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RESUMEN

La presente revision bibliografica tiene como propdsito establecer una relacion entre los efectos
adversos que se presentan en la etapa de mantenimiento de la terapia de la Leucemia Linfoide
Aguda (LLA) y los polimorfismos de los genes que codifican las proteinas involucradas en el
metabolismo del Metotrexato (MTX) y de la 6-Mercaptopurina (6-MP), que son los farmacos
utilizados durante dicha etapa.

Se realiz6 una busqueda bibliografica en las siguientes bases de datos: PubMed, Medling,
Cochrane y Scielo. Se buscaron estudios comprendidos entre enero del 2000 y junio de 2016 y
se obtuvieron 41 estudios, siendo de utilidad 28 de ellos, los cuales hacen referencia a los
polimorfismos genéticos y su relacidon con el riesgo de toxicidad, recaidas y abandono del

tratamiento.

Algunos de estos polimorfismos han sido ampliamente estudiados, como por ejemplo los de la
Tiopurin-S-metil transferasa (TPMT) y Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Variantes
del gen TPMT han sido asociadas en diversos estudios a la toxicidad debido al tratamiento con
6-MP. Sin embargo, no todas las poblaciones presentan frecuencias relevantes de las mismas.
Esto conlleva a la necesidad de la realizacion de nuevos estudios en busqueda de otros genes
involucrados y sus respectivos polimorfismos, como por ejemplo los que codifican la proteina
Nudix hidrolasa 15 (NUDT15) la cual ha sido relacionada con la toxicidad en el tratamiento con
la 6-MP.

Ante lo expuesto, se concluye que la farmacogenética es una herramienta fundamental para el
tratamiento de la LLA ofreciendo la posibilidad de implementar dosis individualizadas de los
farmacos segln los genotipos identificados. Actualmente, en el mundo se esta realizando el

genotipado de TPMT previo al tratamiento.

Palabras clave:

Leucemia linfoide aguda, Pediatrica, Toxicidad, Metotrexato, 6-Mercaptopurina,

Farmacogenética.



MARCO TEORICO

Polimorfismos y farmacogenética

Se sabe que aproximadamente el 99.9% de la secuencia del Acido desoxirribonucleico (ADN)
de dos individuos diferentes es la misma. Una proporcion significativa de las diferencias
encontradas en los individuos, es decir, sus diferencias fenotipicas y/o susceptibilidades a ciertas
enfermedades, radica en el 0.1% de variacidn; a este tipo de variaciones genéticas se les conoce
como polimorfismos genéticos, los cuales representan diferentes formas en las secuencias de
ADN. Un polimorfismo es considerado como tal cuando la frecuencia de uno de sus alelos en la
poblacién es superior al 1%. Hay varios tipos de polimorfismos (inserciones, deleciones,
cambios en el nimero de secuencias repetidas), pero los méas frecuentes son los polimorfismos
de nucledtido simple (SNP’s). Su estudio ha servido de pauta para la creacion de nuevas
disciplinas como la ecogenética y la farmacogenética; la primera define las bases genéticas de
las diferencias individuales en respuesta a los factores ambientales, mientras que la segunda se
centra en la definicion de las diferencias genéticas individuales para poder implementar un
tratamiento farmacoldgico con dosis personalizadas de acuerdo al paciente, aumentando de esta
manera las posibilidades de obtener un buen resultado, y disminuyendo en gran forma el riesgo
de desarrollar toxicidad, evitando con esto la necesidad de interrumpir el tratamiento, o el
abandono del mismo por parte del paciente. 1!

Los estudios realizados hasta el momento se han centrado principalmente en los polimorfismos
ubicados en la region codificante de proteinas del genoma, la cual corresponde al 1,5% del
mismo. Han comenzado a surgir investigaciones que abarcan a la regién no codificante del
genoma, en donde también asientan mutaciones del tipo SNP’s. 2

Los micro ARN (miARNSs) son moléculas relacionadas con la region anteriormente comentada
y se cree que podrian tener una importante funcién reguladora. En algunos estudios se los ha
relacionado con la regulacion de genes responsables de la respuesta a diferentes farmacos, por
lo tanto, variaciones genéticas que alteren la funcién de los mismos podrian conducir a un

aumento de la tolerancia o de la sensibilidad a los farmacos. F!

Cancer y Leucemia

El cancer es una proliferacién celular descontrolada por activacion e incorrecta inhibicion del
ciclo celular. Estos procesos se dan como consecuencia de mutaciones que pueden ser heredadas
0 pueden surgir como resultado de exposicion a carcindgenos ambientales o agentes infecciosos.
El mecanismo responsable de la carcinogénesis son las mutaciones en los oncogenes, genes

supresores tumorales y genes de estabilidad cromosdmica. El cancer se clasifica segln el tipo de



célula normal que lo origina, por lo tanto se puede clasificar como carcinoma, sarcoma, linfoma,
leucemia, mieloma, tumor de células germinales, melanoma, glioma y neuroblastoma. En los
menores de 15 afios de edad, se diagnostican con mas frecuencia leucemias, linfomas y tumores
del sistema nervioso central (SNC). !

El cancer en nifios comprende del 0,5 al 3% de todas las neoplasias en la mayoria de las
poblaciones, estimandose una incidencia anual de alrededor de 200.000 casos en todo el mundo.
Las leucemias son las mas frecuentemente diagnosticadas y representan un 25 a 35% de las

neoplasias malignas pediatricas. !

Las leucemias son enfermedades malignas clonales originadas en un precursor hematopoyeético,
de estirpe mieloide o linfoide, y caracterizadas por la infiltracion de la médula 6sea y la invasion

de la sangre periférica y en algunos casos otros érganos. !

Leucemia linfoide aguda

Con respecto a la LLA, ésta se produce debido a la proliferacion de precursores linfoides
inmaduros, ya sea de estirpe B o T. Constituye el 77% de las leucemias infantiles y su incidencia
maxima se da entre los 2-6 afios de edad. Esta enfermedad suele presentarse con sintomas
inespecificos y de evolucién relativamente rapida. Con frecuencia estan presentes la falta de
apetito, fatiga e irritabilidad, que se suelen asociar con febricula intermitente. También puede
aparecer dolor 6seo o articular, sobre todo en las extremidades inferiores. Puede existir
antecedente de infeccidn respiratoria alta en el mes o dos meses previos. Con menor frecuencia,
los sintomas pueden ser de varios meses de evolucion, pueden localizarse predominantemente
en los huesos y las articulaciones y pueden caracterizarse por tumefaccion articular. El dolor
0seo es importante, y puede despertar al paciente por las noches. A medida que la enfermedad
progresa, aparecen signos y sintomas de insuficiencia medular, como palidez, fatiga, aparicién
de hematomas 0 epistaxis y fiebre, que puede deberse a la presencia de una infeccion. La LLA
de células pre-B primitivas (CD10+ o CALLA+) es el inmunofenotipo méas frecuente, con un
inicio entre el afio y los 10 afios de edad. !

La clasificacion de la LLA depende de la caracterizacion de las células malignas en la médula
6sea con el objetivo de determinar su morfologia, su inmunofenotipo, las caracteristicas de sus

marcadores de membrana y sus rasgos moleculares y citogenéticos. [ 67



Tratamiento

Antes de comenzar a realizar el tratamiento se debe clasificar al paciente, y asignarlo a una

categoria. Estas se dividen en tres grupos de riesgo segun el Protocolo ALLIC 2010: !

Riesgo estandar (RE), (todos los siguientes criterios deben estar presentes):

o BRP (Buena Respuesta a la Prednisona) al dia 8: <1000 blastos/uL

o Edad >1lafio y/o <6afios

e Recuento de glébulos blancos <20.000/uL

e ERM (Enfermedad Residual Minima) en MO (Médula Osea) al dia 15 (d15) <0.1%
e MO d15 en fase M1 0 M2

e MO dia 33 (d33) en fase M1

Riesgo intermedio (RI):

e BRP al dia 8 <1000 blastos/pL y edad <1 afio y/o >6 afios y/o recuento de glébulos
blancos >20.000/puL

e ERMen MO d15 <10% y MO d15 M1 o M2 y MO d33 M1 6:

e Criterios para RE pero: ERM >0.1% y <10% o MO d15 M3 y MO d33 M1

Riesgo alto (RA), (como minimo un criterio debe cumplirse):
e RlIyMOaldl5 M3
e Rlcon ERM >10%
e MRP (Mala Respuesta a la Prednisona) al dia 8: >1000 blastos/pL
e MOd33M20 M3
e Translocacion(9;22) (re-arreglo BCR/ABL) o Translocacion(4;11) (re-arreglo
MLL/AF4)
e Hipodiploidia <44 cromosomas

Para el tratamiento, se utilizan protocolos modernos, los cuales se constituyen de cinco grandes
fases que son: induccidn, intensificacion, consolidacion, reinduccidn y mantenimiento. También
se realiza prevencion de la leucemia en el SNC que incluye uso de quimioterapia intratecal y

radioterapia de craneo. Cada fase se detallara a continuacion. ¥ (Ver figura 1)



Fase 1: Induccidn (14/14°)
La recibiran con variantes todos los grupos pronosticos. En lo posible el recuento absoluto de

granulocitos no debe ser inferior a 100-200/mm?. Los farmacos utilizados son: Prednisona (P),
Vincristina (VCR), Daunorubicina (DNM) y L-Asparginasa de Escherichia coli (L-Asa).

La profilaxis o terapia de la leucemia del SNC se realiza mediante tratamiento intratecal (TIT),
el cual se haré los dias 1 ,12 y 33. La primera puncién lumbar serd sélo con MTX y solucién
salina. Las dosis de MTX varian de acuerdo a la edad entre 6 y 12 mg.

Fase 2: Intensificacion (1B)

Requisitos para comenzar con esta fase: buen estado general, ausencia de infecciones severas,
niveles de creatinina dentro de rango normal. Valores hematolégicos minimos: leucocitos
2x10%L, neutrdfilos 0,5x10%L, plaquetas 50 x10°%/L.

Los farmacos utilizados son: Ciclofosfamida (CFM), Arabindsido de citosina (Ara-c) y 6-MP.

EI TIT se realiza con MTX.

Fase 3: Consolidacién (M)

Comienza dos semanas después de finalizar la fase anterior.

Las condiciones para comenzarla son: buen estado general, sin infecciones, perfiles hepaticos
hasta cinco veces el valor normal de la Alanina Aminotransferasa (ALAT) para la edad, perfil
renal normal de acuerdo a la edad, leucocitos >1500 x mm?, granulocitos >500 x mm?, plaquetas
>50000 x mm?.

Con respecto a los pacientes RA, se realizan 6 pulsos de quimioterapia.

Los farmacos utilizados son: 6-MP, MTX, Leucovorina (de rescate).

TIT: dosis de acuerdo a la edad, 1 hora después de comenzar cada infusion de MTX.

Fase 4: Reinduccién (11)

Comienza 2 semanas después de terminada la fase anterior.

Se utilizan los siguientes farmacos: Dexametasona (DMT), VCR, Doxorrubicina (ADR), L-Asa,
CPM, Ara-c, 6-TGN, MTX intratecal.

TIT: Los dias 1 y 18 en los pacientes con compromiso inicial del SNC con dosis de acuerdo a la
edad.

Fase 5: Mantenimiento

Comienza para todos los grupos de riesgo dos semanas después de finalizada la etapa de

reinduccion siempre que el estado general sea bueno y haya recuperacion hematoldgica. La



duracidn total del tratamiento serd de 104 semanas por lo que la duracion del mantenimiento

variara segun el grupo de riesgo y la randomizacién en cada grupo.

. Riesgo estandar: 30 semanas (fase intensiva) y 74 semanas (fase de mantenimiento)
. Riesgo intermedio: 30 semanas (fase intensiva) y 74 semanas (fase de mantenimiento)
. Riesgo alto: 42 semanas (fase intensiva) y 62 semanas (fase de mantenimiento)

Las dosis en la etapa de mantenimiento son: 50 mg/m? via oral por dia de la 6-MP y 20 mg/m?
via oral de MTX una vez por semana siempre el mismo dia. Ambos por la noche con el
estdbmago vacio. También se utiliza profilaxis antibiotica con Trimetoprim-sulfametoxazol y

radioterapia en casos de infiltracion inicial del SNC. [°)

ALL IC-BFM 2009 : TRATAMIENTO
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Figura 1. Esquema representativo del protocolo BFM 2009 del tratamiento para la LLA
pediatrica. Modificado de Guia 2012 de la Sociedad Argentina de Hematologia. !



Farmacos utilizados en la etapa de mantenimiento

Metotrexato

El MTX es un antimetabolito de la familia de los folatos. Su mecanismo de accion es inhibir
competitivamente la Dihidrofolato reductasa (DHFR), enzima responsable de convertir el acido
folico a tetrahidrofolato, el cofactor necesario para la transferencia de un carbono en muchas
reacciones metabdlicas. Algunas de estas reacciones afectan la proliferacién celular, incluyendo
la sintesis de acido timidilico y de los precursores de los nucledtidos del acido ribonucleico
(ARN) y ADN. Sus efectos inhibidores dependen de las concentraciones intracelulares y su
mayor accion se produce en células con alta tasa de regeneracion, como lo son las células
neoplésicas, células de la médula 6sea, de foliculos capilares y las células epiteliales del tracto
digestivo. Sabiendo esto se puede inferir que los efectos adversos relacionados con este farmaco
van a darse principalmente en los tejidos anteriormente mencionados. Debemos destacar que la
toxicidad y citotoxicidad dependeran de la duracion de la exposicion al farmaco, es decir que,
una exposicion prolongada incluso a dosis bajas puede producir efectos adversos. 2!

La inhibicion que produce el MTX en la DHFR, afecta a otras enzimas por ejemplo a la
MTHFR, que cataliza el paso de metilentetrahidrofolato a metiltetrahidrofolato. También es un
precursor de nucledtidos, estando implicado en la via de proliferacién de las células, por lo que

la inhibicion de la MTHFR es también clave para el tratamiento antineoplasico. [

Existen también transportadores de aniones organicos, como por ejemplo los de la subfamilia
Solute Carrier Organic Anion (SLCO), que acttan en la eliminacién del MTX del organismo.
Como ya fue mencionado, la duracién de la exposicion al farmaco es proporcional a los efectos
adversos, por lo que la correcta funcionalidad de estos transportadores en el organismo que
recibe el farmaco es de suma importancia para establecer un equilibrio y asi lograr mantener

concentraciones adecuadas de MTX, disminuyendo como resultado el riesgo de toxicidad.

Dependiendo del tipo de célula podemos encontrar diferentes transportadores. En el hepatocito
podemos encontrar SLCO1B1, SLC19A1, SLCO1B3, SLCO1A2, ABCC4, ABCC3 los cuales
se encargan de la entrada del MTX a la célula; mientras que ABCC2 y ABCBL se encargan del
eflujo del farmaco hacia la bilis. En las células de los tdbulos renales se encuentran los
transportadores SLC22A8 y SLC22A6, que se encargan del flujo de entrada; por otra parte
ABCC4 y ABCG2 se encargan del flujo de salida. En la célula blanco SLC19A1 se encarga de
la entrada del MTX y los transportadores de la subfamilia ABC son los encargados de la

eliminacion hacia la sangre. ? (\er Figura 2)
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Figura 2. Vias metabolicas del MTX.

Extraida de Lopez-Lopez et al. (2

El metabolismo del MTX ocurre en tres fases: Distribucion (semivida de 45 minutos),
eliminacion (3-5 horas) y terminal (semivida de 10-12 horas). La fase terminal refleja la
distribucion enteropéatica del farmaco y es la que determina la toxicidad hematolédgica y

gastrointestinal del mismo. [*%

La principal via de eliminacion es la renal, la cual depende de la dosis y via de administracion.
La mayor parte de la dosis administrada es eliminada en la orina a las 12 horas mediante el
mecanismo de secrecién tubular. La excrecién biliar supone aproximadamente un 10% de la

dosis. 1%

Como efectos adversos, puede suprimir la hematopoyesis, inducir un sindrome de lisis tumoral
en tumores de rapido crecimiento, provocar hepatitis aguda y hepatotoxicidad cronica (fibrosis
hepatica y cirrosis), provocar neumonitis intersticial aguda o crénica de causa no infecciosa. %

A dosis elevadas puede aparecer sindrome neuroldgico agudo transitorio. Se han comunicado
casos de encefalopatia/leucoencefalopatia en pacientes oncol6gicos en tratamiento con

Metotrexato. (!
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6-Mercaptopurina

La 6-MP es un antineoplésico antimetabolito no nucleosidico de las bases puricas que se
encuentra dentro de la familia de los fArmacos Ilamados tiopurinicos. Este es absorbido por via
oral y su biodisponibilidad es de un 50%. Se une escasamente a proteinas y atraviesa mal la
barrera hematoencefélica (BHE), y la vida media es de unos 20-60 minutos. Actta como falso
sustrato en el proceso de sintesis de los constituyentes esenciales de los acidos nucleicos,
provocando la sintesis de un ADN anémalo o incluso la detencion del proceso y por lo tanto,

favoreciendo la apoptosis de las células que lo incorporan a su ADN. [*?

Ademas la 6-MP tiene un efecto inmunosupresor directo mediante la inhibicién de las células T
citotoxicas y las células natural killer, e induce la apoptosis de las células T. Como efectos
adversos se pueden producir: inmunodepresion, toxicidad hepatica, toxicidad renal, riesgo de

mielodepresion, aplasia medular y también tiene potencial mutagénico y cancerigeno. %

La 6-MP puede ser metabolizada mediante metilacion a través de la TPMT que cataliza su s-
metilacién y se produce asi un metabolito inactivo llamado 6-metilmercaptopurina (6-MMP) y
en consecuencia reduce la transformacion de las tiopurinas en nucledtidos de tioguanina
citotoxicos. También, puede ser oxidada por la xantina oxidasa (XO) a &cido tiourico (inactivo)
0 catabolizada a nucleétidos de la 6-tioguanina (6-TGN) a través de la hipoxantina-guanina-
fosforribosil transferasa (HGFT o HPRT) como ser la 6-tioinosina monofosfato (6-TIMP). El
efecto citotdxico de las tiopurinas es, finalmente, consecuencia de su conversion y acumulacion
intracelular en 6-TGN, especialmente en células hematopoyéticas. Los metabolitos de la 6-TGN
son los responsables fundamentales de la actividad de estos farmacos, a través de su
incorporacion al ADN y ARN, y ademas ejercen un efecto antiproliferativo en la poblacion de
linfocitos mit6ticamente activos. Ademas, la acumulacion de metabolitos inactivos como la 6-
MMP también esta relacionada con efectos toxicos. [***41 Otra enzima importante participante
del metabolismo de las tiopurinas es la Inosina trifosfato pirofosfatasa (ITPA), la cual cataboliza
la transformacién de 6-TIMP en 6-tioinosina trifosfato (6-tio ITP) el cual es un metabolito

activo que también puede incorporarse al ADN. 1 (\Ver figura 3)
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Figura 3. Metabolismo de la 6-MP. Extraida de Alvarez et al. ™*°!

Se ha descripto que las mutaciones de ambas enzimas, TPMT e ITPA, estan asociadas con la
variabilidad individual del metabolismo intracelular de la 6-MP. El balance entre la
concentracion intraeritrocitaria de 6-TGN y las concentraciones de 6-MMP tienen un importante
impacto en la eficacia del tratamiento de la LLA en nifios. %

Existe una familia de proteinas llamada NUDIX, que se encargan de eliminar nucledtidos
andmalos y evitar que se incorporen al ADN. Ejemplos son la NUDT1 (también conocida como
MTHL1), la cual se encarga de eliminar el 8-0xo-dGTP, un nucleétido modificado, resultado de
la accion de especies reactivas del oxigeno y de importancia en la supervivencia de células
cancerigenas; otro ejemplo es la NUDT15, la cual se creia que tenia un rol similar a la MTH1,
pero estudios recientes sugieren que su importancia radica en la neutralizacion de metabolitos
de 6-TGN vy por lo tanto se le atribuye una accion directa sobre la sensibilidad al tratamiento

con tiopurinas.[*” ¢l
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OBJETIVOS

° Obijetivo General:

- Conocer mediante revision bibliografica los polimorfismos de los genes que codifican las
proteinas y enzimas que participan en el metabolismo del MTX y la 6-MP, y su relacion con la
toxicidad en respuesta a las dosis estandar utilizadas en el tratamiento de la LLA pediétrica.

° Obijetivos Especificos:

- Realizar una basqueda bibliografica en las bases de datos cientificos mas importantes sobre
estudios que abarquen el tema propuesto.

- Identificar cuales son los principales genes involucrados en el metabolismo de los fa&rmacos

mencionados mas investigados en la literatura actual.

- Buscar los polimorfismos mas prevalentes que se relacionan con los diferentes niveles de

respuesta al tratamiento en los distintos grupos poblacionales.

- Describir la asociacion entre distintos genes, sus respectivos polimorfismos y el aumento en la

probabilidad de intolerancia al tratamiento.

-Analizar los beneficios del genotipado previo como herramienta fundamental para la

implementacion de tratamientos individualizados de la LLA pediatrica.

13



RESULTADOS

A continuacion se realiza un analisis de los resultados obtenidos en los diferentes estudios, con
enfoque en los diferentes farmacos utilizados en la etapa de mantenimiento, durante el

tratamiento de la LLA pediatrica.

Farmacogenética del Metotrexato

Con respecto a este farmaco existen varios estudios, los cuales describen su metabolismo, las
proteinas involucradas en el mismo y como sus mutaciones generan diferentes respuestas

interindividuales al tratamiento.

Transportadores
Una proteina importante en la eliminacién del farmaco es SLCO1B1, perteneciente a la familia

de transportadores de membrana, que se encuentra en la membrana de los hepatocitos. Se
encarga de transportar al MTX desde la sangre hacia el higado, para eliminarlo por via biliar. !
Dos de los estudios analizados se enfocan en su funcion y la relacionan con la toxicidad en la
terapia. El primero fue realizado en una poblacién pediatrica espafiola perteneciente al Hospital
Cruces, Hospital Donostia y Hospital La Paz. Los polimorfismos estudiados fueron rs4149081 y
rs11045879, para los cuales se encontré una relacion de ambos con un menor indice de
aclaramiento del farmaco. No lleg6 a ser estadisticamente significativa debido, probablemente, a
un resultado sesgado ya que la frecuencia alélica de estas mutaciones es muy baja para las

poblaciones estudiadas. [*°!

El segundo estudio corresponde a una revision bibliogréfica, en la cual se abarcan poblaciones
pediatricas de distintos origenes y etnias. Se investigaron los mismos polimorfismos de
SLCO1B1 (rs4149081 y rs11045879), se encontré una asociacion con un menor indice de
aclaramiento del farmaco debido a un transporte deficiente y con mayor toxicidad
gastrointestinal. Su conclusién es que si bien no existen marcadores farmacogenéticos para el
MTX por el momento, este transportador tiene un rol muy importante y los resultados son

consistentes y prometedores en vistas al futuro. [
La misma revision también se enfoc en otros transportadores como por ejemplo SLC19A1. Un

polimorfismo en el mismo (G80A), se asocié a una mutacion en la proteina que derivaba en un

transporte celular menos eficiente. Se demostré que los nifios con esta variante tienen peor

14



pronostico y esto fue determinado por una supervivencia libre de efectos adversos disminuida.
La homocigocidad se asocié con mayores niveles de MTX y también con interrupcién del
tratamiento, toxicidad gastrointestinal, hematoldgica y hepética. [

Otro transportador estudiado fue ABCBL, para el cual se analizaron tres alelos polimoérficos en
el gen multidroga resistente (MDR1) y se encontraron los siguientes genotipos: homocigoto
para MDR1 2677GG, 3435CC, y 2677G — 3435C; se llegé a la conclusion de que estan

asociados con una reduccion significativa en la supervivencia libre de eventos. %!

Con los resultados obtenidos para estos transportadores surge el interés por estudiar otros
transportadores de membrana. Algunos de los estudiados son SLCO1A2, ABCC4, ABCC2. En
todos ellos se ha establecido una relaciéon con la respuesta al MTX, una disminucion del
aclaramiento y toxicidad, aungue se sugiere realizar mas estudios para confirmar los resultados

ya que no han sido ampliamente estudiados. %!

Metilentetrahidrofolato Reductasa

Existe una enzima fundamental en el metabolismo de los folatos, la MTHFR. Ha sido
ampliamente estudiada y constituye uno de los blancos principales del MTX. 2

De los estudios analizados, ocho de ellos se han enfocado en esta enzima. Los polimorfismos
estudiados fueron C677T (rs1801133) y A1298C (rs1801131). %

En cuanto al C677T existen resultados contradictorios entre los diferentes estudios: si bien
algunos afirman que hay una relacion entre su mutacién y la toxicidad, otros aseguran que dicha
relacion no existe y otros le atribuyen un rol protector. Se sugiere que estas diferencias se deben
a un bajo poder estadistico debido a estudios llevados a cabo con poblaciones pequefias, no
homogéneas, utilizacion de diferentes protocolos de tratamiento y criterios de toxicidad.?

Se ha encontrado que esta variante codifica una enzima con un nivel de actividad menor y
también se la ha asociado a concentraciones mas elevadas de MTX en los individuos que

presentan un genotipo TT y CT, en comparacion con los CC (wild-type). [» 4 20.2%.22]

Uno de los estudios que establecen dicha relacion es un meta-analisis en el cual se incluyeron 14
estudios, los cuales fueron realizados en diferentes poblaciones (africanos, asiaticos y
caucasicos). El mismo identificé que los polimorfismos se asociaban a un riesgo aumentado de
toxicidad hepética en africanos y caucésicos, pero no en asidticos. También se identificd una
asociacion entre los polimorfismos y el riesgo aumentado de desarrollar mucositis oral en

africanos y asiaticos, pero no en caucasicos. Los resultados pueden haber sido sesgados debido
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a la presencia de mucha heterogeneidad entre los diferentes estudios incluidos en el meta-
analisis, ya que algunos fueron en poblacion pediatrica y otros en adultos, también hubo una
diferencia en las dosis de MTX utilizadas. Los criterios para referirse a la toxicidad en respuesta

al tratamiento también variaron de un estudio a otro. 2%

Por otro lado, hay dos estudios que niegan la existencia de una relacion entre este polimorfismo
y la toxicidad. Uno de ellos se basa en un re-anélisis sobre otro estudio, en el cual se llega a la
conclusion de que la mutacion en C677T no es un buen predictor de toxicidad, incluso
demostrando en una pequefia proporcion que podria ser un factor protector. [*°]

El otro estudio que lo aborda, afirma que luego de realizar un analisis exhaustivo de la
bibliografia y llevar a cabo un meta-analisis se lleg6 a la conclusion de que no es un buen
marcador para predecir la toxicidad y no deberia ser utilizado como un pardmetro para

modificar las dosis de MTX durante el tratamiento.?*!

En una revision bibliografica se menciona un meta-analisis llevado a cabo utilizando 24
articulos y en el mismo no se encontraron asociaciones entre C677T y los criterios de toxicidad.
Estos resultados llevan a la conclusion de que no hay evidencia para apoyar el uso de la
mutacién C677T como un marcador de toxicidad para el MTX. [

Respecto a la A1298C los resultados también son contradictorios. Hay estudios que afirman que
hay una relacion significativa entre la toxicidad y la presencia de este polimorfismo. El riesgo
de toxicidad aumenta por las concentraciones méas elevadas de MTX, respecto a los individuos

sin mutaciones. * 22

Hay estudios que asocian dicho polimorfismo con niveles menores de MTX, afirmando que el
mismo constituye un factor protector. Mas especificamente, no se encontraron asociaciones
significativas con toxicidad hepatica, mielosupresion, mucositis oral, toxicidad gastrointestinal,
toxicidad hematol6gica, neurotoxicidad ni neutropenia. Se encontrd6 una asociacion
estadisticamente significativa entre este polimorfismo y el menor riesgo de desarrollar toxicidad

cutanea. 9 201
Una revision bibliogréafica afirma que en un meta-analisis realizado recientemente utilizando 24

articulos no se encontr6 una relacion con toxicidad, excepto por un posible factor protector del

genotipo 1298CC ante la leucopenia. %
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La variabilidad entre los diferentes resultados y conclusiones se deben probablemente a las
mismas consideraciones tenidas en cuenta para la mutacion C677T: muestras pequefias, no
homogéneas, diferentes criterios de toxicidad y diferentes protocolos de tratamiento y dosis de
MTX.

Dihidrofolato Reductasa

Otra de las enzimas estudiadas es la DHFR. Solamente uno de los estudios analizados se refirid
a la relacion de ésta con toxicidad por MTX. Los polimorfismos analizados correspondian a la
region promotora del gen. Una menor supervivencia libre de eventos se asocié con
homocigocidad para el alelo A-317 y el C-1619, y para el haplotipo *1 dado por C-1610 y A-
317. El haplotipo *1 gener6 mas actividad transcripcional y en analisis cuantitativos se
detectaron mayores niveles de DHFR para este haplotipo en particular. En conclusién, los
polimorfismos en los promotores de DHFR estan asociados con un peor resultado, debido a una

expresion aumentada de la enzima. !

También se encontr6 un polimorfismo que se encuentra en el nucledtido 223 en la region
downstream (C829T) que se relaciona con la estabilizacion del ARNm y esto lleva a una
expresion aumentada de la DHFR y por lo tanto una menor supervivencia libre de eventos.
Estos resultados se deben a que la sobreexpresion de DHFR conlleva a que las dosis normales
establecidas en el tratamiento no sean suficientes para inhibir la accién de ésta enzima. Como
opcion terapéutica seria planteable un aumento en la dosis de MTX, pero esto llevaria a un

riesgo aumentado de generar toxicidad por otras vias metabdlicas. ? (Ver figura 2)

Farmacogenética de la 6-Mercaptopurina

Tiopurin-S-metil Transferasa

Hay multiples estudios relacionados con los diferentes polimorfismos, sus frecuencias

poblacionales, y su relacion con las respuestas al farmaco.
La variabilidad interindividual de la respuesta a las dosis estandar del tratamiento con 6-MP se

explica en gran parte por diferencias en la actividad enzimética de la TPMT en cada paciente,

dada por los diferentes polimorfismos de la misma. [? 22 251
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En una revision bibliografica basada en diferentes estudios realizados en distintas etnias, se
describen las siguientes variables alélicas: TPMT*2 (G238C), TPMT*3A (G460A y A719G que
representan la asociacién de TPMT*3B y TPMT*3C) y TPMT*3C (A719G). Las anteriores son
las mutaciones méas prevalentes y estan asociadas a pérdida de actividad catalitica de la TPMT,
es decir, son alelos disfuncionales (aunque se han descrito mas de 20 variantes de TPMT menos
activos). Representan un 95% de la variabilidad hereditaria de la enzima. !

Otro estudio identifica ademas de los alelos mencionados anteriormente, otra variable frecuente:
TPMT*3B (G460A). También se presenta una tabla de frecuencias de las variaciones alélicas y

su prevalencia en diferentes poblaciones con potencial impacto terapéutico. 2%

De los estudios analizados, tres de ellos hacen referencia a una distribucion trimodal de la
actividad enzimética de la TPMT (alta, intermedia o baja). Aproximadamente 90% de la
poblacion tiene dos alelos activos de la TPMT (TPMT*1, wild type) y actividad alta de la
proteina. Un 5 a 10% de las personas tienen un alelo no funcional de TPMT (son heterocigotos
para la enzima) y actividad intermedia, y solo 0,3% de las personas tienen actividad deficiente
de la enzima, con ambos alelos no funcionales, es decir, son homocigotos para alguna de las

mutaciones. [» 22 2]

En Chile, segin un estudio realizado con 103 pacientes pediatricos con diagnostico confirmado
de LLA, la frecuencia total de variantes alélicas de la TPMT fue del 8%. Los alelos TPMT*2,
TPMT*3Ay TPMT*3B fueron encontrados en 0%, 7% y 1% de los pacientes, respectivamente.
(281 (Ver tabla 1)

Tabla 1.

Frecuencias genotipicas de TPMT en 103 nifios chilenos con LLA
Genotipos n=103 %
TPMT

TPMT™1/ TPMT*1 95 92
TPMT™2/ TPMT*1 0 0
TPMT™3A/ TPMT*1 7 7
TPMT™3B/ TPMT*1 0 0
TPMT"3C/ TPMT*1 1 1

Modificado de Farfan et al. [26]
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La frecuencia y distribucion de estos alelos en Chile son similares a las cifras en hispanos y en
otros paises de América Latina. [?6)
Se encontro una significativa disminucion de la actividad enzimética en pacientes portadores de

polimorfismos comparados con los pacientes con genotipo wild type. 261 (Ver figura 4)
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Figura 4. Actividad de TPMT segln genotipo. Actividad enzimética medida en glébulos rojos (GRP) en
distintos genotipos.Wt/Wt- homocigoto wild type; Wt/Mut — Heterocigoto con un alelo mutado. Modificada
de Farfan et al. [26]

A su vez, se realiz6 un analisis con un subgrupo de 40 pacientes que completaron la fase de
mantenimiento. De estos, un 88% eran portadores de alelos wild type y un 12% presentaban una
variante alélica de TPMT. Se demostré que las dosis medias diarias y las dosis acumulativas
requeridas por ambos grupos son diferentes, siendo estas dosis menores para los pacientes con

genotipo variante. ?°! (Ver figura 5)
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Figura 5. Dosis del farmaco requeridas segun el genotipo. A-Dosis acumulativa de 6-MP. B-Dosis diaria
de 6-MP.

Wt/Wt- homocigoto wild-type. Wt/Mut — Heterocigoto con un alelo mutado. Modificada de Farfan et al. (26]

A pesar de que otros estudios indican que los polimorfismos de la TPMT estan asociados a

toxicidad por 6-MP, este estudio no encontro resultados significativos. 2!

Existen multiples estudios realizados en Brasil que arrojan diferentes resultados. En una
investigacion realizada en este pais con 116 individuos, 12 de ellos portaban alelos mutados:
TPMT*2, TPMT*3C y TPMT*3A, con frecuencias de 8%, 16% y 75% respectivamente. Todas
las mutaciones fueron heterocigotas con un alelo normal. En 104 pacientes no se encontraron
mutaciones (TPMT*1, wild type).?”] A pesar de que en este estudio la mutacion mas frecuente
es la TPMT*3A, en otro estudio realizado en Brasil, llevado a cabo por Reis et al (2003), el mas
frecuente fue TPMT*3C (mé&s frecuente en africanos, asiaticos, afro-americanos, chinos y
japoneses).?8l Por otro lado Boson et al (2003) encontraron una mayor frecuencia del TPMT*2,
estudio que también fue realizado en poblacion brasilefia. La explicacion posible para estos

diferentes resultados podria ser la heterogeneidad de dicha poblacion. 2!
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En el estudio de Silva et al (2008), no se registraron resultados significativos con respecto a la
relacion entre la presencia de mutacion con el sexo, con el conteo de leucocitos, de neutrofilos y
porcentaje de interrupciéon de la quimioterapia al compararse con el grupo sin mutacién. En
relacion a las complicaciones, 28 de los pacientes tuvieron enfermedad recurrente (5 de ellos
presentaban una mutacion) y 20 de ellos fallecieron. [?7)

Ha sido comprobado en diferentes publicaciones que los pacientes con deficiencia de la TPMT
tienen concentraciones intraeritrocitarias de 6-TGN aumentadas y concentraciones menores de
6-MMP, al compararlos con pacientes con actividad enzimatica alta. Pacientes con deficiencia
homocigota de TPMT pueden ser satisfactoriamente tratados con aproximadamente 10-20% de
la dosis convencional de 6-MP. Sin embargo, en este estudio no existieron resultados
congruentes con lo antedicho. "]

Se esperaban interrupciones de la quimioterapia mas frecuentes o mas largas en los pacientes
con los alelos mutados, ya que el protocolo no se acomod6 segun sus necesidades. Sin embargo,
dicha relacion no se observd. La intensidad del tratamiento quimioterapico utilizado en este
estudio (protocolo GBTLI LLA-93 y GBTLI LLA-99) puede no haber sido suficiente para
alcanzar el nivel de mielosupresién esperado, sobre todo en pacientes con mutacion en el gen
TPMT. Esto podria explicar la ausencia de diferencias significativas en el prondstico de los

pacientes con y sin polimorfismos. 7]

Los homocigotos para los alelos mutados de la enzima, es decir, los que presentan una baja
actividad de la TPMT, tienen mayor riesgo de toxicidad que las dos anteriores, particularmente
mielotoxicidad, ya que existe una acumulacion mayor de metabolitos activos de la 6-MP en las
células sanguineas (6-TGN). Estos individuos son los que se benefician de una reduccion de la
dosis estandar del farmaco, debiéndose utilizar un 10% de la misma para el tratamiento en la

etapa de mantenimiento. ?!

La actividad intermedia de la enzima podria estar relacionada con un aumento en la incidencia
de canceres secundarios (leucemia mieloide aguda, sindromes mielodisplasicos, tumores
cerebrales) y una toxicidad relacionada con la 6-MP moderada. %!

La disminucion de las dosis estdndar en pacientes heterocigotos es motivo de discusion, siendo
que un grupo de investigadores indica que los pacientes se beneficiarian de dicha reduccion, sin
embargo otro grupo sostiene que la mencionada heterocigosis no aumenta la probabilidad de

toxicidad. Los grupos que defienden la reduccion han propuesto que los heterocigotos para
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TPMT tratados con dosis mas altas (75 mg/m?/dia) son los méas beneficiados, mientras que los
tratados con dosis menores no presentan riesgo mayor de toxicidad hematoldgica. [

Otra investigacion analizada informa que el principal riesgo de la reduccion de la dosis en
pacientes heterocigotos es la utilizacion de dosis mas bajas de tiopurinas de las tolerables por el
individuo, sin embargo hay estudios que demuestran que el estado estacionario se alcanza entre
2-4 semanas, lo que significa que el periodo infradosis sera de corta duracién, y por lo tanto el

resultado no se ve modificado. "]

Con respecto a la TPMT de alta actividad, se concluye que se relaciona con efectos adversos
menos expresivos. Sin embargo, al desviarse la metabolizacion hacia la produccion de 6-MMP,
con concentraciones mas altas de este metabolito inactivo, aumenta el riesgo de
hepatotoxicidad. Ademas, se producen menores concentraciones de 6-TGN citotdxicos,
relacionandose con efectividad reducida del tratamiento y aumento del riesgo de recaida. %%

Se concluye que, al existir maltiples estudios que demuestran la importancia del genotipo en la
variabilidad de la actividad enzimatica, y ésta a su vez en la produccién de diferentes efectos
adversos mediados por las diferentes concentraciones de los metabolitos, es importante y esta
altamente recomendado realizar estudios de genotipado para individualizar la dosis a utilizar en
cada paciente. Actualmente existen guias en las cuales se indican las directivas del tratamiento
con 6-MP segun la actividad enzimatica. ? Estas incluyen informacion sobre las frecuencias
alélicas de las variantes de la enzima en diferentes grupos étnicos y los diferentes planes del

tratamiento individualizado. U

NUDT 15

En un estudio realizado con 270 nifios de diferentes etnias se investigd sobre las variantes
codificantes del gen de la proteina NUDT15, y en este se identificaron cuatro de las mismas en
los exones 1y 3. Las variantes ¢.415C>T y ¢.416G>A codificaban un cambio de la arginina en
la posici6nl139, por una cisteina y por una histidina respectivamente. Las otras 2 variantes
fueron ¢.52G>Ay ¢.36_37insGGAGTC ambas afectaron un residuo de valina, el primero tenia
un cambio por isoleucina y el segundo una adicibn de glicina y valina
(p.-Val18 Val19insGlyVal). Se estudio la velocidad de catalizacion de las reacciones de la
enzima y se constatd que en las cuatro variantes habia una pérdida de la actividad catalitica de
un 74,4% a un 100%. Por lo tanto se concluyd, que a mayor actividad enziméatica, mayor

tolerancia a la 6-MP. 22
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Existe un anlisis retrospectivo sobre la asociacion entre la ITPA, NUDT15, la mielosupresion
asociada a 6-MP y su mediana de dosis acumulativa. Tomando un cohorte de pacientes de 1 a 15
afios de edad que recibieron tratamiento de mantenimiento y que fueron estudiados desde enero
del 2014 a enero del 2015 en el King Chulalongkorn Memorial Hospital (Tailandia). Describe
que la variante c.415C>T se asoci¢ fuertemente con mielosupresion temprana inducida por 6-
MP. Ademas, los pacientes con variables de NUDT15 CT o TT tenian un riesgo significativo de
neutropenia dos meses después del comienzo de la administracion del farmaco e incluso, un

seguimiento mas extendido a los cuatro a seis meses demostré mayores riesgos. !

También se demostrd que la variante ¢.415C>T es un factor determinante para la leucopenia
producida por 6-MP. Los homocigotos para TT podian tolerar sélo el 8,3% de la dosis estandar
del farmaco, comparado con los genotipos TC y CC que toleraban 63% y 83,5% de la dosis

estandar respectivamente. 1% 34

ITPA

Existen polimorfismos genéticos que se relacionan con variabilidad en la actividad de la ITPA.
[15, 35]

Se realiz6 un andlisis que incluia a 246 nifios en tratamiento de LLA, de los cuales se tomaron
en cuenta los resultados de 244 de ellos. Los 2 no incluidos no pudieron ser evaluados. De los
estudiados, 4,5% presentaban una variante alélica para TPMT y un alelo wild type para la ITPA.
Un 13,5% presentaban una variante alélica para ITPA y un alelo wild type para la TPMT. Un
paciente (0,41%) presentaba variantes alélicas para ambos genes. El resto de los individuos eran
homocigotos wild-type (81,6%). Se estudié la frecuencia de la funcionalidad de la enzima y se
observd que en individuos caucasicos hay una distribucion bimodal en la cual un 5 a 10 %
tienen actividad residual, en un rango que va desde 0 a 85% de actividad. *°!

En otro estudio con 66 nifios padecientes de LLA en terapia de mantenimiento se determinaron
también los polimorfismos de TPMT y de ITPA presentes, su asociacion y luego las
concentraciones de los metabolitos de la 6-MP. Se describié que la mutacién ITPA IVS2 + 21
A>C (rs 7270101) tiene consecuencias funcionales en la enzima, pero no ha tenido relacién con
las concentraciones de metabolitos de la 6-MP y que, por el contrario, el polimorfismo ITPA 94
C>A (rs41320251) si es un determinante significativo del metabolismo del farmaco y por ende
de las concentraciones de sus metabolitos. [°]

La actividad de la ITPA es de 10% del total en heterocigotos con ambos alelos variantes (ITPA
IVS2 + 21 A>C / ITPA 94 C>A). [
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En relacion a la variante ITPA 94 C>A, la mutacion no tuvo influencia en las concentraciones de
6-TGN citotoxicos pero si en las concentraciones de 6-MMP, ya que se demostrd que esta
concentracion era mayor para los heterocigotos con uno de sus alelos mutados, que para los
genotipos wild type. En este andlisis se concluyd que las concentraciones intraeritrocitarias de
6-TGN son dependientes del genotipo de TPMT vy de la edad del paciente, mientras que las
concentraciones de 6-MMP dependen de los polimorfismos de ITPA 'y de los de TPMT. Nifios
con edades de 6 afios 0 menos presentaban menores concentraciones intracelulares de 6-TGN
que los de mayor edad, quedando demostrada la influencia de la misma en el metabolismo
intracelular. Se demostrd que la hepatotoxicidad es una complicacién frecuente en el tratamiento
con 6-MP y MTX, como se ha mencionado anteriormente. [*°!

El polimorfismo ITPA 94 C>A, ademas de ser un determinante importante del metabolismo de
la 6-MP, es un determinante de la neutropenia febril severa durante el tratamiento de pacientes
con LLA tratados con quimioterapia de combinacién con dosis individualizadas segln el

genotipo de TPMT y la concentracion de 6-TGN. ¥

Segun una revision bibliografica, al centrarse en la variabilidad de las concentraciones de la 6-
MMP existe una participacion mixta dada por la variante ITPA 94 C>A'y el genotipo variante de
la TPMT:

. Variante TPMT/ Wild type ITPA: tienen la menor concentracion de 6-MMP.
. Wild type TPMT / Wild type ITPA: concentraciones intermedias de 6-MMP.
. Wild type TPMT / Variante ITPA: tienen las concentraciones mas altas de 6-MMP.

Este estudio afirma que los niveles altos de 6-MMP estan relacionados con toxicidad hepatica.
22]

El polimorfismo ITPA 94 C>A no mostré diferencias significativas con los deméas genotipos con

respecto a mielosupresion inducida por 6-MP. [

Otro polimorfismo estudiado es el rs1127354, que también provoca deficiencia en la actividad
de la enzima. Esta variante alélica es mas frecuente en la poblacion asiatica (0,11%) que en
europeos y africanos (0,08% y 0,03% respectivamente). Un estudio con 244 pacientes de
diferentes etnias demostr6 que los individuos que eran portadores de la mutacion tenian mayor
riesgo de neutropenia febril severa durante la etapa de mantenimiento con 6-MP. En los

asiaticos también se asoci¢ fiebre, hematotoxicidad y toxicidad hepética. ?)
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Existe una amplia cantidad de estudios que se centran en la farmacogenética de la LLA
pediatrica. Los mismos presentan diferentes enfoques: algunos investigan frecuencias
poblacionales de los polimorfismos genéticos de proteinas involucradas en el metabolismo del
MTX y la 6-MP, mientras que otros relacionan estas mutaciones con diferentes grados de
funcionalidad de las mismas y el riesgo de toxicidad resultante.

A pesar de la existencia de multiples investigaciones, la mayoria de los resultados carecen de
replicabilidad e incluso muchos de ellos arrojan conclusiones contradictorias. Probablemente
estas diferencias se deban a sesgos dados por muestras pequefias, no homogéneas, utilizacion de
diferentes protocolos de tratamiento, dosis de los fa&rmacos y criterios de toxicidad.

En la actualidad los Unicos marcadores farmacogenéticos para los cuales existe suficiente
evidencia, son los polimorfismos de la TPMT. Ya han sido implementadas en la practica clinica
guias en las cuales se realiza un genotipado previo al inicio del tratamiento y el posterior ajuste
de dosis de 6-MP, con el objetivo de lograr un tratamiento individualizado, efectivo y con la
menor cantidad de efectos adversos posibles.

Debido a la existencia de poblaciones en las cuales los polimorfismos de TPMT son
infrecuentes, ha surgido el interés por buscar nuevos marcadores farmacogenéticos como por
ejemplo NUDT15, cuyos polimorfismos se relacionaron con pérdida de la actividad catalitica de
la enzima y menor tolerancia a la 6-MP. Si bien estas conclusiones son importantes, se requiere
la realizacién de nuevas investigaciones para confirmarlas.

Se han obtenido resultados prometedores en cuanto a los transportadores de MTX en estudios
recientes. EI méas estudiado ha sido el SLCO1B1 y se lo ha asociado a una disminucién en el
indice de aclaramiento del farmaco. De estos avances surge el interés por estudiar otros
transportadores involucrados en el metabolismo del MTX, pudiendo estos ser de gran relevancia
pero adn se requieren mas estudios.

Todos los estudios mencionados anteriormente se enfocan en la region codificante de proteinas
del genoma, la cual corresponde a un 1,5% del mismo. Debido a esto surge el interés por
estudiar el resto del genoma, lo cual podria tener relevancia en el tema, un ejemplo de esto son
los miARNS, los cuales constituyen un nuevo campo de estudio en vistas al futuro.

En Uruguay adn no existen publicaciones en las que se haya estudiado la farmacogenética de la
LLA, por lo que seria de gran importancia el desarrollo de investigaciones en vistas a
determinar las caracteristicas genéticas de nuestra poblacién y asi lograr una individualizacién

del tratamiento.
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