivel

de ARNm (Mandola et al., 2003) como a nivel proteico (Kawakami & Watanabe, 2003), predice
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generalmente una mala respuesta al tratamiento y una menor sobrevida (Mandola et al.,
2003); mientras que niveles bajos de expresién predicen una buena respuesta (Danenberg,
2004). Concretamente, se ha reportado que el alelo denominado 3R provoca un aumento de la
expresidn del gen y, por consiguiente, mayores cantidades de la enzima. Como consecuencia,
son necesarias mayores dosis de antifolatos para inhibirla (Marsh et al., 2000). Asimismo, se ha
reportado que individuos homocigotos 3R/3R tienen un mayor riesgo de presentar recaidas o
que la enfermedad tenga un desenlace fatal (Pietrzyk et al., 2011; Kodidela et al., 2014). Por
otro lado, se ha visto que aquellos pacientes que presentan el alelo 3R y que reciben altas
dosis de MTX, tienen mas riesgo de presentar vomitos y/o eventos de toxicidad hepatica

(Cwiklinska et al., 2020).

Hasta el momento, los alelos mas frecuentes para este VNTR en todas las poblaciones
estudiadas son los que presentan 2 y 3 repetidos (2R y 3R). Sin embargo, se han encontrado
algunos individuos portadores de alelos con 4, 5y 9 repetidos (4R, 5R y 9R) (Danenberg, 2004).
Concretamente, el alelo 9R fue encontrado exclusivamente, en baja frecuencia, en una
poblacién de Ghaneses; mientras que el alelo 4R se encontrd en varias poblaciones africanas
(Mash et al., 2000). El origen de estos alelos fue atribuido a presiones ambientales que
favorecerian una mejor supervivencia a aquellos individuos con una mayor expresidn del gen

TYMS (Horie et al., 1995),

Segun Marsh et al. (2000), la frecuencia del genotipo 3R/3R varia entre los diferentes grupos
étnicos, siendo mas frecuente en poblaciones asiaticas y africanas que en poblaciones
caucdsicas. Segun estos autores, la frecuencia de este genotipo en poblaciones caucasicas es
de 28%, en el sur de Asia el del 40%, mientras que en poblaciones africanas (Kenia y Ghana)
oscila entre el 49% y el 56% (Marsh et al., 2000). Sin embargo, la frecuencia mas alta se
observa en poblaciones de China, donde alcanza el 67% (Marsh et al., 1999). Segin Danenberg
(2004), la frecuencia de este genotipo en la poblacién de China es casi el doble que aquella
descrita para poblaciones caucasicas (67% vs. 38%, respectivamente), mientras que la
frecuencia del genotipo 2R/2R en la poblacién de China es del 2% y aproximadamente 20% en

caucdasicos (Danenberg, 2004).

4.2 OBJETIVO

Analizar variantes genéticas vinculadas al transporte y metabolismo del metotrexato, y
determinar su relacién con la ancestralidad y con los eventos adversos ocurridos durante la

fase de mantenimiento del tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda infantil.
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4.2.1 Objetivos especificos

« Determinar la frecuencia de las variantes de los genes MTHFR, SLC19A1 y TYMS, vinculadas al
transporte y metabolismo del metotrexato, en la muestra de pacientes con LLA y en la

muestra control.
« Comparar las frecuencias genotipicas obtenidas para ambas muestras.

« Relevar, a partir de las historias clinicas de los pacientes, la dosis de MTX administrada, las
semanas de reduccion o suspensién de dosis y el motivo de dichas

reducciones/suspensiones, en la fase de mantenimiento del tratamiento.

« Establecer la relacidn entre las variantes de los genes MTHFR, SLC19A1 y TYMS y las semanas

de reduccién o suspension de dosis.

« Determinar la relacién entre la dosis de MTX administrada y los polimorfismos en los genes

MTHFR, SLC19A1y TYMS.

« Analizar el efecto de las variantes de los genes MTHFR, SLC19A1 y TYMS sobre los eventos de
toxicidad hematoldgica (leucopenias y neutropenias) y hepatica observados en la fase de

mantenimiento.

4.3 MATERIALES y METODOS

4.3.1 Muestras y genotipado

Para determinar la relacién entre las variantes genéticas y los eventos de toxicidad producidos
por el MTX en la fase de mantenimiento del tratamiento de LLA infantil, al igual que en el
capitulo 3, la muestra de pacientes utilizada fue la previamente descripta en los "Materiales y
Métodos" del Capitulo 2 (seccién 2.3.1). Esta muestra estd formada por 192 nifios y

adolescentes de entre 6 meses y 19 afios de edad diagnosticados con LLA en el CHOP-CHPR.

Para determinar que las frecuencias genotipicas obtenidas para la muestra de pacientes eran
representativas de la poblacién, se utiliz6 como muestra control 100 de los 200 nifios

pertenecientes a la muestra control descripta en el capitulo 2.

En total, se investigaron cuatro polimorfismos vinculados al transporte y metabolismo del
MTX. Especificamente, se analizaron dos polimorfismos exdnicos en el gen MTHFR (uno en el
exon 5 y otro en el exdn 8), un polimorfismo en el gen que codifica para el transportador
SLC19A1 y un VNTR en la region 5'UTR del gen TYMS. La descripcidn de cada variante y la

metodologia utilizada para su genotipado se detalla en la Tabla 14.
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Tabla 14. Genes, polimorfismos y técnica de genotipado. Se muestra, para cada gen, los polimorfismos estudiados
(rs), la metodologia utilizada, el cambio nucleotidico (o cantidad de repetidos), el tamafio esperado del amplicon, y
de los fragmentos de restriccion, junto con las referencias bibliograficas de las que se obtuvo la metodologia.

, . . Amplicon Fragmentos .
Gen rs Método Polimorfismo L Referencia
(pb) restriccion (pb)
- C: 198
rs1801133 PCR. RFLP c.677 C>T 198 Chango 2000
(Hinf1) T:175+23
MTHFR
rs1801131  CRrealTime o0 asc 138 Pei 2015
& HRM
- G: 125+ 68 +37
SLC19A1 rs1051266 PCR-RFLP c.80 G>A 230 Chango 2000
(Hhal) A: 162 +68
2 repetidos 215 .
TYMS rs45445694 PCR Urlich 2002
3repetidos 243

4.3.2 Datos clinicos

A partir de las historias clinicas de cada paciente se relevaron, para cada semana de la fase de

mantenimiento, los siguientes datos:

1. Dosis de metotrexato administrada

2. Porcentaje y motivo de reduccién de la dosis de MTX

3. Motivo de suspension de dosis de MTX (cuando el tratamiento estaba suspendido)

4. Otros datos relevantes: Por ejemplos, vomitos o diarreas luego de tomar la

medicacion, olvido de la medicacion, etc.

En base a los datos obtenidos de las historias clinicas en la fase de mantenimiento se calculé:

1. La dosis acumulada de MTX (por m? de superficie corporal) a las semanas 8, 16, 24, 32 y

total

2. La dosis promedio semanal de MTX (por m” de superficie corporal)

3. La cantidad total (y porcentaje) de semanas de reduccion de dosis de MTX

4. La cantidad (y porcentaje) de semanas de reduccion de dosis de MTX debidas a eventos

de toxicidad hematoldgica.

110



5. La cantidad (y porcentaje) de semanas de reduccién de dosis de MTX debidas a eventos

de toxicidad hepdtica.
6. La cantidad total (y porcentaje) de semanas de suspension de dosis de MTX

7. La cantidad (y porcentaje) de semanas de suspension de dosis de MTX debida a eventos

de toxicidad hematoldgica.

8. La cantidad (y porcentaje) de semanas de suspension de dosis de MTX debida a eventos

de toxicidad hepatica.

A su vez, para realizar los andlisis entre la presencia de variantes en los genes vinculados al
transporte y metabolismo de MTX y los eventos de toxicidad, se utilizaron todos los
parametros calculados (presencia/ausencia de leucopenias y neutropenias Gdo. 3 y 4 para
cada uno de los intervalos; nimero de leucopenias y neutropenias Gdo. 3, Gdo. 4 para cada
intervalo y numero total de eventos de toxicidad hepatica Gdo.3 y 4) a partir de los

hemogramas y funcionales hepaticos previamente obtenidos en el capitulo 3.

4.3.3 Analisis estadisticos

Todos los datos fueron analizados estadisticamente mediante el programa IBM SPSS Statistics

22, utilizando un intervalo de confianza del 95%.

Con el objetivo de determinar si los datos derivados de las historias clinicas presentaban una
distribucion normal, estos fueron analizados mediante el test Kolmogorov Smirnov. A su vez,

se evalud la homocedasticidad mediante el analisis de homogeneidad de varianzas.

Para cada uno de los polimorfismos (Tabla 14), se calcularon las frecuencias genotipicas y
alélicas, tanto para la muestra de pacientes como para la muestra control. Posteriormente,
mediante la prueba de Chi-cuadrado, se establecid si cada una de las variantes analizadas se
encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg. Por otro lado, mediante esta misma prueba, se

establecid si existian diferencias estadisticamente significativas entre ambas muestras.

Con los genotipos obtenidos y los datos calculados a partir de las historias clinicas, se analizé la
posible asociacion entre las toxicidades observadas en la fase de mantenimiento y la presencia
de variantes en los genes MTHFR, SLC19A1 y TYMS. Al igual que en el capitulo 3, los datos
utilizados como parametros de toxicidad fueron: semanas de reduccién de dosis de MTX;
semanas de suspension de dosis de MTX; dosis acumulada de MTX a las semanas 8, 16, 24, 32
y promedio semanal; eventos de leucopenias y neutropenias (Gdo. 3 y 4) en intervalos de 8

semanas (1-8, 9-16, 17-24 y 25-32) y en el total de semanas; y eventos de toxicidad hepatica
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(Gdo. 3 y 4) totales. Para los pardmetros de semanas de reduccidn y suspension de dosis, los
analisis fueron realizados considerando: 1) el total de semanas, 2) semanas reducidas o
suspendidas por causas hematoldgicas y, 3) semanas reducidas o suspendidas por causas
hepaticas. En todos los casos se utilizé el porcentaje de semanas respecto al total de semanas

de la fase de mantenimiento.

Los andlisis de asociaciéon entre cada uno de los pardmetros de toxicidad y las variantes
genéticas fueron realizados para cada uno de los cuatro polimorfismos por separado. Puesto
gue para cada polimorfismo existen tres genotipos diferentes posibles, la asociacidon entre los
pardmetros de toxicidad y las variantes genéticas se llevé a cabo mediante el test de Kruskal-
Wallis. Para el gen MTHFR, ademas de analizar cada una de las variantes por separado,
también se consideré el genotipo completo teniendo en cuenta ambos polimorfismos
" " o .

("MTHFR comb."). Concretamente, los individuos fueron clasificados en cuatro grupos en base

a la actividad enzimatica reportada en la bibliografia para cada polimorfismo (C677T; A1298C):
1) Grupo 0: CC;AA (sin variantes)
2) Grupo 1: CC;ACo CC;CCo CT;AA
3) Grupo 2: CT;AC o CT;CC
4) Grupo 3: TT;AA0 TT;AC 0 TT;CC

Estas asociaciones también fueron estudiadas subdividiendo la muestra en dos. Por un lado,
los pacientes homocigotos para el alelo normal versus los otros dos genotipos juntos
(heterocigotos y homocigotos para el alelo variante); y por otro lado los pacientes
homocigotos para el alelo variante versus los restantes genotipos. En estos dos ultimos casos,

el andlisis se realizé mediante el test de Mann-Whitney.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Frecuencia de las variantes en los genes MTHFR, SLC19A1y TYMS

Todos los polimorfismos analizados para los genes MTHFR, SLC19A1 y TYMS se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg (p-value >0,05; datos no mostrados). Las frecuencias genotipicas
y alélicas de dichos polimorfismos tanto para la muestra de pacientes como para la muestra
control se muestran en la Tabla 15. Como se puede apreciar, no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambas muestras. En la muestra de pacientes, todos los

polimorfismos analizados presentaron una frecuencia de individuos heterocigotos que varia

112



Tabla 15. Frecuencias genotipicas y alélicas de MTHFR, SLC19A1 y TYMS. Se muestran los genes (polimorfismos)
analizados, el niumero (N) y porcentaje de individuos por cada genotipo, junto con las frecuencias de cada alelo;
para la muestra de pacientes y de controles.

N (%) Frecuenicas Alélicas
Gen Genotipo p-value* Alelo
Pacientes Controles Pacientes Controles
cc 69 (35,9) 45 (45,0) C 0,607 0,670
MTHRF 677 C>T CcT 95 (49,5) 44 (44,0) 0,297 T 0,393 0,330
1 28(14,6) 11(11,0)
AA 94(51,1) 61(61,0) A 0,723 0,790
MTHFR 1298 A>C AC 78 (42,4) 36(36,0) 0,188 C 0,277 0,210
cc 12(6,5) 3(3,0)
CC;AA 22(12,0) 22(22,0)
CCAC 32(17,4) 20(20,0)
Cc;cC 11(6,0) 3(3,0)
MTHFR comb CT;AA 47 (25,5) 28(28,0)
(C677T;A1298C) CT;AC 44(23,9) 16 (16,0) 0,289
CT;CC 1(0,5) 0
TT;AA 25(13,6) 11 (11,0)
TT;AC 2(1,1) 0
TT;CC 0 0
GG 54(28,1) 30(30,0) G 0,531 0,530
SLC19A1 GA 96 (50,0) 46 (46,0) 0,807 A 0,469 0,470
AA 42(21,9) 24(24,0)
3R/3R 59(30,9) 30(30,0) 1R 0,000 0,005
3R/2R 97(50,8) 43 (43,0) 2R 0,432 0,455
TYMS 2R/2R 34(17,8) 24(24,0) 0,179 3R 0,565 0,530
3R/1R 0 1(1,0) 4R 0,003 0,010
3R/4R 1(0,5) 2(2,0)

* Test de Chi cuadrado (comparacién de la muestra de pacientes y controles)

entre el 43% y el 51%. Asimismo, la frecuencia de individuos homocigotos para los alelos

variantes fue de entre 6,5% y 22% (Tabla 15).

Todos los pacientes resultaron ser portadores de al menos un alelo variante en alguno de los
cuatro polimorfismos estudiados, mientras que en la muestra control Unicamente tres
individuos no presentaron ningln alelo variante para dichos polimorfismos (datos no

mostrados).
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Como se puede observar en la Tabla 15 se detectaron 3 individuos (1 paciente y 2 controles)
portadores del alelo de origen africano 4R del gen TYMS. A su vez, se encontrd un individuo

perteneciente a la muestra control que era portador de un alelo con un Unico repetido (1R).

4.4.2 Variantes en MTHFR, SLC19A1 y TYMS vs reduccion o suspension de dosis de MTX

Los resultados obtenidos de los analisis realizados entre la presencia de variantes en los genes
MTHFR, SLC19A1 y TYMS, y las semanas de reduccién de dosis de MTX, no evidenciaron
ninguna asociacién estadisticamente significativa entre las variantes y este pardmetro de

toxicidad (Tabla 16).

Por otro lado, los resultados obtenidos de los analisis entre el porcentaje de semanas de
suspension de dosis de MTX (total, por causa hematoldgicas y por causas hepaticas) y la
presencia de las variantes en los genes MTHFR, SLC19A1 y TYMS, indican una Unica asociacion
estadisticamente significativa entre las semanas de suspensién debidas a causas
hematoldgicas y la variante 677C>T del gen MTHFR (Tabla 16), cuando los tres genotipos para
esta variante (CC, CT y TT) son analizados simultdneamente. Cuando esta asociacion es
analizada por pares de genotipos (CC vs CT; CC vs TT y CT vs TT), los resultados obtenidos
muestran una asociacion estadisticamente significativa cuando se compran los genotipos CT y
TT, pero no cuando se comparan los genotipos CC vs CT y CC vs TT. Es decir, los resultados
muestran que los pacientes con genotipo TT presentan estadisticamente menos semanas de
suspension de dosis que los pacientes de genotipo CT, pero no menos que los pacientes de

genotipo CC (datos no mostrados).

Tabla 16. Variantes de MTHFR, SLC19A1 y TYMS vs semanas de suspension y reduccion de dosis de MTX. Se
muestran los p-valores (Kruskal-Wallis) del andlisis de asociacidn entre las variantes genéticas y el porcentaje de
semanas de reduccién de dosis, de reduccidon de dosis por toxicidad hematoldgica, de reduccidon de dosis por
toxicidad hepatica, de suspension de dosis, de suspensidn de dosis por toxicidad hematoldgica y de suspension de
dosis por toxicidad hepatica.

p-value*
Gen o Polimorfismo Porcentaje semanas de reduccién Porcentaje semanas de suspension
Total Hematoldgica Hepatica Total Hematoldgica Hepdtica
MTHFR 677 C>T 0,804 0,393 0,709 0,234 0,049 0,268
MTHFR 1298 A>C 0,924 0,980 0,443 0,721 0,850 0,410
MTHFR comb. 0,830 0,488 0,114 0,513 0,455 0,354
SLC19A1 0,967 0,985 0,173 0,719 0,946 0,882
TYMS 0,322 0,297 0,084 0,255 0,092 0,325

* Test Kruskal-Wallis

114



4.4.3 Variantes genéticas y dosis de MTX

La dosis acumulada de MTX a las semanas 8, 16, 24, 32 y el promedio semanal junto con los
genotipos previamente determinados fueron utilizados para analizar la posible asociacion
entre la dosis de MTX y la presencia de variantes en los genes MTHFR, SLC19A1 y TYMS por
separado. Los resultados obtenidos no indican ninguna asociacidn estadisticamente
significativa entre la presencia de variantes en estos genes y la dosis acumulada de MTX ni
cuando se analizan todos los genotipos juntos para cada gen (Tabla 17) ni cuando se analizan,

para cada gen, los genotipos de a pares (datos no mostrados).

Tabla 17. Variantes de MTHFR, SLC19A1 y TYMS vs dosis de MTX. Se muestran los p-valores (Kruskal-Wallis)
del andlisis de asociacion entre las variantes genéticas y la dosis acumulada de MTX a las semanas 8, 16, 24 y 32,
junto con el promedio semanal.

p-value*
Gen o polimorfismo Semana Semana Semana Semana Promedio
8 16 24 32 Semanal
MTHFR 677 C>T 0,494 0,440 0,298 0,531 0,772
MTHFR 1298 A>C 0,115 0,735 0,629 0,326 0,818
MTHFR comb. 0,178 0,392 0,753 0,957 0,994
SLC19A1 0,648 0,367 0,427 0,358 0,971
TYMS 0,245 0,149 0,289 0,433 0,481

* Test Kruskal-Wallis

4.4.4 Variantes de MTHFR, SLC19A1 y TYMS vs eventos de leucopenia y neutropenias

Los resultados obtenidos de los analisis entre la presencia de variantes en los genes vinculados
al transporte y metabolismo de MTX y el nimero de eventos de leucopenia, no muestran una
asociacion estadisticamente significativa entre estos eventos adversos y la presencia de
variantes en los genes MTHFR y SLC19A1 en ninguno de los cuatro intervalos analizados, asi
como tampoco en el total de semanas de la fase de mantenimiento (Tabla 18). Sin embargo,
estos resultados sefialan que existe una asociacidn entre el genotipo del VNTR del gen TYMSy
el nimero de leucopenias Gdo. 3 o total (G3+G4), en el intervalo que comprende las primeras

8 semanas de la fase de mantenimiento (Tabla 18). Concretamente, los pacientes de genotipo
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2R/2R presentaron mas eventos de leucopenias que los pacientes heterocigotos 2R/3R o los

homocigotos 3R/3R.

Tabla 18. Eventos de leucopenia y variantes de MTHFR, SLC19A1 y TYMS. Se muestran los p-valores obtenidos del
analisis entre la presencia de variantes genéticas y el nimero de leucopenias grado 3 (G3), grado 4 (G4) y grado 3 y/o
grado 4 (G3 + G4) para cada uno de los intervalos de 8 semanas (1-8, 9-16, 17-24 y 25-32) y el total de la fase de

mantenimiento.

Leucopenias (p-value*)

MTHFR comb. SLC19A1 TYMS
G3 G4 G3+G4 G3 G4 G3+G4 G3 G4 G3+G4
Sem1la8 0,901 0,470 0,943 0,665 0,452 0,533 0,013 0,288 0,008
Sem9al6 0,513 0,150 0,521 0,289 0,925 0,252 0,395 0,427 0,407
Sem17a24 0,099 0,740 0,093 0,623 0,980 0,594 0,671 0,265 0,582
Sem25a32 0,225 0,073 0,325 0,941 0,121 0,991 0,902 0,939 0,928
Total 0,361 0,782 0,266 0,995 0,766 0,996 0,147 0,341 0,107

* Kruskal-Wallis

Respecto a la asociacidn entre los eventos de neutropenia y la presencia de variantes en los
genes analizados, los resultados no muestran una asociacidn entre los genotipos del gen TYMS
y el nimero de neutropenias (Tabla 19). Por otro lado, los resultados indican que existe una
asociacion entre los genotipos del gen MTHFR (considerando ambos polimorfismos) y el
numero de neutropenias G3 y G3+G4 en el periodo comprendido entre las semanas 17 y 24,
asi como también en el total de semanas del tratamiento (Tabla 19). Concretamente, los
resultados muestran que los pacientes del grupo 0 (genotipo CC;AA) presentan menos eventos
de neutropenia G3 y G3+G4 que los pacientes de los grupos 1, 2 y 3 (todos los otros genotipos)
Cabe mencionar que no se encontré ninguna asociacién estadisticamente significativa entre
los eventos de neutropenia y los dos polimorfismos del gen MTHFR cuando estos se analizan
por separado. Por otro lado, se observé una asociacion entre los eventos de neutropenia G4 y

el genotipo AA del gen SLC19A1 en los intervalos 1-8 y 9-16 (Tabla 19).
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Tabla 19. Eventos de neutropenia y variantes de MTHFR, SLC19A1 y TYMS. Se muestran los p-valores obtenidos del
analisis entre la presencia de variantes genéticas y el numero de neutropenias grado 3 (G3), grado 4 (G4) y grado 3-grado 4
juntos (G3 + G4) para cada uno de los intervalos de 8 semanas (1-8, 9-16, 17-24 y 25-32) y el total semanas de la fase de
mantenimiento.

Neutropenias (p-value*)

MTHFR comb. SLC19A1 TYMS
G3 G4 G3+G4 G3 G4 G3+G4 G3 G4 G3+G4
Sem1la8 0,373 0,805 0,245 0,594 0,048 0,152 0,402 0,194 0,228
Sem9al6 0,771 0,614 0,507 0,155 0,046 0,203 0,729 0,597 0,658
Sem17a24 0,005 0,325 0,005 0,469 0,436 0,744 0,254 0,386 0,171
Sem25a32 0,521 0,801 0,594 0,440 0,899 0,421 0,474 0,837 0,583
Total 0,047 0,242 0,037 0,715 0,149 0,545 0,310 0,153 0,218

* Kruskal-Wallis

4.4.5 Variantes genéticas y eventos hepaticos

Al igual que lo observado para los genes vinculados al metabolismo de 6-MP (Capitulo 3), los
resultados obtenidos de los andlisis de asociacion entre el nimero de eventos de toxicidad
hepatica (grado 3 y 4) y la presencia de variantes en los genes MTHFR, SLC19A1 y TYMS, no

evidenciaron ninguna asociacién estadisticamente significativa (datos no mostrados).

4.5 DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que, para cada uno de los cuatro polimorfismos vinculados
al transporte y metabolismo del MTX analizados, la frecuencia del alelo variante varia entre el
28% y 56% (Tabla 15). A su vez, todos los polimorfismos analizados presentaron una frecuencia
de individuos heterocigotos cercana al 43%-51%. Es decir, la presencia de alelos variantes en
estos genes es considerablemente frecuente. De hecho, todos los pacientes son portadores de

al menos un alelo variante para alguno de los cuatro polimorfismos.

Concretamente, la frecuencia de homocigotos TT para el polimorfismo 677C>T del gen MTHFR
fue de 14,6% (Tabla 15). Esta frecuencia es similar a la reportada para poblaciones europeas o
de América del Norte (Cortese & Motti, 2001), siendo muy inferior a la reportada para
poblaciones de Japén y mas de 5 veces la reportada para poblaciones de la India (Imanishi et
al., 2007; Tripathi et al., 2010). La frecuencia del alelo T para este polimorfismo fue de 39,3%,
similar a la descrita para poblaciones europeas (1000 Genomes Project Consortium, 2015).

Respecto al otro polimorfismo de este mismo gen, la frecuencia del alelo variante fue de 27,7%
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(Tabla 15). Esta frecuencia es similar a la descrita para poblaciones caucdsicas (Haase et al.,
2012; Kaluzna et al., 2015) y el doble de la reportada para poblaciones africanas (Kim et al.,
2012; Tanaka et al, 2014; 1000 Genomes Project Consortium, 2015). Sin embargo, es
ligeramente superior a las informadas para poblaciones de Latinoamérica, donde alcanza el
20% (1000 Genomes Project Consortium, 2015). Si se tiene en cuenta que la poblacion
uruguaya esta compuesta mayoritariamente de poblaciones de origen europeo, no sorprende
qgue las frecuencias de estos polimorfismos sean similares a las reportadas para poblaciones
europeas o caucasicas. Al igual que para las variantes de ITPA (Capitulo 3), las diferencias
observadas entre nuestra poblacién y las descritas para otras poblaciones de Latinoamérica

podria deberse al aporte desigual de las poblaciones ancestrales africana y nativo americanas.

Respecto al polimorfismo 80G>A al gen SLC19A1, la frecuencia de homocigotos AA fue del
21,9% (Tabla 15). Esta frecuencia es igual a la reportada para poblaciones de Francia (Chango
et al., 2000). A su vez, la frecuencia del alelo A para este polimorfismo fue de 46,9%, similar a
las descritas en la base de datos "1000 genomas" para poblaciones europeas, latinoamericanas
y del sur de Asia (1000 Genomes Project Consortium, 2015). Considerando que este
polimorfismo es bastante frecuente en practicamente todas las poblaciones estudiadas hasta
el momento (Chango et al, 2000; Whetstine et al., 2001; Imanishi et al., 2007; Ashton et al
2009; Cwiklinska et al., 2020) y, teniendo en cuenta la estructura ancestral de nuestra

poblacidn, los resultados obtenidos son conforme a lo previsto.

Finalmente, las frecuencias genotipicas observadas para el VNTR del gen TYMS son similares a
las reportadas para poblaciones caucasicas (Marsh et al., 2000; Ulrich et al., 2002; Gast et al.,
2007). Al igual que para los otros polimorfismos, no sorprende que estas frecuencias sean
similares a las descritas para poblaciones europeas. Sin embargo, los resultados obtenidos
muestran que un paciente y dos individuos control son portadores del alelo 4R, cuyo origen es
africano y que no ha sido descrito en poblaciones europeas, asiaticas o latinoamericanas
(Mash et al., 2000; Danenberg, 2004). Teniendo en cuenta que la ancestralidad global de los
pacientes presentd un componente ancestral africano de 10,9%, con un maximo de 41,6%
(Capitulo 2), era factible encontrar el alelo 4R en muy baja frecuencia en la muestra de
pacientes. Esta misma consideracién puede aplicarse a la poblacién control, cuyo componente

ancestral africano fue del 12,5% (Capitulo 2).

Respecto a la posible asociacion entre la toxicidad debida al MTX y la presencia de variantes en
los genes MITHFR, SLC19A1 y TYMS, los resultados obtenidos no muestran ninguna asociacion

estadisticamente significativa entre las variantes y el porcentaje de semanas de reduccion de
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dosis de MTX. Asimismo, tampoco se encontrd una asociacion cuando se consideraron
Unicamente las semanas de reduccién debidas a causas hematoldgicas o hepaticas (Tabla 16).
Respecto a la relacidn entre la presencia de variantes en estos genes y el porcentaje de
suspensidon de dosis de MTX, se detectd una Unica asociacidn estadisticamente significativa
entre la variante 677C>T del gen MTHFR vy el porcentaje se semanas de suspensién debidas a
causas hematoldgicas (Tabla 16). Sin embargo, este resultado podria ser discutible por varias
razones. En primer lugar, el p-valor obtenido (0,049) se encuentra justo en el limite de
significancia. En segundo lugar, este resultado no es compatible con los obtenidos para los
otros parametros de toxicidad utilizados, puesto que no se detecté una asociacién entre esta
variante ni con la dosis de MTX administrada, (Tabla 17) ni con los eventos de leucopenia o
neutropenia (Tablas 18 y 19). En tercer lugar, los resultados indican que los pacientes
homocigotos para la variante (TT) presentan significativamente menos semanas de suspension
que los pacientes heterocigotos CT, pero no menos que los pacientes homocigotos para el
alelo normal (CC). Por ultimo, cuando se estudia esta relacién excluyendo de la muestra a
aquellos pacientes portadores de alelos variantes para los genes NUDT15 y/o TPMT, esta
asociacién desaparece, tanto cuando se analizan todos los genotipos juntos como cuando se

analizan de a pares (CCvs CT; CCvs TTy CTvs TT).

Por otro lado, no se evidencid ninguna asociacion estadisticamente significativa entre Ila
presencia de variantes genéticas y la dosis acumulada de MTX a las semanas 8, 16, 24, 32 0 en

el total se semanas (Tablas 17).

Teniendo en cuenta la funcidon que cumple cada una de las enzimas codificadas por estos
genes en la via metabdlica del MTX y que, estudios previos han demostrado que estos
polimorfismo genéticos alteran la expresion y/o actividad de dichas enzimas (Chango et al.,
2000; Laverdiere et al., 2002; Balta et al., 2003; Robien & Ulrich 2003; Danenberg, 2004;
Ashton et al., 2009; Tanaka et al., 2014; Kaluzna et al., 2015; Pei et al., 2015; Cwiklinska et al.,
2020), se esperaba poder detectar alguna asociacion entre la presencia de las variantes y los
pardmetros de toxicidad utilizados. Existen varias razones que podrian explicar porque los

resultados obtenidos no son concordantes con los esperados.

En primer lugar, la via metabdlica del MTX involucra muchas enzimas e intermediarios que
actlan como sustratos en varias reacciones enzimaticas (Cheok & Evans, 2006). Es una via
compleja, en la que una misma enzima puede participar en mas de una reaccién enzimatica o
un intermediario actuar como sustrato en diferentes reacciones (Figura 15). Es decir, existe

una gran interaccion entre cada uno de los componentes de la via. En esta tesis se analizaron
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apenas cuatro polimorfismos en tres genes, lo que representa una pequefia fraccion de todo el
espectro de posibles polimorfismos que podrian estar afectando la correcta regulacién de la

via metabdlica del MTX.

Por ejemplo, en esta tesis se analizé un Unico polimorfismo del transportador SLC19A1. Como
se menciond previamente, este transportador no es la Unica via de entrada del MTX a la célula.
Existen otros transportadores que permiten la entrada de este farmaco como, por ejemplo, el
transportador SLCO1B1 (Levy et al., 2003; Radtke et al., 2013; Kodidela et al., 2014; Salazar et
al.,, 2014). Por lo tanto, en aquellos pacientes con niveles mas bajos de expresion del gen
SLC19A1 (debida a la presencia del alelo variante), la entrada de MTX a la célula podria verse
"compensada" por el transportador SLCO1B1. Incluso, en este transportador (SLCO1B1) se ha
descrito un polimorfismo que aumenta su actividad (Ramsey et al., 2012), que no fue analizado
en esta tesis. Adicionalmente, cabe mencionar que los pardmetros utilizados para medir la
toxicidad (semanas de reduccion o suspensiéon de dosis, dosis de acumulada de MTX y eventos
adversos) son una medida indirecta de la entrada de MTX a la célula. Para poder determinar
con mas exactitud que la presencia del alelo variante de este polimorfismo afecta la actividad
de dicho transportador, seria necesario, por un lado, utilizar un parametro mas directo, como
por ejemplo la concentracion plasmatica de MTX; y por otro lado, analizar la presencia de
polimorfismos en los otros transportadores que permiten la entrada de MTX a la célula. Este es
apenas un ejemplo que refleja la necesidad de analizar mas polimorfismos en otros genes

vinculados al transporte y metabolismo de MTX.

Otra posible explicacién para los resultados obtenidos podria ser que la dosis de MTX
administrada durante esta fase del tratamiento es una dosis baja (20mg/m?®/semana).
Posiblemente, alguna (o mas de una) de las variantes analizadas tenga un efecto sobre el
metabolismo del MTX y, consecuentemente, con los eventos de toxicidad o la respuesta al
tratamiento. Sin embargo, si el efecto de cada polimorfismo por separado es pequefio, la
asociacién entre estas variantes y los eventos téxicos solo podria ser evidenciada cuando las
dosis administradas son altas. De hecho, varios de los estudios previos describen una
asociacién entre las variantes y los efectos toxicos, la respuesta al tratamiento o el riesgo de
recaida cuando se utilizan altas dosis de MTX (Radtke et al., 2003; Shimasaki et al., 2006;
Imanishi et al., 2007; D'Angelo et al., 2011; Salazar et al., 2012; Kaluzna et al., 2015; Cwiklinska
et al.,, 2020; Esmaili et al., 2020). Para poner a prueba esta hipédtesis, se podria analizar la
asociacion entre la presencia de estas variantes y los eventos toxicos ocurridos durante la fase

de consolidacién, puesto que en esa fase la dosis administrada es de 2000mg/m* o
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5000mg/m?, segun el riesgo al que pertenece el paciente. Ademds, en la fase de consolidacion
el MTX es administrado por infusién durante 24hrs y no por via oral como en la fase de
mantenimiento, por lo que la biodisponibilidad de dicho farmaco difiere entre ambas fases.

Adicionalmente, la concentracién plasmatica de MTX es medida a las 48hrs de dicha infusion.

Otro factor que podria estar influyendo en los resultados obtenidos para los genes vinculados
al trasporte y metabolismo de MTX es la presencia de variantes en los genes NUDT15 y TPMT.
Como se describié en el Capitulo 3, la presencia de variantes en estos dos genes estd asociada
con un mayor porcentaje de semanas de reduccion y/o suspension de dosis, asi como también
con un mayor numero de eventos de leucopenia. Por ejemplo, podria suceder que alguno de
los pacientes que no sea portador de variantes en los genes MTHFR, SLC19A1 o TYMS presente
mas eventos de leucopenia debido a que es portador de variantes en los genes NUDT15 y/o
TPMT. De hecho, al igual que la asociacién detectada entre las semanas de suspension y la
variante 677C>T, la asociacion observada entre los genotipos del gen MTHFR y el nimero de
neutropenias G3 y G3+G4 en el periodo comprendido entre las semanas 17 y 24, y en el total
de semanas del tratamiento (Tabla 19) desaparece cuando los pacientes portadores de
variantes en los genes NUDT15 y TPMT son eliminados de la muestra (datos no mostrados).
Del mismo modo, la asociacion detectada entre el genotipo AA del gen SLC19A1 y los eventos
de neutropenia en los intervalos 1-8 y 9-16 (Tabla 19) se pierde cuando se excluyen de la
muestra los pacientes portadores de variantes en los genes NUDT15 y TPMT (datos no

mostrados).

Por dltimo, basandose en los resultados de hemograma y/o funcional hepatico, el médico
tratante puede decir reducir o suspender la dosis de 6-MP, la dosis de MTX o ambas. Debido a
que, a priori, el médico no sabe cudl es la causa de los valores alterados en el hemograma o
funcional hepatico, en la mayoria de los casos se reduce/suspende ambos farmacos. Esto
genera que la dosis acumulada de MTX sea menor a la dosis estandar incluso en aquellos

pacientes que no presentan variantes en los genes MTHFR, SLC19A1y TYMS.

Finalmente, los resultados muestran una asociacion estadisticamente significativa entre el
genotipo del VNTR del gen TYMS y el nimero de leucopenias G3 y G3+G4 en las primeras 8
semanas (Tabla 18). Especificamente, los pacientes con genotipo 2R/2R sufrieron mas eventos
de leucopenia que los pacientes con los otros dos genotipos. Este resultado es compatible con
los reportado en la bibliografia (Marsh et al., 2000; Danenberg, 2004; Krajinovic et al., 2004;
Cheok & Evans, 2006; Nief et al.,, 2007), ya que el alelo 2R tendria menos actividad

transcripcional y en consecuencia una menor actividad enzimatica. Por lo tanto, una misma
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dosis de MTX inhibiria de manera mas eficiente la enzima en aquellos pacientes de genotipo
2R/2R que en aquellos con el alelo 3R, produciendo una mayor citotoxicidad. Sin embargo,
esta asociacidn no fue detectada ni en los otros tres intervalos analizados ni en el total del
tratamiento. Esta falta de asociacién podria deberse a que hubo un ajuste de dosis luego de la
semana 8, o a que el efecto de esta variante sobre la toxicidad es pequefio y solo se ve
reflejado en las primeras 8 semanas porque los pacientes llegan a la fase de mantenimiento
con valores de hemograma al limite. Esta posible asociacion deberia ser confirmada con otros
analisis, como por ejemplo ser estudiada en cualquiera de las otras fases del tratamiento

donde se administra MTX.

4.6 CONCLUSION

Todos los pacientes resultaron ser portadores de al menos un alelo variante en los genes

MTHFR, SLC19A1y TYMS.

Los polimorfismos analizados presentaron una frecuencia de individuos heterocigotos cercana
al 50% y una frecuencia del alelo variante que oscila entre el 28% y el 56%. En todos los casos,

las frecuencias son similares a las reportadas para poblaciones europeas.

No se evidencid ninguna asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de

variantes en los genes MTHFR y SLC19A1 y las toxicidades hematoldgicas o hepaticas.

El VNTR del promotor del gen TYMS se encontrd asociado Unicamente con los eventos de
leucopenias en las primeras 8 semanas de la fase de mantenimiento. Esta asociacién deberia

ser confirmada mediante analisis en otras fases del tratamiento.

Puesto que la via metabdlica del MTX es compleja e involucra muchas enzimas, polimorfismos
en otros genes vinculados al transporte y metabolismo de dicho farmaco podrian estar
influyendo en las toxicidades observadas durante la fase de mantenimiento del tratamiento de
LLA. Por lo tanto, seria necesario investigar otros genes y determinar si la "acumulacién" de
variantes en distintos genes explica, en parte, las toxicidades observadas en esta fase del

tratamiento.

Por otro lado, teniendo en cuenta que la dosis de MTX administrada durante la fase de
mantenimiento es baja y que se ha visto que el MTX produce mas efectos toxicos cuando es
administrado en altas dosis, seria preciso analizar los efectos de estas variantes en la fase de

consolidacion del tratamiento, donde el MTX es administrado en altas dosis.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES FINALES y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES FINALES

Teniendo en cuenta que en Uruguay cerca de 23 nifios son diagnosticados con LLA por afio, y
que la muestra comprende 192 nifos reclutados entre 2010 y 2019 procedentes de todos los
departamentos del pais, se puede decir que la muestra utilizada es representativa del total de

casos de leucemia linfoblastica aguda infantil reportados en nuestro pais.

La muestra estd compuesta mayoritariamente por nifios de entre 1y 5 afios de edad, siendo la
proporcidén de varones/nifias 1,26. El porcentaje de pacientes que sufrieron recaidas refleja el

80% de cura para esta enfermedad descrito para nuestro pais.

Al igual que lo que ocurre a nivel mundial, la mayoria de los casos corresponde a una LLA de

células precursoras de linfocitos B, siendo el subtipo LLA-prepreB el mas frecuente.

La ancestralidad de los pacientes es mayoritariamente de origen europeo (69,4%), seguida de
un componente nativo americano de 19,7% y de un componente africano de 10,9%, pero

presenta una gran variabilidad interindividual.

La frecuencia de alelos variantes en los genes vinculados al metabolismo de la 6-MP alcanza el

20%.

Existe una asociacion entre los eventos de toxicidad hematoldgica ocurridos durante la fase de
mantenimiento y la presencia de variantes en los genes TPMT y NUDT15. Es decir, pacientes
con mutaciones en dichos genes, tienen un mayor riesgo de presentar eventos de toxicidad

hematoldgica durante el tratamiento.

La presencia de variantes en el gen ITPA tienen un efecto sobre la toxicidad, pero este efecto

es menor que el de los alelos de TPMTy NUDT15.

Existe una correlacion negativa entre la ancestralidad de origen nativo americano y el numero
de eventos de leucopenia en aquellos pacientes que no presentan variantes en los genes

NUDT15y TPMT.

Existe una asociacion entre la cantidad de repetidos "A" en el TPMT-VNTR y el nimero de

eventos de leucopenias.
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Todos los pacientes resultaron ser portadores de al menos un alelo variante en los genes
vinculados al transporte y metabolismo del MTX, siendo la frecuencia de los alelos variantes en

los genes MTHFR, SLC19A1 y TYMS considerablemente alta (28% a 56%).

No se evidencid ninguna asociacidn entre las toxicidades hematolégicas y hepaticas ocurridas
durante la fase de mantenimiento y la presencia de variantes en los genes MTHFR, SLC19A1 y

TYMS.

Puesto que la via metabdlica del MTX es compleja e involucra muchas enzimas y, que la dosis
administrada durante la fase de mantenimiento es baja, habria que investigar otros genes que

pudieran explicar las toxicidades observadas en esta fase del tratamiento.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran la importancia de las variantes genéticas en el
transporte y metabolismo de los farmacos utilizados en el tratamiento de la leucemia
linfobldstica aguda infantil. Pone de manifiesto la necesidad de determinar el genotipo de los
pacientes previo al comienzo del tratamiento, con el fin de disminuir los efectos adversos

ocurridos durante el mismo.

5.2 PERSPECTIVAS

Analizar la presencia de variantes en otros genes vinculados a la via metabdlica de la 6-MP,
que como por ejemplo el trasportador de salida ABCC4, con el fin intentar explicar aquellas
toxicidades que no pudieron ser explicadas por las variantes en los genes ITPA, NUDT15 vy

TPMT.

Analizar en profundidad los factores genéticos involucrados en la correlacién negativa entre la
ancestralidad de origen nativo americano y el nimero de eventos de leucopenia detectada en

esta tesis.

Investigar la posible presencia de variantes en otros genes vinculados al transporte vy
metabolismo del MTX que pudiesen explicar las toxicidades debidas a este fdrmaco que no
pudieron ser explicadas en esta tesis. Cabe mencionar que el equipo de trabajo del Laboratorio
de Genética Molecular Humana (LGMH), en colaboracién con la Fundacion Pérez Scremini y el
Polo de Gendmica y Bioinformatica, tiene un proyecto financiado por la ANII, en el que se
plantea secuenciar mediante NGS los exones de 9 genes y 24 microRNAs vinculados al

trasporte y metabolismo del MTX en la fase de consolidacion.
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Investigar cuales son los factores genéticos que estan influyendo en los eventos de toxicidad y
en la respuesta al tratamiento en otras fases del tratamiento de la LLA, como por ejemplo la
fase de induccion. Para ello, el equipo de trabajo del LGMH tiene un proyecto financiado por
CSIC (iniciacién 2019), en el que se plantea analizar polimorfismos relacionados con la
prednisona, la L-asparaginasa y la vincristina. A su vez, este trabajo forma parte de la tesis de

maestria de la Lic. Gabriela Burguefio-Rodriguez, miembro de dicho laboratorio.

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

cony sin recaidas con el fin de identificar variantes que puedan explicar el riesgo de recaida.
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ANEXO I: Lista de AIMs

Frecuencia alélica *

AIM Cromosoma
Africana Europea Nativo Am.
rs138022 22 0,833 0,262 0,330
rs249847 12 0,056 0,463 0,967
rs257748 5 0,806 0,381 0,967
rs708915 20 0,735 0,100 0,733
rs842634 2 0,972 0,738 0,233
rs888861 19 0,000 0,738 0,900
rs948360 11 0,250 0,974 1,000
rs1004704 16 0,028 0,214 0,867
rs1013459 18 0,233 0,900 0,967
rs1036543 2 0,750 0,024 0,767
rs1397618 10 0,294 0,952 1,000
rs1398829 4 0,222 0,976 1,000
rs1451928 14 0,861 0,857 0,200
rs1470524 2 0,222 0,786 0,533
rs1898280 8 0,889 0,238 0,833
rs1934393 1 0,222 0,842 0,300
rs2208139 20 0,833 0,667 0,033
rs2253624 17 0,176 1,000 1,000
rs2585901 13 0,765 0,854 0,067
rs2817611 1 0,278 0,952 0,967
rs2829454 21 0,056 0,274 0,933
rs4013967 9 0,059 0,655 1,000
rs4733652 8 0,917 0,762 0,100
rs4762106 12 0,806 0,095 0,667
rs6684063 1 0,222 0,833 0,167
rs6911727 6 0,139 0,476 1,000
rs9302185 15 0,875 0,190 0,033
rs9310888 3 0,667 0,075 0,000
rs9320808 6 0,861 0,095 0,967
rs10131076 14 0,694 0,071 0,000
rs10214949 7 0,281 0,845 0,967
rs10248051 7 0,083 0,833 0,200
rs10484578 6 0,944 0,375 0,067
rs10486576 7 0,944 0,900 0,200
rs10491097 17 0,056 0,647 0,133
rs10491654 9 0,500 0,286 0,900
rs10500505 16 0,056 0,214 0,800
rs10501474 11 0,056 0,643 0,800
rs10507688 13 0,000 0,167 0,733
rs10508349 10 0,056 0,012 0,767
rs10510791 3 0,972 0,488 0,133
rs10515535 5 1,000 0,286 0,133
rs10519979 4 0,167 0,451 0,967
rs10520678 15 0,154 0,732 1,000
rs12953952 18 0,139 0,927 0,967
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ANEXO II. Frecuencia de los 45 AIMs en pacientes y controles

Pacientes Controles
AIM Alelo Alelo Genotipicas > Frecuencia Genotipicas > Frecuencia

Ref. Var. Homo Hetero alélica* Homo Hetero alélica*
rs138022 A G 0,054 0,370 0,0447 0,239 0,095 0,355 2,1898 0,273
rs249847" C T 0,399 0,350 14,862 0,574 0,335 0,445 11,9236 0,558
rs257748 A T 0,211 0,478 10,1854 0,450 0,205 0,513 10,1572 0,462
rs708915 T A 0,484 0,385 2,2969 0,677 0,453 0,472 11,5913 0,689
rs842634 T C 0,050 0,385 0,3861 0,242 0,082 0,434 10,2030 0,299
rs888861 C T 0,150 0,406 1,9632 0,353 0,127 0,443 0,0897 0,348
rs948360 C T 0,813 0,181 10,2054 0,903 0,811 0,170 1,2057 0,896
rs1004704 A G 0,092 0,386 0,5335 0,285 0,060 0,410 0,5512 0,265
rs1013459 G A 0,044 0,263 1,3223 0,175 0,006 0,274 2,0910 0,143
rs1036543 C T 0,044 0,346 0,0624 0,217 0,040 0,307 0,0628 0,193
rs1397618 A T 0,000 0,112 0,5644 0,056 0,006 0,139 0,0101 0,076
rs1398829 T A 0,006 0,068 2,2512 0,040 0,006 0,107 10,3726 0,060
rs1451928" C A 0,044 0,503 6,8927 0,296 0,082 0,399 0,0337 0,282
rs1470524 G A 0,565 0,379 0,0865 0,755 0,494 0,437 10,6657 0,712
rs1898280" A G 0,500 0,337 10,578 0,668 0,495 0,409 0,1434 0,699
rs1934393" G C 0,162 0,465 0,1352 0,395 0,095 0,575 19,4370 0,383
rs2208139 C T 0,243 0,466 0,6345 0,476 0,255 0,428 12,9041 0,469
rs2253624 G T 0,807 0,186 0,2700 0,901 0,842 0,152 0,0054 0,918
rs2585901 A G 0,107 0,403 0,4992 0,308 0,101 0,437 10,0027 0,320
rs2817611 T C 0,012 0,199 0,0001 0,112 0,000 0,170 1,3688 0,085
rs2829454 A G 0,481 0,415 0,1844 0,689 0,495 0,405 0,3241 0,698
rs4013967" G A 0,553 0,335 4,5031 0,720 0,557 0,367 10,3174 0,741
rs4733652 T C 0,063 0,413 0,3919 0,269 0,057 0,363 0,0004 0,239
rs4762106™ A G 0,556 0,319 7,5240 0,716 0,506 0,348 6,2967 0,680
rs6684063" G T 0,118 0,435 0,0986 0,335 0,050 0,528 38,0724 0,314
rs6911727 T C 0,384 0,450 0,4430 0,609 0,333 0,449 11,1872 0,558
rs9302185 C T 0,025 0,248 0,0689 0,149 0,045 0,290 0,5215 0,190
rs9310888 A G 0,888 0,112 10,5644 0,944 0,849 0,138 0,9799 0,918
rs9320808 G A 0,522 0,391 0,1968 0,717 0,471 0,414 0,4127 0,678
rs10131076 A G 0,014 0,226 0,0663 0,127 0,015 0,221 0,0082 0,126
rs10214949 G A 0,019 0,199 0,3292 0,118 0,025 0,201 1,1459 0,126
rs10248051 C T 0,399 0,464 0,0011 0,631 0,445 0,470 11,2788 0,680
rs10484578 A G 0,196 0,522 0,4867 0,457 0,185 0,535 11,2718 0,453
rs10486576 T C 0,590 0,327 2,2705 0,753 0,584 0,336 11,5233 0,752
rs10491097° A G 0,179 0,500 0,0764 0,429 0,170 0,395 4,5199 0,368
rs10491654 T C 0,178 0,534 1,1661 0,445 0,125 0,518 1,5069 0,384
rs10500505 A T 0,057 0,312 0,7754 0,213 0,026 0,237 0,2857 0,145
rs10501474% C T 0,331 0,517 0,8287 0,590 0,390 0,410 4,4575 0,595
rs10507688 A G 0,560 0,375 0,0094 0,747 0,633 0,327 0,0112 0,796
rs10508349" A G 0,033 0,174 5,5683 0,120 0,020 0,150 3,2591 0,095
rs10510791 C G 0,293 0,475 0,3864 0,530 0,345 0,430 3,2479 0,560
rs10515535 A G 0,207 0,473 0,3225 0,443 0,236 0,482 10,2193 0,477
rs10519979 A G 0,266 0,511 0,1031 0,522 0,245 0,525 0,5047 0,508
rs10520678 C T 0,625 0,348 11,2539 0,799 0,610 0,365 12,4113 0,793
rs12953952 G A 0,878 0,122 0,5542 0,939 0,810 0,177 0,1102 0,899

Ref. = referencia. Var. = Variante. Homo = Homocigota alelo de referencia. Hetero = Heterocigota. X = chi-cuadrado de

equilibrio de Hardy-Weinberg. * alelo de referencia. *AIM no en equilibrio H-W en pacientes. 4 AIMno en eq. H-W en



ANEXO IlIIa: Ancestralidad individual de los pacientes

ID Africana Europea  Nativo Am. ID Africana Europea  Nativo Am.
FL1 0,089 0,413 0,498 FL56 0,112 0,682 0,206
FL3 0,034 0,866 0,100 FL57 0,101 0,841 0,058
FL4 0,041 0,885 0,075 FL58 0,112 0,593 0,295
FL5 0,025 0,559 0,417 FL59 0,067 0,637 0,296
FL6 0,101 0,823 0,076 FL61 0,073 0,687 0,239
FL7 0,039 0,817 0,144 FL62 0,176 0,716 0,108
FL8 0,276 0,590 0,134 FL64 0,106 0,471 0,423
FL9 0,035 0,903 0,061 FL66 0,248 0,503 0,248
FL10 0,115 0,770 0,115 FL67 0,099 0,709 0,192
FL11 0,182 0,573 0,245 FL68 0,208 0,552 0,240
FL12 0,053 0,593 0,354 FL70 0,136 0,662 0,202
FL13 0,310 0,491 0,199 FL71 0,061 0,720 0,219
FL14 0,100 0,723 0,177 FL72 0,330 0,632 0,038
FL15 0,075 0,557 0,368 FL73 0,107 0,502 0,391
FL16 0,046 0,830 0,124 FL74 0,068 0,624 0,308
FL17 0,143 0,819 0,038 FL75 0,344 0,563 0,093
FL19 0,183 0,421 0,396 FL76 0,056 0,889 0,055
FL21 0,033 0,861 0,106 FL77 0,097 0,852 0,051
FL22 0,195 0,644 0,161 FL78 0,053 0,802 0,145
FL23 0,063 0,802 0,135 FL79 0,045 0,683 0,272
FL24 0,095 0,681 0,224 FL80 0,062 0,548 0,390
FL25 0,029 0,778 0,193 FL81 0,227 0,548 0,226
FL26 0,091 0,543 0,366 FL82 0,047 0,709 0,244
FL27 0,044 0,922 0,034 FL83 0,069 0,705 0,226
FL29 0,087 0,496 0,417 FL84 0,135 0,643 0,222
FL30 0,049 0,855 0,096 FL85 0,070 0,789 0,141
FL31 0,089 0,669 0,242 FL86 0,077 0,840 0,083
FL33 0,089 0,882 0,029 FL87 0,124 0,803 0,073
FL35 0,301 0,528 0,170 FL88 0,068 0,905 0,027
FL36 0,054 0,781 0,165 FL89 0,249 0,689 0,062
FL37 0,379 0,198 0,424 FL90 0,041 0,698 0,261
FL38 0,313 0,571 0,116 FL91 0,049 0,851 0,100
FL39 0,036 0,947 0,017 FL92 0,029 0,747 0,224
FL40 0,173 0,731 0,096 FL93 0,034 0,512 0,453
FL42 0,132 0,392 0,476 FL94 0,023 0,723 0,254
FL43 0,055 0,778 0,167 FL95 0,062 0,874 0,064
FLA4 0,056 0,769 0,175 FL96 0,198 0,602 0,200
FLAS 0,097 0,714 0,189 FL97 0,110 0,587 0,303
FL46 0,081 0,505 0,415 FL98 0,084 0,736 0,180
FL47 0,056 0,772 0,171 FL99 0,111 0,807 0,082
FLA8 0,050 0,879 0,070 FL100 0,061 0,679 0,259
FL49 0,127 0,716 0,157 FL101 0,063 0,478 0,458
FL51 0,079 0,753 0,168 FL102 0,071 0,749 0,180
FL52 0,061 0,717 0,222 FL103 0,038 0,721 0,241
FL54 0,247 0,319 0,434 FL104 0,124 0,710 0,166
FL55 0,047 0,847 0,106 FL105 0,067 0,842 0,091
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ANEXO IlIa (Cont.)

ID Africana Europea Nativo Am. ID Africana Europea Nativo Am.
FL106 0,274 0,416 0,309 FL153 0,045 0,594 0,361
FL107 0,032 0,746 0,222 FL154 0,040 0,740 0,219
FL108 0,072 0,892 0,037 FL155 0,078 0,640 0,282
FL109 0,416 0,542 0,042 FL156 0,134 0,612 0,254
FL110 0,101 0,764 0,135 FL157 0,115 0,779 0,106
FL111 0,036 0,616 0,348 FL158 0,038 0,771 0,191
FL112 0,094 0,817 0,089 FL159 0,152 0,817 0,031
FL113 0,171 0,694 0,135 FL160 0,133 0,735 0,132
FL114 0,168 0,671 0,161 FL161 0,060 0,774 0,166
FL115 0,115 0,727 0,158 FL162 0,120 0,534 0,346
FL116 0,091 0,612 0,298 FL163 0,148 0,747 0,106
FL117 0,117 0,799 0,084 FL164 0,184 0,517 0,299
FL118 0,028 0,624 0,348 FL165 0,115 0,581 0,304
FL119 0,167 0,637 0,196 FL166 0,023 0,929 0,048
FL120 0,060 0,626 0,314 FL167 0,166 0,747 0,087
FL121 0,038 0,880 0,082 FL168 0,223 0,339 0,439
FL122 0,023 0,814 0,163 FL169 0,038 0,845 0,117
FL123 0,210 0,396 0,394 FL170 0,056 0,644 0,301
FL124 0,048 0,804 0,148 FL171 0,201 0,733 0,066
FL125 0,140 0,544 0,317 FL172 0,075 0,739 0,186
FL126 0,055 0,865 0,080 FL173 0,053 0,650 0,297
FL127 0,093 0,769 0,138 FL174 0,045 0,737 0,219
FL128 0,188 0,266 0,546 FL175 0,079 0,626 0,295
FL129 0,054 0,876 0,071 FL176 0,082 0,851 0,067
FL130 0,233 0,643 0,124 FL178 0,219 0,560 0,222
FL131 0,033 0,433 0,535 FL179 0,189 0,719 0,091
FL132 0,045 0,780 0,175 FL180 0,048 0,840 0,112
FL133 0,139 0,736 0,126 FL181 0,052 0,725 0,223
FL134 0,112 0,790 0,098 FL182 0,037 0,886 0,077
FL135 0,150 0,596 0,254 FL184 0,156 0,680 0,165
FL136 0,072 0,896 0,032 FL185 0,218 0,646 0,136
FL137 0,147 0,681 0,172 FL186 0,050 0,764 0,185
FL138 0,167 0,753 0,080 FL189 0,199 0,675 0,126
FL139 0,046 0,716 0,238 FL190 0,090 0,728 0,182
FL140 0,024 0,856 0,120 FL192 0,102 0,836 0,061
FL141 0,180 0,781 0,039 FL194 0,054 0,810 0,137
FL142 0,154 0,712 0,134 FL195 0,064 0,483 0,453
FL143 0,120 0,546 0,335 FL198 0,153 0,702 0,145
FL144 0,083 0,828 0,088 FL199 0,036 0,851 0,113
FL145 0,080 0,640 0,279 FL200 0,076 0,852 0,072
FL146 0,065 0,844 0,092 FL201 0,210 0,657 0,133
FL147 0,073 0,352 0,575 FL202 0,072 0,684 0,244
FL148 0,202 0,717 0,081 FL203 0,112 0,515 0,373
FL149 0,095 0,730 0,175 FL206 0,036 0,722 0,243
FL150 0,079 0,708 0,213 FL207 0,175 0,743 0,082
FL151 0,050 0,666 0,284 FL209 0,093 0,719 0,188
FL152 0,227 0,592 0,181
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ANEXO IIIb: Ancestralidad individual de los Controles

ID Africana Europea Nativo Am. ID Africana Europea Nativo Am.
601 0,077 0,730 0,193 651 0,051 0,856 0,093
602 0,087 0,578 0,335 652 0,016 0,932 0,052
603 0,147 0,770 0,083 653 0,178 0,772 0,050
604 0,205 0,751 0,045 654 0,034 0,924 0,041
605 0,043 0,825 0,132 655 0,051 0,754 0,195
606 0,074 0,741 0,185 656 0,100 0,423 0,478
607 0,188 0,619 0,193 657 0,136 0,737 0,127
608 0,092 0,802 0,106 658 0,082 0,839 0,079
609 0,047 0,779 0,174 659 0,071 0,733 0,196
610 0,075 0,571 0,354 660 0,260 0,588 0,152
611 0,154 0,615 0,231 661 0,172 0,579 0,249
612 0,110 0,826 0,064 662 0,067 0,888 0,045
613 0,227 0,693 0,080 663 0,068 0,900 0,033
614 0,094 0,827 0,079 664 0,221 0,717 0,062
615 0,022 0,691 0,288 665 0,067 0,680 0,253
616 0,350 0,522 0,128 666 0,219 0,489 0,291
617 0,120 0,743 0,137 667 0,073 0,710 0,217
618 0,066 0,774 0,161 668 0,065 0,754 0,181
619 0,259 0,649 0,092 669 0,200 0,522 0,278
620 0,180 0,665 0,155 670 0,098 0,662 0,241
621 0,068 0,811 0,121 671 0,037 0,788 0,175
622 0,334 0,619 0,046 672 0,288 0,614 0,099
623 0,280 0,604 0,117 673 0,151 0,703 0,146
624 0,041 0,778 0,181 674 0,190 0,589 0,222
625 0,027 0,688 0,285 675 0,022 0,850 0,128
626 0,071 0,902 0,028 676 0,075 0,821 0,104
627 0,103 0,683 0,214 677 0,210 0,600 0,189
628 0,092 0,844 0,063 678 0,247 0,657 0,095
629 0,268 0,399 0,334 679 0,098 0,759 0,143
630 0,109 0,759 0,132 680 0,208 0,742 0,050
631 0,038 0,778 0,184 681 0,109 0,758 0,133
632 0,051 0,790 0,159 682 0,028 0,693 0,278
633 0,188 0,692 0,120 683 0,072 0,711 0,217
634 0,134 0,613 0,253 684 0,155 0,771 0,074
635 0,018 0,908 0,074 685 0,017 0,534 0,449
636 0,091 0,673 0,236 686 0,027 0,598 0,375
637 0,164 0,559 0,277 687 0,056 0,660 0,284
638 0,047 0,688 0,265 688 0,416 0,524 0,059
639 0,038 0,851 0,112 689 0,067 0,757 0,176
640 0,089 0,775 0,135 690 0,158 0,802 0,040
641 0,064 0,763 0,173 691 0,057 0,800 0,143
642 0,159 0,555 0,286 692 0,044 0,791 0,165
643 0,121 0,845 0,034 693 0,206 0,720 0,074
644 0,249 0,670 0,080 694 0,042 0,855 0,104
645 0,115 0,753 0,133 695 0,280 0,382 0,338
646 0,239 0,525 0,236 696 0,064 0,880 0,056
647 0,016 0,771 0,213 697 0,077 0,778 0,144
648 0,083 0,645 0,272 698 0,158 0,674 0,169
649 0,089 0,878 0,033 699 0,121 0,551 0,327
650 0,095 0,857 0,048 700 0,214 0,675 0,111




ANEXO IIIb (Cont.)

ID Africana Europea  Nativo Am. ID Africana Europea  Nativo Am.
701 0,304 0,635 0,061 751 0,294 0,649 0,057
702 0,301 0,552 0,148 752 0,209 0,755 0,035
703 0,317 0,218 0,465 753 0,215 0,464 0,322
704 0,044 0,794 0,162 754 0,090 0,620 0,291
705 0,098 0,636 0,266 755 0,084 0,652 0,264
706 0,165 0,765 0,070 756 0,197 0,709 0,094
707 0,055 0,769 0,176 757 0,036 0,807 0,157
708 0,079 0,601 0,319 758 0,107 0,800 0,093
709 0,036 0,596 0,368 759 0,099 0,771 0,130
710 0,054 0,676 0,270 760 0,083 0,552 0,366
711 0,023 0,690 0,287 761 0,099 0,774 0,127
712 0,039 0,732 0,228 762 0,062 0,689 0,249
713 0,020 0,751 0,229 763 0,339 0,516 0,145
714 0,051 0,842 0,108 764 0,188 0,665 0,147
715 0,300 0,626 0,075 765 0,091 0,701 0,208
716 0,173 0,645 0,182 766 0,047 0,831 0,122
717 0,117 0,773 0,110 767 0,111 0,767 0,121
718 0,055 0,617 0,328 768 0,131 0,631 0,238
719 0,190 0,514 0,296 769 0,054 0,841 0,105
720 0,340 0,509 0,150 770 0,134 0,748 0,119
721 0,050 0,889 0,061 771 0,254 0,697 0,049
722 0,057 0,783 0,160 772 0,203 0,632 0,164
723 0,120 0,424 0,457 773 0,117 0,855 0,028
724 0,039 0,784 0,178 774 0,053 0,800 0,147
725 0,210 0,513 0,277 775 0,087 0,800 0,113
726 0,165 0,756 0,079 776 0,022 0,742 0,236
727 0,079 0,829 0,092 777 0,065 0,686 0,250
728 0,130 0,791 0,079 778 0,08 0,577 0,343
729 0,048 0,734 0,218 779 0,051 0,646 0,303
730 0,073 0,878 0,049 780 0,060 0,714 0,226
731 0,035 0,921 0,044 781 0,133 0,786 0,081
732 0,128 0,793 0,079 782 0,120 0,787 0,093
733 0,183 0,685 0,132 783 0,200 0,690 0,111
734 0,262 0,547 0,192 784 0,278 0,550 0,172
735 0,161 0,697 0,142 785 0,065 0,680 0,256
736 0,073 0,817 0,111 786 0,150 0,715 0,135
737 0,093 0,541 0,366 787 0,037 0,877 0,086
738 0,186 0,628 0,186 788 0,208 0,563 0,229
739 0,087 0,879 0,034 789 0,140 0,611 0,249
740 0,129 0,729 0,142 790 0,050 0,854 0,096
741 0,167 0,675 0,158 791 0,056 0,696 0,248
742 0,266 0,689 0,045 792 0,103 0,839 0,059
743 0,108 0,841 0,051 793 0,181 0,664 0,155
744 0,053 0,635 0,311 794 0,199 0,708 0,093
745 0,103 0,722 0,175 795 0,203 0,690 0,107
746 0,137 0,764 0,100 796 0,223 0,560 0,217
747 0,184 0,690 0,125 797 0,035 0,574 0,391
748 0,074 0,893 0,033 798 0,329 0,494 0,177
749 0,083 0,741 0,176 799 0,087 0,727 0,187
750 0,047 0,626 0,327 800 0,060 0,608 0,332




ANEXO IV
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TPMT and NUDT15 genes are both related to mercaptopurine
intolerance in acute lymphoblastic leukaemia patients from

Uruguay

Acute lymphoblastic leukaemia (ALL) is the most common
childhood cancer in Uruguay and worldwide, comprising
approximately 25% of all cancers in children under 15 years
(Hunger & Mullighan, 2015). In recent decades, the event-free
survival rate of ALL patients in Uruguay has significantly
increased, reaching about 80%. This is similar to that observed
in developed countries (Castillo ef al, 2012). However, adverse
events related to drugs such as 6-mercaptopurine (6-MP)
remain an important complication of therapy. Accumulation
of 6-MP metabolites can cause haematological and hepatic
toxicities contributing to the morbi-mortality of ALL. TPMT
gene variants have been associated with haematological toxicity
in many populations, mainly with European ancestry. How-
ever, in Asian-or Asian-derived populations, such as Native
Americans, the frequency of TPMT variants is lower and only
explains a small element of toxicity. Recent studies have shown
that variants in other genes, such as ITPA and NUDTI5, can
better explain the toxicity observed in these populations (Yang
et al, 2015; Moriyama et al, 2016). The Uruguayan population
is mainly comprised by individuals with European ancestry
(Spaniards, Italians, Portuguese, Basques, etc.) with a minor
proportion of Native Americans and African populations (Sans
et al, 1997). The tri-hybrid structure of the Uruguayan popula-
tion, similar to other Latin-American populations, may allow
the co-existence of TPMT, ITPA and NUDTI5 variants at high
frequency.

Here, we present data of TPMT, ITPA and NUDTI5
genetic variant frequencies and their relationship with
haematological toxicity relative to 6-MP maintenance ther-
apy. We analysed a sample of 124 ALL Uruguayan paediatric
patients aged 1-15 years, followed up at the Servicio de
Hemato-Oncologia Pedidtrica from Pereira-Rosell Hospital,
Montevideo, Uruguay. The protocol and procedure employed
for this research were undertaken in compliance with the
Helsinki Declaration and patient parents gave written
informed consent to participate in this research. All patients
were treated according to the Berlin-Frankfurt-Munster
(BEM) protocol and receive uniform oral maintenance ther-
apy of 6-MP (50 mg/m?/day) and methotrexate (20 mg/m?*/
week). Complete blood count (CBC) was performed weekly
during the first 2 months of maintenance and then every
two or three weeks.

The ITPA ¢.94C>A (rs1127354) variant and NUDT15 vari-
ants were determined by automated sequencing using

© 2017 John Wiley & Sons Ltd, British Journal of Haematology

previously reported primers (Cao & Hegele, 2002; Moriyama
et al, 2016). TPMT*2, *3A, *3B and *3C variants were deter-
mined as previously described (Ameyaw et al, 1999). The
cumulative 6-MP dose at weeks 8, 16 and 24, and the mean
weekly 6-MP dose were compared between individuals with
and without these variants by the Kruskal-Wallis test. We
also analysed the association between gene variants and the
number of cases with leucopenia grade 3-4 (White blood cell
count <2:0 x 10%/1) by the Mann-Whitney test. Moreover,
odd ratios were determined to evaluate the leucopenia risk
among patients with and without gene variants. Twenty-two
patients were excluded from these analyses due to the pres-
ence of germline chromosomal abnormalities or because they
were not yet in maintenance phase. Statistical analyses were
performed in SPSS 22:0 (IBM Corp. Armonk, NY, USA)
with 95% confidence interval.

TPMT variants were observed in 13 individuals; 12 were
heterozygous for TPMT*3A and one for TPMT*2. The spec-
trum and frequency of heterozygotes (10-5%) is similar to
that observed for other Latin-American and European popu-
lations. However, the ITPA 94A variant frequency (5:3%)
was higher than that reported for a Chilean population (Silva
et al, 2008; Farfan et al, 2014; Araoz et al, 2015). Interest-
ingly, 11 of the 115 individuals analysed were heterozygous
for NUDT15 variants: five for NUDT15*2, two for *3, one
for *4 and three for ¥6. This frequency (8-8%) is similar to
that reported for Guatemalan and other American popula-
tions that have a higher Native American influence than in
Uruguay (Sans et al, 1997; Moriyama et al, 2016).

ITPA ¢.94C>A variant was not associated with 6-MP dose,
number of leucopenia events or risk of leucopenia (data not
shown). For TPMT and NUDT15, we assigned a genetic risk
score for each individual based on the number of risk alleles
in both genes as previously reported (Yang et al, 2015): zero
(no TPMT or NUDT15 variants), one (presence of TPMT or
NUDT 15 variant) or two risk alleles (presence of TPMT and
NUDT15 variants). The 6-MP dose was significantly lower in
individuals with one or two risk alleles compared to those
without risk alleles in all analysed intervals. Similar results
were observed with the mean weekly 6-MP dose. In contrast
to previous reports (Yang et al, 2015), the cumulative 6-MP
dose for individuals with two risk alleles was higher than
those with one risk allele at weeks 8 and 16. However, this
was not observed at week 24 or when we analysed the mean

doi: 10.1111/bjh.14532
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weekly 6-MP dose (Fig 1). Although we cannot exclude
interactions between TPMT and NUDTI5 genes, it is more
probable that the observed difference is due to the low num-
ber of individuals with two risk alleles and/or to more accu-
rate 6-MP dosage during the maintenance phase.

In the first eight weeks and in the interval from week 17
to 24, the risk of leucopenia was significantly higher in indi-
viduals with one or two risk alleles for TPMT and/or
NUDTI5 compared to those without risk alleles (Table I).
Although the same bias was observed during weeks 6 to 16,
the odd ratios were not significant. This may be explained by
an increased number of individuals with leucopenia without
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risk alleles due to 6-MP accumulation. Similar results were
obtained when the number of leucopenia events were anal-
ysed.

In summary, our study shows that the cumulative fre-
quency of TPMT and NUDTI5 variants was approximately
20%, and explains a significant fraction of toxicities related
to 6-MP therapy in Uruguayan ALL patients. This frequency
is higher than that observed in European populations and
similar to some Asian populations (Ameyaw et al, 1999;
Yang et al, 2015; Moriyama et al, 2016). These results could
be relevant to other Latin-American countries with different

European and Native-American contributions. Hence,
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Fig 1. NUDT15 and/for TPMT genotypes and 6-mercaptopurine (6-MP) dose (mg/m’). Patients were classified as 0, 1 and 2 according to the
number of TPMT and/or NUDTI5 variants (rs1800462, rs1800460 and rs1142345 in TPMT contributing to alleles *2, *3A, *3B and *3C;
rs116855232, rs55440599 and rs147390019 in NUDT15 contributing to alleles *2, *3, *4 and *6). P-values were estimated by Kruskal-Wallis test.
Each box includes data between 25th and 75th percentiles, with horizontal line indicating the median. Whiskers indicate maximal and minimal
observations within 1.5 x length of box. (A) Cumulative 6-MP dose (mglmz) at week 8. (B) Cumulative 6-MP dose (mg/mz) at week 16. (C)
Cumulative 6-MP dose at week 24. (D) Mean weekly 6-MP dose (mg/m?®). MP, 6-mercaptopurine.
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Table I. Association between risk alleles of TPMT and NUDTI5 and the presence or number of grade 3 or 4 leucopenia events (WBC

<2:0 x 10°/).

Presence of leucopenia grade 3 and 4

Risk alleles*
0 =1
Weeks N (%) N (%) OR (95% CI) P
1-8 WBC>2:0 x 10°/1 54 (63-5) 6 (353) 3-194 (1-075-9-483) 0-037
WBC=<2:0 x 10°/1 31 (36'5) 11 (64-7)
9-16 WBC>2-0 x 10°/1 40 (482) 5(294) 2-233 (0-722-6-902) 0-163
WBC=2-0 x 10°/1 43 (51-8) 12 (70-6)
17-24 WBC>2-0 x 10°/1 58 (70-7) 6 (40-0) 3-625 (1-163-11-304) 0-026
WBC=<2-0 x 10°/1 24 (293) 9 (60-0)
Number of grade 3/4 leucopenia events
Risk alleles*
Weeks 0 21 P
1-8 Average rank 48-48 66-62 0-007
9-16 48-90 58-29 0-191
17-24 46-45 62-97 0-008

*Individuals with one or more risk alleles in NUDT15 and/or TPMT genes were assigned to category =1. WBC: White blood cell count. OR: odds
ratio; 95% CI: 95% confidence interval. Association between the numbers of leucopenia events was estimated by Mann-Whitney test. P values

<0.05 (in italic) were considered statistically significant.

specific studies for each Latin-American country are neces-
sary to elucidate which genes are important to explain related
6-MP toxicity.
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