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RESUMEN

Las leucemias constituyen las neoplasias mas frecuentes en nifios, siendo la leucemia
linfobldstica aguda (LLA) la mds frecuente a nivel mundial asi como en Uruguay. El tratamiento
de LLA en Uruguay sigue el protocolo BFM que incluye, entre otros farmacos, el metotrexato
(MTX). Este puede causar reacciones adversas como hepatotoxicidad y mucositis, entre otras.
Este estudio analizé la relacién entre los polimorfismos rs2032582, rs9282564 del gen ABCBI,
rs3765534 y rs11568658 del gen ABCC4 y rs2231137 del gen ABCG2 y los niveles plasmaticos
de MTX 48 horas post-infusion durante la fase de consolidacion en 204 pacientes pedidtricos
con LLA. La normalidad y la homogeneidad de varianzas de las variables fueron analizadas
mediante el test Shapiro-Wilk y test Bartlett, respectivamente. La relacién entre los distintos
genotipos y la variable discreta toxicidad por MTX se analiz6 mediante el test de chi cuadrado.
A su vez, la relacién entre las variantes genéticas y la variable continua concentracién de MTX
a las 48hrs se analizd utilizando los test no paramétricos Mann-Whitney y Kruskal-Wallis,
segln corresponda. Los resultados encontrados no evidenciaron una asociacion significativa
entre los distintos polimorfismos y la presencia o ausencia de toxicidad por MTX en ninguno de
los cuatro pulsos. Sin embargo, se encontrd una relacién significativa entre la variante
rs2231137 (ABCG2) y la toxicidad por MTX en el pulso total. Por otro lado, en el subgrupo de
pacientes que recibieron 2 g/m? se observé una relacién significativa entre la variante en
cuestion y el pulso total. Teniendo en cuenta la variabilidad entre pacientes en la eliminacion
de MTX seria conveniente ampliar este estudio a una muestra mayor, analizar otras variantes
de estos genes asi como otros genes involucrados en los procesos de absorcién, distribuciény
eliminacion, como los genes involucrados en el transporte al interior de la célula de MTX y en
su metabolismo. Adicionalmente otra aproximacién podria ser estudiar el clearance a nivel

renal como indicador de toxicidad.

Palabras claves: Leucemia Linfobldstica Aguda, Farmacogenética, Metotrexato, ABCB1, ABC(C4,
ABCG2



ABSTRACT

Acute leukemia’s are the most common neoplasms in children, being Acute Lymphoblastic
Leukemia (ALL) the most common worldwide as well as in Uruguay. ALL treatment in Uruguay
follows the BFM protocol that includes, among other drugs, methotrexate (MTX). This drug can
cause adverse reactions as hepatotoxicity and mucositis, among others. This investigation
analyzed the relationship between certain genetic polymorphisms (rs2032582, rs9282564 of
the ABCB1 gene, rs3765534 and rs11568658 of the ABCC4 gene and rs2231137 of the ABCG2
gene) and MTX plasma levels 48 hours post-infusion during the consolidation phase in 204
pediatric patients. Plasma MTX concentration levels among the different genotypes were
analyzed using chi square for dichotomous discrete variables and nonparametric tests (Mann-
Whitney and Kruskal-Wallis) as appropriate. The normality and homogeneity of variances of
the variables were analyzed using the Shapiro-Wilk test and the Bartlett test, respectively. The
results did not show a significant association between the different polymorphisms and the
presence or absence of MTX toxicity in each pulse. However, a significant relationship was
found between the rs2231137 (ABCG2) variant and MTX toxicity in the total pulse. Hence, the
sample was divided into two, according to the dose of MTX received (2 and 5 mg/m2). In those
patients who received 2 mg/m2, a significant relationship was observed between rs2231137
and the total pulse. Taking into account the patients’ variability in the MTX elimination, it
would be advisable to enlarge the study sample, analyze other variants of these genes, and
other genes involved in the absorption, distribution and elimination processes of MTX and in
its metabolism. Moreover, another approach could be to study renal clearance as an indicator
of toxicity.

Keywords: Acute Lymphoblastic Leukemia, Pharmacogenomics, Methotrexate, ABCB1, ABC(4,
ABCG2



1. INTRODUCCION

A nivel mundial, el cancer es un problema prioritario de salud publica. Especificamente.
Uruguay tiene las tasas de incidencia y mortalidad por cancer mds altas de América Latina (1).
En muchos paises en desarrollo, tal como es el caso de Uruguay, el cdncer infantil es la tercera
o cuarta causa de muerte entre nifios (2). En particular, las leucemias agudas constituyen el
grupo de neoplasias mas frecuentes, tanto a nivel mundial como en Uruguay. En los ultimos
anos, estos canceres han sido objeto de estudio para la investigacién y, a través de la medicina
basada en evidencia, se han logrado importantes avances tanto en el diagndstico precoz como

en el tratamiento de los mismos (3).

Las leucemias constituyen un grupo de neoplasias que se caracterizan por una transformacion
maligna de una célula progenitora inmadura de la médula dsea (MO), denominada blasto, que
se expande y forma un clon de células idénticas, que presentan una alta tasa de
reordenamientos genéticos y proliferacion (4). Segun la estirpe celular en la cual ocurre la
alteracion, las leucemias pueden ser mielobldsticas o linfoblasticas. Estas ultimas son aquellas
cuya celularidad deriva de la estirpe linfoide, es decir, de linfocitos B y T. A su vez, las
leucemias se diferencian en agudas, si la expansién clonal ocurre rapidamente, o crdnicas, si lo

hace lentamente (5).

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) se diagnostica cuando las células blasticas de origen
linfoide son 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%. La causa de la LLA continda
siendo desconocida (6). En Uruguay, la LLA comprende el 77,4% de todas las leucemias en la
edad pediatrica. El pico de incidencia es entre 0 y 4 afios, siendo mas frecuente en nifios que

en nifas (7).

1.1. Tratamiento de la LLA: Protocolo BFM (2009)
En Uruguay, el tratamiento de la LLA pediatrica se lleva a cabo principalmente en el Servicio de
Hemato-oncologia Pediatrica del Centro Hospitalario Pereira Rossell (SHOP-CHPR), centro de
referencia para esta enfermedad en el pais. El protocolo utilizado es el del grupo Berlin
Frankfurt Munster (BFM), al presente en su version 2009 (8), el cual es una poliquimioterapia
de dos afios de duracion (104 semanas) dividida en 5 etapas: induccidn, intensificacion,

consolidacion, reintensificacion y mantenimiento (Figura 1).



Al momento del diagndstico los pacientes son clasificados en tres grupos de riesgo (estandar,
intermedio y alto) segin determinadas caracteristicas como la edad, cantidad de glébulos
blancos y presencia de ciertas alteraciones cromosémicas. Esta clasificacidon puede variar al dia
+8 del tratamiento segun el numero de blastos en sangre periférica del paciente. Asimismo,
puede variar nuevamente al dia +15 y +33 de acuerdo al porcentaje de blastos en MO. Al

concluir la fase de induccién (dia +33) el grupo de riesgo queda determinado (8) (Figura 2).

El objetivo de la fase de induccion (Figura 2, recuadro amarillo) es la remisidn completa de la
enfermedad mediante la destruccidn de la mayor parte de células leucémicas. Dicha remision
se logra cuando las células blasticas representan menos del 5% de las células de la MO. Esta
fase tiene una duracién de 33 dias. Una vez alcanzada la remisiéon, le siguen la fase de
intensificacidn, consolidacién y reintensificacion (Figura 2, recuadros celeste, rojo y verde),
destinadas a destruir las células malignas restantes y prevenir una recaida. La duracion de la
fase de intensificacion y consolidacién es entre 19 y 30 semanas dependiendo del grupo de
riesgo del paciente, mientras que la fase de reintensificaciéon dura 49 dias para todos los

pacientes.
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Figura 1. Esquema del Protocolo BFM 2009. Se muestran las fases del tratamiento y duracién de cada
una segun el grupo de riesgo del paciente. En amarillo la fase de induccién, celeste la fase de
intensificacion, rojo la fase de consolidacidn, en verde la fase de reintensificacion y en lila la fase de
mantenimiento. RE: Riesgo estandar, Rl: Riesgo intermedio y RA: Riesgo alto. R1/R2: Randomizacion.
Gy: Radioterapia (Indicada solo para pacientes con LLA-T o con infiltracién del SNC). TCP: Trasplante
de células madres (Imagen adaptada del International BFM Study Group, 2010).



Por ultimo, la fase de mantenimiento (Figura 2, recuadro lila)mcomienza dos semanas
después de finalizada la fase de reintensificacidon y dura entre 63 y 74 semanas, siendo la fase
mas larga del tratamiento. Una vez finalizada esta fase, el paciente alcanza el estado de “OFF”.
Con el fin de detectar posibles recaidas, los pacientes acuden periddicamente al SHOP-CHPR

para realizar reevaluaciones del estado de la MO durante 5 anos.

CLASIFICACION ALL IC-BFM 2009
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Figura 2. Clasificacién segun grupos de riesgo de LLA. Se muestran los criterios para la clasificacién
de los pacientes en los distintos grupos de riesgo. GB: Glébulos blancos. MO: Médula ésea. CMF:
Citometria de flujo. EMR: Enfermedad Minima Residual. RE: Riesgo estandar. RIl: Riesgo
intermedio. RA: Riesgo alto. (Imagen adaptada del International BFM Study Group, 2010).

1.2. Metotrexato en el tratamiento de la LLA

El metotrexato (MTX) es uno de los pilares farmacoldgicos del tratamiento de la LLA pediatrica,
utilizado en las cinco fases del mismo. Este farmaco es un antagonista del acido félico, que
provoca la inhibiciéon de la sintesis y reparacion del ADN, mediante la disminucién de la
actividad de varias enzimas folato dependientes que intervienen en los mecanismos de

proliferacién celular (9).

La administracion de MTX ha aumentado significativamente la tasa de supervivencia de los

pacientes con LLA. Sin embargo, su administracion causa, muchas veces, numerosos efectos



adversos y toxicidades, provocando la interrupcion o abandono prematuro del tratamiento (6).
De hecho, la administracion de este fdrmaco ha sido asociada con la presencia de leucopenia,
trombocitopenia, anemia, complicaciones pulmonares y gastrointestinales como, alveolitis,
neumonitis, pérdida de apetito, nauseas, vémitos, dolor abdominal, inflamacién y ulceracion
de la membrana mucosa bucal y de garganta, estomatitis, dispepsia y aumento de las enzimas
hepaticas. Asimismo, se describen otras complicaciones menos frecuentes como dolor de

cabeza, fatiga, somnolencia, parestesia, exantema, eritema y prurito (10).

El MTX puede ingresar a las células por el transportador de folato reducido SLC19A1 o por
transportadores de aniones orgdnicos, tal como el SLCO1B1. No obstante, cuando las
concentraciones de MTX son muy elevadas, este puede entrar a la célula por difusidn pasiva
(6). Una vez dentro de la célula, el MTX se metaboliza dando lugar a su forma de mayor
actividad, la poliglutamada (MTX-PGn). Las enzimas gamma glutamil hidrolasa (GGH) y
folilpoliglutamato sintetasa (FPGS) son las encargadas de mantener un equilibrio entre ambas
formas dentro de la célula. EI MTX-PGn va a inhibir competitivamente a la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR), como consecuencia de esta inhibicion se impide formacion de
tetrahidrofolato (THF) que es el que aporta grupos de carbonos Unicos para la sintesis de
precursores del ADN (timidilato y purinas) y del ARN (11). De esta manera, provoca la muerte
celular por apoptosis y la sintesis de purina quedard inhibida. Los tejidos con crecimiento mas
rapido y con mayor metabolismo celular, como por ejemplo las células de epitelio
gastrointestinal y las células tumorales, son las mas afectadas por la concentracion intracelular

y el efecto inhibidor del MTX (6).

La administracion de MTX varia de acuerdo a las fases del tratamiento. En la fase de induccion,
intensificacion y reintensificacion la aplicacion del MTX es Intratecal. En cambio, en la fase de
consolidacion el MTX es administrado tanto de manera intratecal como por infusidn en cuatro
pulsos separados en dos semanas. La dosis del farmaco en esta fase varia segun el riesgo del
paciente y puede ser 2000 mg/m? o 5000 mg/m? (Figura 3). Por ultimo, en la fase de

mantenimiento la administracién del MTX es via oral (8).

Variantes en los genes que codifican para los transportadores y enzimas metabdlicas del MTX
pueden afectar el metabolismo y actividad del mismo (6). El estudio de estas variantes
genéticas puede, potencialmente, determinar terapias farmacoldgicas personalizadas a cada

paciente (9).



Consolidation Therapy

6-MP p.o.(56d) 25 mg/mZd | |
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Figura 3. Protocolo de la fase de Consolidacion. Se detalla la dosis, via de administracion y posologia de los
farmacos. 6-MP: 6 Mercaptopurina. MTX: Metotrexato. LCV: Leucovorina. p.o.: Administracion oral. p.i.:
infusion. i.t.: intratecal (Imagen adaptada del International BFM Study Group, 2010).

1.3. Transportadores de membrana dependientes de a ATP (ABC)
Los transportadores ABC son proteinas integrales de membrana que median la translocacion
de sustancias quimicas, como por ejemplo farmacos, y otras moléculas hacia el exterior celular
utilizando mecanismos activos (hidrdlisis de ATP). Se expresan en el higado, intestino delgado,
placenta y barrera hematoencefalica, donde juegan un papel muy importante en la absorcion,
distribucidn y excrecién. Estos se clasifican en siete familias basadas en el dominio de unién a
nucledtidos y de dominios transmembrana (ABCA-ABCG) (12). Algunos ejemplos de ellos son

ABCB1, ABCC4 y ABCG2, todos ellos capaces de transportar MTX.

1.3.1. ABCB1 (miembro 1 de la subfamilia B de la proteina de union a ATP)

El gen ABCB1 se ubica en el cromosoma 7 en la posicion 7g21.12 y presenta 29 exones. Este
codifica para la glicoproteina-P (gp-P) y se expresa en varios érganos como el rifidn, intestino e

higado (13).

Diversos estudios han sefialado que la presencia de variantes en el gen ABCB1 puede influir en
la respuesta o toxicidad por MTX. Un estudio con pacientes pediatricos con LLA en China
reportd que los pacientes que presentaban el alelo C para la variante rs1128503 del gen ABCB1

tuvieron un riesgo mayor de desarrollar mucositis oral y una estadia hospitalaria mayor



durante el tratamiento de LLA (14). Por otro lado, la variante rs1045642 (ABCB1) se encontrd
asociada significativamente con una reduccion de los eventos adversos, debido al tratamiento
con MTX de la artritis reumatoide (15). Otras variantes en este gen, tales como
rs11568658 (G>T) y rs3765534 (C>T), podrian estar relacionadas con la administracién de MTX
y sus efectos adversos. Sin embargo, hasta el momento no se ha reportado ninguna asociaciéon

con estas variantes.

1.3.2. ABCC4 (miembro 4 de la subfamilia C de la proteina de unién a ATP)

El gen ABCC4 se ubica en el cromosoma 13 en la posicién 13g32.1 y presenta 31 exones.
Este codifica para una proteina implicada en la resistencia a farmacos (MRP4/ABCC4) y se
expresa en variados érganos y tejidos como higado, rifidn, células de la sangre y del sistema

inmune, entre otros (16).

Estudios previos, han reportado que el alelo C de la variante rs2274407 del gen ABCC4 esta
asociado con menores dosis de MTX, mayor incidencia de eventos adversos a nivel
hematoldgico y niveles elevados de LDH (indicando toxicidad hepatica) (17). Por otra parte,
una revisién sistematica del 2021, encontrd que existen tres estudios que analizan la variante
rs9516519 de este gen y su relacion con el MTX, concluyendo una asociacion entre esta y el
clearance del farmaco (18). Ademas, el alelo T de esta variante se encontré asociado un mayor
riesgo a desarrollar toxicidad por MTX (19). Al igual que en el gen ABCB1, existen otras variante
que podrian ser relevantes para el ingreso de este farmaco a la célula. Entre ellas, el
rs11568658 (G>T) y rs3765534 (C>T). Sin embargo, hasta el momento no se ha reportado

ninguna asociacién con estas variantes.

1.3.3. ABCG2 (miembro 2 de la subfamilia G de la proteina de unién a ATP)

El gen ABCG2 se ubica en el cromosoma 4 en la posicién 4g22.1, presenta 16 exones y codifica
para la proteina de resistencia al cancer de mama (Breast cancer resistance protein, BCRP). Se
expresa principalmente en el intestino delgado. Su funcién es expulsar hacia el exterior
celular diversos compuestos quimicos como los farmacos MTX, Doxorrubicina,
aunrrubicina y esteroides sulfatados. Esto convierte al transportador en otro de los actores

principales de la resistencia a multiples farmacos (13).

Respecto a los efectos adversos, pacientes adultos portadores del alelo T (rs2231137)
presentaron un aumento significativo del riesgo de sufrir distintas toxicidades de alto grado
durante el tratamiento de la leucemia mieloide aguda (13). Ademas, la variante rs2231142 del

gen ABCG2 se encontro significativa asociada con los niveles séricos de MTX (20).



Esta investigacion pretende determinar si existe una relacién entre distintas variantes de los
genes ABCB1, ABCC4 y ABCG2 y la toxicidad por MTX en fase de consolidacidn, medida como la
concentracién plasmatica de MTX 48 horas post infusién. De esta manera, si en este estudio se
encuentra asociacién entre alguna de las variantes, se podria sugerir un ajuste en la dosis del
farmaco, con el fin de minimizar los efectos adversos sin afectar la respuesta terapéutica.
Ademas, podria bajar la tasa de hospitalizaciones, generando un impacto positivo para la salud
publica y la calidad de vida del paciente. Es decir, este estudio pretende fortalecer la idea de

una terapia individualizada, basada en las caracteristicas genéticas.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Analizar el rol de variantes en los genes ABCB1, ABCC4, ABCG2 sobre los niveles plasmaticos de

Metotrexato en pacientes pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda en Uruguay.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar el genotipo de 50 pacientes pediatricos con LLA para las variantes

rs3765534 y rs11568658 del gen ABCC4.

e Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes rs2032582 vy
rs9282564 del gen ABCBI1, rs2231137 del gen ABCG2, y las variantes rs3765534 y
rs11568658 gen ABCC4.

e Analizar la relacion de cada una de las variantes genéticas y la concentracién

plasmatica de MTX a las 48 horas de su administracién en la fase de consolidacion.

3. METODOLOGIA

3.1. Tipo de estudio
Esta investigacion es un estudio observacional analitico retrospectivo, con un componente
experimental. Los datos utilizados fueron extraidos previamente de las historias clinicas de los
pacientes, los cuales se encontraban disponibles en una planilla electrénica que no tiene

ningun dato que permita la identificacién de los mismos.



3.2. Muestra de pacientes

Se utilizé una muestra de 204 pacientes pediatricos uruguayos de entre 6 meses y 19 afios,

diagnosticados con LLA, tratados con el protocolo BFM en el SHOP-CHPR.

3.3. Definicién operacional de las variables

Se analizaron las concentraciones plasmaticas de MTX 48 horas post infusién en funcidn de las
variantes genéticas en los genes ABCB1 (rs2032582 y rs9282564), ABCC4 (rs3765534 vy
rs11568658) y ABCG2 (rs2231137).

La variable “concentraciéon plasmatica de MTX 48 horas post infusién” es una variable
cuantitativa continla, dependiente, mientras que las variantes genéticas son variables
cualitativas nominales, independientes. A su vez, la variable “toxicidad por MTX” se definié de
manera categdrica (ausencia o presencia) segun si la concentracién de MTX 48 horas post
infusién era mayor o < 0,4 uM/L. Por ultimo, se definié la variable categdrica “Pulso total”
como la presencia de concentracién plasmatica de MTX a las 48hrs mayor a 0,4 uM/L en al

menos uno de los cuatro pulsos.

3.4. Determinacion de las variantes genéticas

Los genotipos para las variantes genéticas rs2032582 y rs9282564 del gen ABCB1, asi como
también para la variante rs2231137 del gen ABCG2, habian sido previamente determinados en
el Laboratorio de Genética Molecular Humana. Ademas, se contaba con datos genotipicos de
150 pacientes para las variantes rs3765534 y rs11568658 del gen ABCC4. El genotipo de los
restantes 50 pacientes fue determinado en esta investigacion utilizando técnica de PCR y
secuenciacién de Sanger. Los primers utilizados para amplificar la variante rs3765534 fueron
5’-CAC CTC AGC CTC GCA TAC AAT AC-3’ y 5’-GTC ACT GTA AAT GGA GGA GGA AA-3’, mientras
qgue para amplificar la variante rs11568658 se utilizaron los primers 5’-CTG CAT GAA TAC AAT
TCT CTA CTT ACC-3’ y 5’-CAC ATC ATT GGA CAG CAG ATT G-3’. En ambos casos, el ciclado
utilizado fue: 95°C (2’), 35 ciclos de 95°C (20”’) 60°C (25”’) y 72°C (30”), 72°C (2’).

3.5. Tratamiento de datos
Se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas para cada uno de las variantes por el
método de conteo manual y se determind si se encontraban en equilibrio de Hardy Weinberg

(EHW), mediante el test de Chi-cuadrado.

Para los genes en los que se estudiaron mas de dos variantes, se establecieron diplotipos
utilizando los genotipos de los rs3765534 y rs11568658 para el gen ABCC4 y los rs2032582 y
rs9282564 para el gen ABCB1.
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La normalidad y homogeneidad de varianzas de las variables fueron analizadas mediante los

test el test Shapiro-Wilk y el test Bartlett, respectivamente.

La relacion entre las variantes genéticas (genotipos y/o diplotipos) y la variable “toxicidad por
MTX"” en cada pulso (y para el pulso total) se analizé mediante el test de chi cuadrado. A su
vez, para cada pulso, se analizé la relaciéon entre cada una de las variantes genéticas y la

variable “concentracién de MTX a las 48hrs” mediante el test Mann Whitney o Kruskal Wallis.

En aquellos casos en donde se observaron diferencias significativas entre la variante genética y
la toxicidad por MTX, se procedid a dividir la muestra en dos submuestras segun la dosis de

MTX administrada (2 0 5 g/m?), y se repitieron los analisis previamente descritos.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa Rstudio versién

2022.02.3 (21), con un intervalo de confianza del 95%.

3.6. Consideraciones éticas

El proyecto se enmarca dentro del estudio de la farmacogenética de la LLA pedidtrica, linea de

investigacion del Laboratorio de Genética Molecular Humana del CENUR Litoral Norte.

En particular, esta investigacion es parte de otro proyecto mas amplio titulado
“Caracterizacidon farmaco-gendmica de la toxicidad debida al MTX en nifios con leucemia
linfoblastica”, el cual fue aprobado por el Comité de Etica para la Investigacién en seres
humanos del CENUR Litoral Norte (Exp. N° 311170-001762-18) y financiado por el Fondo Maria
Vifias en el afio 2018 (FMV_3_2018_ 1 148458). Todos los datos de los pacientes fueron
obtenidos previa firma de un consentimiento y/o asentimiento informado. Uno de los riesgos
de estos proyectos es la pérdida de confidencialidad de los pacientes participantes. Al trabajar
con una base de datos ya disociada de los pacientes e identificada con un cédigo alfanumérico,
se minimizé fuertemente la posibilidad de la pérdida de confidencialidad. Los estudiantes que
participaron en la investigacién trabajaron con una base de datos realizada previamente donde
no habia datos que permitieran la identificacion de los pacientes. A su vez, las muestras
bioldgicas estaban identificadas bajo el cddigo alfanumérico mencionado previamente. El
manejo de la informacidn a los pacientes, en caso de que estos la requieran o que pueda ser
de utilidad para su tratamiento, estara a cargo de los investigadores responsables (Ana Maria
Soler y Julio da Luz), en conjunto con los médicos tratantes. Por lo expuesto anteriormente, los
riesgos éticos del desarrollo de este proyecto son minimos y se han efectuado las acciones

necesarias para minimizarlos.
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4. RESULTADOS
Se logré amplificar correctamente los dos amplicones para la determinacién de las variantes
rs3765534 y rs11568658 (Figura 4 A y B), lo que posibilitéd determinar satisfactoriamente el

genotipo de los 50 pacientes para ambas variantes (Figura5 Ay B).

A)

B)

Figura 4. Gel de Electroforesis de Agarosa. Se observa la banda
correspondiente al amplicén producto de la PCR realizada para la
variante rs3765534 (A) y rs11568658 (B). Condiciones del Gel: 1X,
100V, 30 minutos. Marcador de peso molecular de 100pb (Carril 1).

—8

A 40 50
) Tr ¢ TA G CT TOCTTGGTTACAT T

\

30 40
CA T G G c A TG 6 G G AAG AC AAC

\

B)

Figura 5. Secuenciacion de Sanger. Cromatograma que muestra la variante rs3765534 (A) y
rs11568658 en heterocigosis.
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Las frecuencias genotipicas y alélicas de las cinco variantes analizadas se detallan en la Tabla 1.
Todas ellas se encontraron en EHW. Los datos no presentaron una distribucién normal, ni

tampoco son homocedasticos.

Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas de la muesta de pacientes
Geny

] . Genotipo N Frecuencia Alelo Frecuencia p-valor*
polimorfismo
oo & @ pm o om
rs3765534 ! ’ ’
T 0 0
e
rs11568658 ’ ’ ’
T 0 0
T
rs2231137 ’ ! ’
AA 3 0,019
€ o oms ¢ oms o
rs9282564 ’ ! ’
CC 0 0
GG 56 0,359 G 0,612
TG 75 0,481 T 0,369
ABCB1 T 19 0,122 A 0,019 0.775
rs2032582 AG 4 0,026 '
TA 2 0,013
AA 0 0

N: Numero de individuos. * p-valor para el test de chi cuadrado para Equilibrio de Hardy-Weinberg

La relacidn entre los distintos polimorfismos y la presencia o ausencia de toxicidad por MTX en
cada pulso no evidenciaron resultados significativos. Respecto al pulso total, los resultados
evidenciaron una asociacidn estadisticamente significativa entre la presencia de toxicidad por

MTXy la variante rs2231137 del gen ABCG2 (Tabla 2).

Para el caso del polimorfismo rs2231137 del gen ABCG2, no se determinaron relaciones
significativas en ninguno de los 4 pulsos tanto para aquellos pacientes que recibieron 2g/m2

como 5g/m2.

Sin embargo, en aquellos pacientes que recibieron 2 g/m2, se observd una relacién
significativa entre la variante en cuestidén y el pulso total (Tabla 3). La distribucién de los
genotipos es significativamente diferente entre los individuos con y sin toxicidad por MTX. La
frecuencia de toxicidad por MTX es significativamente mayor en los individuos del genotipo GG

comparado con los AG y AA.
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Tabla 2. Polimorfismos y toxicidad por MTX en cada pulso

Geny Genotipo PULSO 1 PULSO 2 PULSO 3 PULSO 4 PULSO TOTAL
polimorfismo P p-valor* A P p-valor* A P p-valor¥ A P p-valor* p-valor*
cc 72 36 74 35 78 23 72 31
ABCC4 cT 5 5 0,477 6 3 1,000 7 0 0,344 5 4 0,606 1,000
rs3765534 T 0 O (O] 0O o 0 O
NA 86 86 96 92
GG 69 41 76 34 78 22 72 33
ABCC4 GT 7 0 0,111 4 4 0,465 4 3 0,415 6 2 1,000 1,000
rs11568658 T 0 O 0o o0 (O] 0 o
NA 87 86 97 91
GG 44 22 40 24 46 11 42 19
ABCG2 AG 15 4 0,306 17 4 0,140 17 3 0654 14 7 0,495 0,038
rs2231137 AA 3 0 3 0 3 0 3 0
NA 116 116 124 119
cc 0 O (O] 0o o0 0 O
ABCB1 TC 9 4 1,000 7 5 0,552 10 1 0,575 7 5 0,641 2,000
rs9282564 T 63 28 65 26 66 18 60 26
NA 100 101 109 106
GG 24 9 26 8 26 4 24 9
TG 31 14 28 15 31 8 27 13
T 6 3 6 4 8 1 7 3
ABCB1 AG 1 0 0,904 1 0 0,379 1 0 0,216 0 1 0,566 0,295
rs2032582
TA 1 0 0 1 0 1 1 0
AA 0 O (O] 0o o 0 O
NA 115 115 124 119

A: Numero de individuos con ausencia de toxicidad por MTX. P: Nimerode individuos con presencia de toxicidad por MTX. *:p-
valor para el test de Chi cuadrado

Tabla 3. rs2231137 (ABCG2) y toxicidad por MTX, segtin la cantidad de MTX administrado

2g/m’
GG
AG
AA

5g/m’
GG
AG
AA

PULSO 1 PULSO 2 PULSO 3 PULSO 4 PULSO TOTAL

p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor

6 27 7 23 2 28 7 23 14 16

1 7 068 091 0 10 016081 0 10 0,63 0,45 0 11 0,14 0,45 1 10 003 NA

0o 3 0 3 0o 3 0 3 0 3

16 17 17 17 9 18 12 19 26 9

3 8 038 056| 4 7 066020 3 7 100 068 7 3 0,17 0,31 8 3 1,00 NA

0 O 0 0 0 O 0 0 0 O

A: Numero de individuos con ausencia de toxicidad por MTX. P: Nimerode individuos con presencia de toxicidad por MTX.
*. p-valor para el test de Chi cuadrado. **: p-valor para el test de Mann-Whitney o Kruskal Wallies entre los genotipos y |la
concentracion de MTX como variable continua

Por otro lado, el analisis de diplotipos y la toxicidad por MTX no arrojo resultados significativos

(datos no mostrados).
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5. DISCUSION

La variabilidad entre los pacientes en las concentraciones de MTX en plasma a las 48 horas
post-infusidon puede deberse a multiples causas. Para que un farmaco alcance, en su lugar de
accion, la concentracién capaz de generar un efecto terapéutico o téxico, diversos procesos

como absorcién, distribucién y excrecion deben ocurrir (11).

La concentracién de MTX en plasma a las 48 horas puede ser tomada como un indicador de la
velocidad de su eliminacidn. Valores mayores a 0.4 uM/L son indicadores de una eliminacién
mas lenta de este farmaco y por ende, un indicador de posible toxicidad. EIl MTX es eliminado
fundamentalmente a nivel renal y, en menor medida, a nivel hepatico (18). Por esta razdn, la

eliminacion mas lenta del MTX podria explicarse por genes que actuan a nivel renal.

Distintos transportadores, tanto de entrada como de salida, actuan en diferentes tejidos u
drganos. A nivel hepdtico, el MTX ingresa principalmente por los transportadores SLCO1B1 y
SLC19A1 vy es eliminado a nivel biliar por los transportadores ABCB1 y ABCC2. Por otra parte,
una fraccidn es reintroducida al plasma por los transportadores ABCC3 y ABCC4. Finalmente, a
nivel renal, los transportadores de entrada utilizados por este farmaco son SLC22A6 y

SLC22A8, mientras que los de salida son ABCC4, ABCC2 y ABCG2 (18).

Respecto a la variante rs9282564 del gen ABCBI, a diferencia de lo reportado por Burguefio-
Rodriguez, quien encuentra una asociacidn entre esta variante y la toxicidad neuroldgica (13),
en el presente estudio no se encontrd una relacién con la toxicidad por MTX en ninguno de los
cuatro pulsos. Aunque el transportador ABCB1 interviene en la eliminacién de MTX tanto a
nivel neuronal como a nivel biliar, la baja fraccién eliminada a nivel biliar puede influir en Ia
falta de asociacion encontrada en este trabajo (11). Por otro lado, como fue mencionado
previamente, la concentracidon de MTX puede estar influenciada por varios factores. Por tanto,
mutaciones en otros genes de la via metabdlica pueden estar influyendo en la concentracion
plasmatica de MTX. Ademds, otros autores reportan otros factores involucrados en la
eliminacion renal de MTX tales como la edad, el sexo y la raza (22). Finalmente, la falta de
asociacién también podria deberse a que el nimero de individuos analizados es relativamente

bajo.

En relacion al gen ABCC4, una revision sistematica aportd evidencias de que cuatro
polimorfismos de este gen (rs10219913, rs7317112, rs9516519 y rs868853) podrian alterar la
eliminacion de MTX (18). Sin embargo, en el presente estudio no se encontrd asociacion

significativa entre las variantes rs3765534 y rs11568658 del gen ABCC4 vy la toxicidad por MTX.
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Teniendo en cuenta que las variantes analizadas en este estudio no fueron las mismas que las
reportadas por Taylor et al. (2021), es posible suponer que no todas las variantes del gen

ABCC4 alteran la eliminacion de MTX.

Por ultimo, en relacién al gen ABCG2, la presencia de eventos de eliminacion lenta de MTX
(toxicidad por MTX) fue significativamente mayor entre los individuos de genotipo GG
(rs2231137) comparada con los individuos de genotipo AG y AA. Esta misma relacién fue
detectada cuando se analizé la submuestra compuesta por pacientes a los que se les
administrd 2 g/m’. Teniendo en cuenta que a mayor dosis de MTX administrada el
transportador podria saturarse mas facilmente aumentando el riesgo de toxicidad por este
farmaco, este hallazgo fue inesperado. Este resultado hace suponer que podrian existir otras
variantes genéticas involucradas en lo que respecta a la saturacion del transportador. Ademas,
este resultado debe tomarse con cautela pues este analisis fue realizado con menos de 100
pacientes, ya que los restantes no contaban con datos de genotipos y/o datos de
concentraciones plasmaticas de MTX post infusién (Tabla 3). Por otro lado, segun la revision
sistemdtica antes mencionada, la variante rs2231142 del gen ABCG2 esta asociada con una
excrecion renal retardada de MTX (18). Por tanto, los resultados obtenidos en el presente

estudio podrian estar siendo influenciados por este fenémeno.

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La presencia de eventos de eliminacidn lenta de MTX (toxicidad de MTX) fue significativamente
mayor entre los individuos de genotipo GG (rs2231137) del gen ABCG2 comparados con los
individuos de genotipo AG y AA. Esta asociacion fue también observada en la submuestra de

pacientes que reciben 2 g/m*de MTX, pero no en la de 5 g/m’.

Las variantes de los demas genes analizados no mostraron relacidon con la toxicidad por MTX.

Esta falta de relacion podria deberse a varios factores:

a) Estas variantes no presentan un efecto relevante en la eliminacién de MTX.

b) Estas variantes presentan un efecto pequeiio que no puede ser detectado en este
estudio.

c) El tamafio de la muestra no es el adecuado para detectar los efectos de estas

variantes.

Teniendo en cuenta la variabilidad entre pacientes en la eliminacion de MTX seria conveniente

ampliar este estudio a una muestra mayor, analizar otras variantes de estos genes asi como
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otros genes involucrados en los procesos de absorcion, distribucién y eliminaciéon, como los

genes involucrados en el transporte de MTX al interior de la célula y en su metabolismo.

Adicionalmente, otra aproximaciéon podria ser estudiar el clearance a nivel renal como

indicador de toxicidad.
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