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INTRODUCCION

El desarrollo del tratamiento curativo en pacientes con leucemia aguda
linfoblastica contintia siendo un paradigma. Desde hace mas de 50 afios se sabe que
los antifolatos pueden inducir remision clinica en pacientes con leucemia aguda
linfoblastica (LAL)," por lo que se han hecho diferentes esquemas basados en el uso
de los mismos, estimandose respuestas completas de hasta 80%. El uso moderno de
quimioterapia en pacientes con LAL se basa en la administracién de diferentes dosis
dependiendo del riesgo de recaida, como son edad, leucocitosis inicial,
inmunofenotipo, infiltracion a sistema nervioso central, remisién al primer mes de
tratamiento y riesgo citogenético.? En nuestro Instituto actualmente se utiliza el
esquema Hiper-CVAD como primera linea de tratamiento en pacientes con LAL,* con
el cual se han logrado respuestas completas de 91%. Este esquema esta compuesto
por Ciclofosfamida, Vincristina, Adriamicina y Dexametasona alternado con
Citarabina y Metotrexate. En total se administran 4 ciclos de la fase A y 4 ciclos de la
fase B de forma alterna, utilizando en esta ultima las dosis altas de Metotrexate (1
g/m?).

A pesar del tratamiento basado en riesgo inicial, un gran numero de pacientes
con LAL sufre de recaida y eventualmente muere de la enfermedad,
independientemente del riesgo establecido. Se han identificado marcadores
moleculares que pudieran predecir la respuesta al tratamiento y correlacionar la
sensibilidad al tratamiento, como por ejemplo perfiles de expresion de microarreglos

de oligonucledtidos,* logrando identificar genes o “firmas” en determinados pacientes



que causan resistencia a medicamentos.® Identificar las vias de un medicamento en
particular, asi como transportadores o receptores, pudiera ayudar a predecir
resistencia o riesgo de recaida posterior a su administracion. Recientemente se
reportd el valor prondstico del acarreador de folato,® el mayor transportador de
Metotrexate, en pacientes pediatricos con LAL, demostrando diferencia significativa
en relacion a los niveles de transcripcion media y riesgo de recaida (p= 0.278),
sugiriendo la importancia prondstica de la expresion del acarreador en la
supervivencia. A pesar de que se han sugerido previamente genes predictores de

respuesta a tratamiento o prondstico, no esta aun bien establecido su papel.



ANTECEDENTES
EPIDEMIOLOGIA

La leucemia aguda linfoblastica representa el 1% del total de casos de cancer
y 20% del total de leucemias en el adulto, siendo mas frecuente en la edad
pediatrica, ya que representa el 15% del total de casos de cancer en esta edad. Se
ha descrito alta incidencia en pacientes hispanos, comparada con la raza blanca, con
una incidencia en hispanos de 2.5/100 000 hombres y 2.1/100 000 mujeres contra
2.0/100 000 hombres blancos y 1.5/100 000 mujeres blancas (Figura 1). En general
se ha reportado una incidencia de 1.9/100 000 hombres y 1.4/100 000 mujeres.’
Para el afo 2009 se estimaron 5760 nuevos casos de leucemia aguda linfoblastica
en Estados Unidos (3 350 hombres y 2 410 mujeres), asi como 1400 muertes
estimadas para el mismo afio (740 hombres y 660 mujeres).® En el Instituto Nacional
de Cancerologia de México se reportaron en el 2006 y 2007 un total de 79 nuevas
leucemias agudas, siendo el 67% leucemias agudas linfoblasticas, de las cuales el
92% correspondieron a LAL-L2 por FAB. Se desconoce de forma exacta la

epidemiologia de las leucemias agudas en nuestro pais.
ETIOLOGIA

El evento patogénico preciso que causa leucemia aguda se desconoce en la
mayoria de los pacientes, aunque algunos han identificado asociaciones en el 10%
de sus pacientes.” De igual forma solo el 5% de los casos son por sindromes
genéticos predisponentes, siendo el mas significativo el sindrome de Down, que

incrementa el riesgo de LAL hasta 30 veces mas. Enfermedades genéticas



autosdmicas recesivas asociadas a aumento de fragilidad cromosdmica vy
predisposicion a LAL incluye ataxia telangiectasia y sindrome de Bloom."® Existen
cambios genéticos adquiridos en la mayoria de los pacientes con LAL, los cuales
tiene importancia prondstico y terapéutica. Estos cambios incluyen anormalidades en
el numero (ploidias) y estructura de cromosomas, como por ejemplo translocaciones,
inversiones, deleciones, mutaciones puntuales y amplificaciones. Las aberraciones
genéticas mas comunes son hiperdiploidias, hipodiploidias, t(1;19)(q23;p13.3),
1(9;22)(q34;911.2), t(4;11)(q21;923), fusion TEL-AML1, sobreexpresion HOX11L2,
fusién MLL-EN, delecién y monosomia del cromosoma 7. Las aberraciones genéticas
primarias por si solas no son suficientes para causar leucemia. Son necesarias
mutaciones cooperativas para la transformacion leucémica, incluyendo cambios
epigenéticos en vias reguladoras de crecimiento, como p53 y genes supresores de
tumor (RB)."" También existe la asociacién de riesgo con factores ambientales,
incluyendo radiacién ionizante,? contacto con benceno y exposicién a pesticidas, asi
como antecedente de exposicion a agentes alquilantes y epipodofilotoxinas;’® sin
embargo cada una de estas asociaciones es controvertida.

Las causas asociadas a agentes infecciosos incluyen infeccion por Epstein-
Barr y al virus humano de leucemia de células T (Asia y Caribe), asi mismo estan
descritas en la literatura diferentes teorias como las de Kinlen (exposicion a agente
infeccioso postnatal), Smith (exposicion a agente infeccioso prenatal o durante
nacimiento) y Greaves (retraso en exposicion inicial a agente infeccioso después del

primer afio de vida), todas en relacion al riesgo de desarrollar leucemia aguda.™



También se han descrito polimorfismos genéticos de enzimas metabolizadoras
de xenobidticos que pudieran interactuar con factores ambientales, dietéticos,
maternos y otros externos, contribuyendo al riesgo de desarrollo de LAL."™ Por
ejemplo, varios polimorfismos inactivadores de enzimas destoxificantes (glutation S
transferasa y quinona oxido reductasa) estan asociadas al desarrollo de LAL.'®"
Polimorfismos de baja penetrancia de enzimas metabolizadoras de folatos también
estan asociadas al desarrollo de LAL. Las variantes polimérficas de
metiltetrahidrofolato reductasa, que cataliza la reduccién de 5,10-metiltetrahidrofolato
a 5-metiltetrahidrofolato (la forma circulante predominante de folato), esta ligada a un
riesgo menor de desarrollar LAL en adultos y nifios."®'® Este efecto protector podria
resultar por la mayor disponibilidad de 5,10-metiltetrahidrofolato y reservas de
timidina, asi como a un incremento de sintesis de DNA. Otros dos polimorfismos de
genes relacionados a folatos (hidroximetiltransferasa de serina y timidilato sintasa)
estan asociados a menor riesgo de LAL.?° El rol de vias de folato en relacién a la
susceptibilidad de LAL es sugerido por la asociacién entre el suplemento de folatos y
la disminucién de riesgo para desarrollar LAL.?' Sin embargo todas estas

asociaciones aun necesitan confirmarse, con especial atencién a la diversidad

geografica y étnica por la frecuencia de polimorfismos.

MANIFESTACIONES CLINICAS Y DIAGNOSTICO

Las manifestaciones varian entre cada paciente, ya que estas pueden
aparecer de forma insidiosa o aguda. Estas manifestaciones reflejan generalmente

el grado de falla medular o extension extramedular. Aproximadamente un 50%



presenta fiebre, la cual esta inducida por citocinas (IL-1, IL6 y FNT) secretadas por
células tumorales, asi como infecciones secundarias a la neutropenia. La fatiga y
letargia son manifestaciones comunes de anemia, sin embargo las personas
mayores pueden debutar con disnea asociada a anemia, angina y mareo. Mas de un
cuarto de pacientes sufren de dolor 6seo o artralgias, debido a la infiltracion
leucémica del periostio o por expansion de la médula 6sea por células leucémicas.
En algunos casos los pacientes se presentan con hemorragias graves (hemorragia
del sistema nervioso central) secundarias a la trombocitopenia, sin embargo la gran
mayoria presenta purpura, petequias y equimosis. En la tabla 1 se observa los
diferentes porcentajes de presentacion de LAL.

El diagndstico de LAL generalmente se realiza al analizar la morfologia en el
aspirado de médula 6sea con la tincion de Romanowsky (Wright-Giemsa o May-
Grinwald-Giemsa), asi como analisis citogenético y de inmunofenotipo. Actualmente
se considera como minimo un 20% de blastos en médula ésea para establecer el
diagndstico de leucemia aguda. Generalmente los blastos son de pequefio a
mediano tamafio con escaso citoplasma, con cromatina moderadamente condensada
a dispersa y nucleolo prominente. La leucemia linfoblastica y linfoma linfoblastico son
considerados como la misma enfermedad; por consenso se ha considerado que la
presentacion de 25% de blastos en médula 6sea sea considera como leucemia
linfoblastica, y para los que tiene enfermedad confinada a una masa o menor de 25%

de blastos en médula 6sea, se utilizara el término de linfoma linfoblastico.??



CLASIFICACION

La clasificacion morfologica inicia para LAL fue propuesta por el grupo
cooperativo de la FAB (Franco-Estadounidense-Britanica), clasificandola en 3
grupos, L1, L2 y L3 (imagen 1-3). Son diferentes las variaciones morfologicas, ya
que se puede encontrar desde escaso citoplasma, cromatina nuclear condensada y
nucleolo indistinto, hasta células grandes con citoplasma en moderada cantidad,
desde azul claro a azul grisaceo, y ocasionalmente vacuolado con cromatina nuclear
dispersa y multiples nucleolos prominentes. El nucleolo es redondo, irregular u
ovalado. Algunas veces se puede encontrar granulaciones en el citoplasma hasta en
un 10% de los blastos, sin embargo es mas frecuente ese hallazgo en la leucemia
mieloide (tabla 2). Otra caracteristica, aunque poco frecuente, es la morfologia
similar a un espejo de mano (pseudopodo citoplasmatico).

Los linfoblastos en la biopsia de médula ésea son relativamente uniformes en
apariencia, con nucleolo redondo u ovalado, y puede ser prominente. La cromatina
esta finamente dispersa. El numero de figuras mitéticas varia. El linfoma linfoblastico
generalmente se caracteriza por un patrén difuso 0 menos frecuente paracortical en
el ganglio u otro tejido. Las figuras mitéticas son generalmente numerosas y en
algunos casos existe el patron de cielo estrellado. Las caracteristicas morfolégicas
de proliferacién B y T son indistinguibles.

La evaluacién citoquimica por si sola contribuye al diagnéstico. Generalmente

los linfoblastos muestran negatividad para mieloperoxidasa y sudan negro. La



reaccion acida de Schiff y esterasa no especifica pueden ser positivas, asi como TdT
en la mayoria de LAL.

Fenotipos especificos de LAL, como lineas T o B, no se pueden distinguir
durante la evaluaciéon morfolégica. El analisis de inmunofenotipo por citometria de
flujo es un método rapido y efectivo para caracterizar diferentes subtipos de LAL,
como por ejemplo, precursor B, B comun, precursor B temprano o B maduro, asi
como subtipos de linea T.® Los linfoblastos de la leucemia/linfoma linfoblastico son
casi siempre positivos para marcadores B, como CD19, CD79a y CD22
citoplasmico; sin embargo ninguno de ellos por si sélo es especifico. Los antigenos
mieloides CD13 y CD33 pueden estar expresados, y esta expresién no excluye el
diagndstico de LAL. El grado de diferenciacién del linaje B tiene correlacion clinica y
genética. En la etapa mas temprana, llamada precursor temprano o pro-B, los blastos
expresan CD19, CD79a citoplasmica, CD22 citoplasmica y TdT nuclear. En la etapa
intermedia, llamada comun, los blastos expresan CD10. En la etapa de diferenciacion
de precursor mas maduro, llamada pre-B, los blastos expresan cadenas
citoplasmicas u (c-y). La inmunoglobulina de superficie estd generalmente ausente,
sin embargo su presencia no descarta la posibilidad de LAL/LL. Finalmente la
expresion de Ig de superficie es caracteristica de la leucemia linfoblastica llamada
madura.

Las alteraciones genéticas en LAL se pueden detectar por citogenética, FISH
y RT-PCR. Estas técnicas permiten la determinacion especifica de los genotipos de

LAL, proporcionando informacién prondstica importante; por ejemplo la



determinacién del cromosoma Philadelphia, que se encuentra en un 30% de los
pacientes adultos con LAL y 5% en la poblacién pediatrica, le da un prondstico pobre.

Basados en estas caracteristicas, segun la Organizacién Mundial de la Salud
del 2008, se puede dividir las neoplasias linfoides en neoplasias linfoides
precursoras, y estas en 3 grupos: Leucemia/Linfoma linfoblastico B no clasificado,
leucemial/linfoma linfoblastico B con anormalidades genéticas recurrentes, y
leucemial/linfoma linfoblastico T.>2 La Unica que se subdivide en 7 es la
leucemial/linfoma linfoblastico B con anormalidades genéticas recurrentes: 1.-
leucemial/linfoma  linfoblastico B  con  1(9:22)(q34;911.2);BCR-ABL1; 2.-
leucemial/linfoma linfoblastico B con t(v;11923); rearreglos del MLL; 3.-
leucemial/linfoma linfoblastico B con t(12;21)(p13;922); TEL-AML1 (ETV6-RUNXT);
4.- leucemia/linfoma linfoblastico B con hiperdiploidias; 5.- leucemia/linfoma
linfoblastico B con hipodiploidias; 6.- leucemia/linfoma linfoblastico B con
t(5;14)(q31;932); IL3-IGH; 7.- leucemial/linfoma linfoblastico B con t(1;19)(923;p13.3)

E2A-PBX1(TCF3-PBX1).

ESQUEMA DE HIPER-CVAD

El tratamiento de la leucemia aguda linfoblastica del adulto ofrece
posibilidades de supervivencia libre de enfermedad a largo plazo del 20- 35 %.?* ?° E|
prondstico de esta entidad se asocia con caracteristicas del huésped (edad,
desempenio fisico, funcion organica) y de la neoplasia, incluyendo fenotipo de las

células leucémicas, alteraciones citogenéticas, afeccién extramedular y sensibilidad

al tratamiento administrado.



El esquema Hiper-CVAD, descrito por Kantarjian y cols,® se divide en 2 fases;
una fase de dosis intensas de quimioterapia y la segunda de mantenimiento. La
primera fase incluye la administracion de cuatro ciclos alternantes de Metotrexate y
Citarabina, con Ciclofosfamida, Vincristina, Doxorrubicina y Dexametasona, ademas
de quimioterapia profilactica intratecal, profilaxis con antibiéticos, apoyo de factor
estimulante de colonias de granulocitos; la fase de mantenimiento consta de 6MP,
Metotrexate, Vincristina y Prednisona.

Se incluyeron en total 204 pacientes, obteniendo respuesta completa en 185
pacientes (91%), 12 pacientes murieron durante la induccion (6%), con supervivencia
global a 5 afos del 39 % y respuesta completa a 5 afios del 38%. Posteriormente
compararon sus resultados con su régimen previo (VAD), donde demostraron una
diferencia estadisticamente significativa de respuesta completa (91% vs 75%,

p=0.01) (Figura 2).

A continuacion se ejemplifica la administracion del esquema completo:

Hiper-CVAD: Ciclofosfamida 300 mg/m? intravenoso durante 3 horas cada 12
hrs por 6 dosis, los dias 1 a 3, con Mesna a la misma dosis de Ciclofosfamida, pero
este ultimo en infusion continua, la cual inicia con la Ciclofosfamida y termina 6 horas
después de la ultima dosis de Ciclofosfamida; Vincristina 2 mg intravenoso los dias 4
y 11; Doxorrubicina 50 mg/m? intravenoso el dia 4, y Dexametasona 40 mg diarios

los dias1a4y11a14.
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Dosis altas de Citarabina y Metotrexate: Metotrexate 200 mg/m? intravenoso
durante 2 horas, seguido por 800 mg/m? intravenoso durante 24 hrs el dia 1; el
rescate de Leucovorin (acido folinico) se comienza 24 horas después de haber
terminado la infusién de Metotrexate, con una dosis de 15 mg cada 6 horas; se
incrementa a 50 mg cada 6 horas si los niveles de Metotrexate son mayores a 20
mmol/L al final de la infusion, mas de 1 mmol/L 24 hrs después del término de la
infusion o mas de 0.1 mmol/L a las 48 horas después del término de la infusion del
Metotrexate, y hasta que los niveles estén menores a 0.1 mM; Citarabina 3 g/m?
durante 2 horas cada 12 horas los dias 2 y 3; y Metilprednisolona 50 mg intravenosos
2 veces al dia los dias 1 a 3.

Profilaxis a SNC: Los pacientes se categorizaron de acuerdo al riesgo
esperado de infiltracion a SNC. Se consideraron de alto riesgo si la deshidrogenasa
lactica sérica era mayor a 600 U/L (referencia normal de 25 a 225 U/L) o un indice
proliferativo (%S+G?M) mayor al 14% o mas; bajo riesgo si ninguno estaba
aumentado, y riesgo desconocido en caso de que no estuviera disponible la
informacion. La profilaxis se administré con Metotrexate 12 mg intratecales el dia 2 y
Citarabina 100 mg intratecales en el dia 8 de cada ciclo por 16 tratamientos en el
grupo de alto riesgo, 4 tratamientos en el grupo de riesgo bajo, y 8 tratamientos
intratecales en el grupo de riesgo desconocido.

Profilaxis antibidtica: La profilaxis empirica con antibidticos se administro
durante la fase de dosis intensiva (induccion y consolidacién) con Ciprofloxacino 500

mg via oral 2 veces al dia o Levofloxacino 500 mg via oral una vez al dia; Fluconazol
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200 mg via oral una vez al dia, y Aciclovir 200 mg via oral 2 veces al dia o
Valaciclovir 500 mg via oral una vez al dia.

Apoyo con factor estimulante de colonia de granulocitos: FEC-G 10 mg/kg
cada 24 horas dividido en 2 dosis cada dia, iniciando 24 horas posteriores al término
de la quimioterapia (dia 5 de Hiper-CVAD y dia 4 de altas dosis de Metotrexate o
Citarabina).

Mantenimiento: Se administré tratamiento con Mercaptopurina (6-MP),
Metotrexate, Vincristina y Prednisona (POMP) por 2 afios. La dosis fue: 6-MP 50 mg
via oral 3 veces al dia; Metotrexate 20 mg/m? via oral una vez por semana;
Vincristina 2 mg intravenosos mensualmente y Prednisona 200 mg via oral una vez
al dia por 5 dias de cada mes con Vincristina. La profilaxis antibiética durante el
mantenimiento consistié en Trimetoprim/Sulfametoxazol 2 veces al dia durante los
fines de semana, y Aciclovir 200 mg via oral o Valaciclovir 500 mg via oral al dia o0 3
veces por semana, por los primeros 3 meses para disminuir la infeccion por
neumocistis, herpes zoster o varicela.

En la actualidad, el esquema Hiper-CVAD se usa como tratamiento de primera
linea en pacientes con Leucemia/Linfoma linfoblastico en el Instituto Nacional de

Cancerologia de México.

FARMACOGENETICA

Las variaciones genéticas se relacionan con el metabolismo de los
medicamentos antineoplasicos e influyen en su toxicidad y respuesta a la

quimioterapia en pacientes con cancer. Los polimorfismos se definen como
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variaciones genéticas presentes en mas del 1 % de la poblaciéon; generalmente
tienen una alteracion especifica y pueden asociarse a cambios en la actividad del
DNA que se encuentra alterado. La respuesta a los agentes de quimioterapia se
determina primariamente por el genoma del tumor, pero la toxicidad depende
primariamente del genoma en los tejidos sanos.?®?” Existen diferentes técnicas para
la determinacion de polimorfismos de nucleétidos aislados (SNP’s). EI DHPLC
(DHPLC, por sus siglas en inglés: denaturating high-performance liquid
chromatography) es un método utilizado en multiples laboratorios para el analisis de
polimorfismos de nucledtidos aislados, asi como de mutaciones conocidas y no
conocidas en una variedad de enfermedades. EIl DHPLC consta de dos fases que
separan 4acidos nucleicos a través de intercambio anidénico. Se ajusta con
temperatura para trabajar DNA en tres condiciones diferentes: no desnaturalizado,
parcialmente desnaturalizado y completamente desnaturalizado. Se emplea para el
analisis de genes que se sabe son altamente polimdrficos, para los cuales se han
descrito numerosas variantes alternativas o para genes susceptibles de una tasa alta
de mutaciones esporadicas. Su alta sensibilidad del DHPLC combinada con la
precision del analisis de heteroduplex ha permitido el desarrollo de aplicaciones que
rebasan los métodos tradicionales de secuenciacion o genotipificacién, ya que estas

técnicas implican un alto costo y consumo de tiempo.?’
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METABOLISMO DEL METOTREXATE

El Metotrexate es utilizado no solo en el tratamiento del cancer, sino también
para el tratamiento de artirits reumatoide, psoriasis y prevencion de enfermedad de
injerto contra el huésped de pacientes sometidos a trasplante alogénico de médula
Osea. Tiene buena biodisponibilidad a bajas dosis, pero su absorcion es erratica a
dosis mayores de 25 mg/m?. A dosis convencionales se alcanza Unicamente niveles
en liquido cefalorraquideo de 5 — 10% en comparacion a niveles plasmaticos. Sin
embargo a dosis mayores logra obtener niveles terapéuticos. EI medicamento
necesita poliglutamacion a su forma activa por la enzima FPGS en el higado. Se
elimina por rifdn. Se utiliza en diferentes neoplasias, incluyendo tumores sodlidos
como cancer de mama, cabeza y cuello, coriocarcinoma, osteosarcomas, cancer
colorectal y de vejiga, asi como neoplasias hematolégicas como LAL y linfoma no
Hodgkin.?® La dosis para enfermedades malignas varia dependiendo de cada
padecimiento, y estas pueden ser consideradas como dosis bajas (100 mg/m?),
intermedias (100 — 1 000 mg/m?) y altas (mas de 1 000 mg/m?).?° Dosis moderadas y
altas necesitan rescate con leucovorin, el cual debera ser iniciado 24 hrs posteriores
a la administracion y continuarlas hasta que los niveles séricos sean menores a 50
nM. Se debera medir niveles plasmaticos en todos los pacientes con disfuncién renal.

El Metotrexate es un antagonista de acido félico con accion especifica en la
fase S del ciclo celular. Requiere ser transportado al interior de la célula a través del
acarreador de folato reducido.® Una vez que se encuentra en el interior de la célula

se poliglutamina, con la adicion de 2 a 7 residuos de acido glutdmico a través de la
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enzima folilpoliglutamato sintetasa. Los poliglutamatos de Metotrexate inhiben la
enzima dihidrofolato reductasa, necesaria para la conversiéon de acido félico a acido
tetrahidrofélico, depletando folatos, ocasionando asi la inhibicion sintesis de DNA,
RNA, timidilato y purinas, como se sefiala en la Figura 3.

Como se ha descrito previamente el Metotrexate es parte fundamental del
tratamiento de LAL, por lo que alteraciones en la expresion del acarreador de folato
(secundarios a polimorfismos) y/o de la MTHFR, pueden influir en la sensibilidad a
este farmaco.

El polimorfismo del acarreador de folato que tiene una sustitucidon de arginina
por histidina en el coddon 27 de la proteina FC (RFCG80A), puede influir en su
funcionalidad.®® En un estudio de 204 nifios con leucemia que se trataron con
Metotrexate y eran homdcigos para la variante RFCG80A, tuvieron mayores niveles
plasmaticos de Metotrexate, en comparacion con otros genotipos %2 Estos hallazgos
concuerdan con los descritos por Dervieux 23,

La enzima MTHFR se ha estudiado ampliamente con respecto al metabolismo
de Metotrexate. Se han descrito por lo menos 15 polimorfismos de nucleétidos
aislados (SNP’s) de esta enzima,* de los cuales dos son no sinénimos (C677T y
A1298C). El polimorfismo C677T permite el cambio de un aminoacido (alanina por
valina) en el coddén 222, lo que disminuye la actividad enzimatica. Los heterécigos
tienen actividad enzimatica in vitro de aproximadamente el 60 % y los homdcigos de
40 % en poblacién caucasica.* El polimorfismo A1298C permite la sustitucién de un
aminoacido (acido glutamico por alanina) en el codén 429 y también se asocia a

menor actividad enzimatica.®'
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Van Ede evalué el polimorfismo C677T, y demostré en 236 pacientes con
artritis reumatoide un incremento en la toxicidad secundaria a Metotrexate en la
poblacion portadora de por o menos un alelo T, en comparacion con el genotipo
CC.*" En esta poblacién no se encontré diferencia en la respuesta a Metotrexate.
Estos resultados concuerdan con los publicados por Urano,* quien demostré que la
presencia del alelo 677T incrementd la toxicidad por Metotrexate (27 %, en
comparacién con 8 %); el polimorfismo A1298C no correlaciondé con toxicidad.
Berkun *° y Hughes *° han evaluaron también los polimorfismos C677 T y A1298C, y
no encontraron asociacion entre ellos y toxicidad. Estos resultados sugieren que el
polimorfismo C677T puede ser un marcador de toxicidad, en particular hepato-
toxicidad. Los resultados para el polimorfismo A1298C son inconsistentes.*'

Los polimorfismos descritos para el RFC y la enzima MTHFR han sido
evaluados por diferentes técnicas, incluyendo DHPLC.*"*

El desarrollo de resistencia a Metotrexate limita la actividad de estos
medicamentos antifolatos, por lo que el entendimiento de estos mecanismos ayudara
al desarrollo de nuevos farmacos. Con técnicas moleculares recientes se pueden
identificar cambios fenotipicos asociados la resistencia en tumores especificos. Esta
resistencia ocurre como resultado de cambios en el transportador de Metotrexate, su
poliglutamacién, interaccion con dihidrofolato reductasa o rompimiento de

poligltamatos de Metotrexate.*®
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OBJETIVO PRIMARIO

Evaluar la frecuencia de polimorfismos, mediante DHPLC, del acarreador de
folatos RFCG804 y de la enzima MTHFR C677T en poblacion mexicana con

leucemia/linfoma linfoblastico.

OBJETIVO SECUNDARIO

Evaluar las caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes con
diagndstico de leucemial/linfoma linfoblastico que acudieron al Instituto Nacional de
Cancerologia de México en el 2010.

Evaluar la influencia de los polimorfismos del acarreador de folatos y de la
enzima MTHFR en la respuesta en pacientes con leucemia/linfoma linfoblastico en el

Instituto Nacional de Cancerologia de México.
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JUSTIFICACION

La leucemia aguda es la entidad neoplasica mas frecuente de la edad
pediatrica, y en el Instituto Nacional de Cancerologia de México se reportaron, en el
2006 y 2007, un total de 79 nuevas leucemias agudas, siendo el 67% leucemias
linfoblasticas. El tratamiento de esta entidad incluye antimetabolitos, como el
Metotrexate. En la actualidad, en el Instituto Nacional de Cancerologia se utiliza el
esquema Hiper-CVAD (Ciclofosfamida, Vincristina, Adriamicina y Dexametasona,
alternado con Citarabina y Metotrexate) como primera linea de tratamiento en
pacientes con esta entidad. Los factores genéticos asociados con el metabolismo de
farmacos, incluyendo transportadores, vias enzimaticas de eliminacién y activacion,
han definido mutaciones y polimorfismos en poblaciones que incrementan la
susceptibilidad individual a los efectos adversos y pueden asociarse a la eficacia
terapéutica y control de la enfermedad a largo plazo.

Actualmente, nuestro grupo en el INCan determina rutinariamente el genotipo
de TPMT en pacientes que reciben tiopurinas, para disminuir el riesgo de toxicidad.
Se ha reportado que polimorfismos en el acarreador de folato (principal transportador
de Metotrexate) y el SNP de la MTHFR 677 C>T son determinantes en la
farmacogenética del Metotrexate e influyen en el riesgo de recaida en pacientes con
leucemia linfoblastica. Actualmente el DHPLC es un método utilizado en multiples
laboratorios para el analisis de polimorfismos de nucleétidos aislados, asi como de

mutaciones conocidas y no conocidas en una variedad de enfermedades. La
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administracion individualizada del Metotrexate, en funcion de la determinacién de
polimorfismos encontrados en nuestra poblacion que influyan en la respuesta,
permitira el uso racional de esta combinacion en pacientes con leucemia aguda

linfoblastica y mejorara la calidad de vida de estos pacientes.

HIPOTESIS

La frecuencia de los polimorfismos del acarreador de folatos y la enzima
MTHFR en la poblacién del Instituto Nacional de Cancerologia de México de
pacientes con diagndstico de leucemia/linfoma linfoblastico son similares a las
reportadas previamente en nuestra poblacion y diferentes a la reportadas en la

literatura internacional

La evaluacion de polimorfismos previo al inicio del tratamiento permitira

seleccionar a los pacientes para recibir mejores opciones de tratamiento,

disminuyendo el riesgo de efectos secundarios generados por los mismos.
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MATERIAL Y METODOS

UNIVERSO DE ESTUDIO Y TAMANO DE MUESTRA

Se incluyeron a 29 pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia con
diagndstico de leucemial/linfoma linfoblastico que requirieron tratamiento con Hiper-

CVAD.

CRITERIOS DE INCLUSION

Aceptacion del paciente para participar voluntariamente en este estudio (firma

del consentimiento informado).

- Pacientes con diagnéstico de leucemial/linfoma linfoblastico que acudan al
Instituto Nacional de Cancerologia de México.

- Género: indistinto.

- Edad: Mayor de 15 anos.

- Funcion renal y hepatica normal.

- Candidatos a tratamiento con Hiper-CVAD.

CRITERIOS DE EXCLUSION
- Pacientes con antecedentes de hipersensibilidad al Metotrexate u otros
farmacos incluidos en el esquema Hiper-CVAD.

- Imposibilidad de seguimiento del paciente.
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METODOLOGIA

A partir de una muestra de 10 ml de sangre periférica, se extrajo DNA y RNA
de células MN por métodos convencionales. EI DNA se amplificé por PCR para el
gen que codifica para el acarreador de folatos y el de la enzima MTHFR.
Posteriormente se analizé por DHPLC. Los pacientes recibieron tratamiento de
acuerdo con el esquema Hiper-CVAD. Se realizaron aspirados de médula 6sea

previo al inicio y posterior a cada ciclo de tratamiento para evaluar respuesta.

PROCESO DE LAS MUESTRAS EN EL LABORATORIO

a) OBTENCION DE ADN:

Se aislé DNA de células mononucleares por métodos estandares a partir de una
muestra de 15 ml de sangre periférica.

En resumen: se centrifugd 15 ml de sangre total a 2500 rpm por 10 minutos y se
recupero la capa de leucocitos, la cual se incub6 con 1 volumen de Buffer de lisis de
eritrocitos (NH4Cl 0.15M, KHCO3 1 mM, EDTA 0.1 mM) por 20 minutos a 37 °C. Se
centrifugé a 1200 rpm por 7 minutos y se elimind el sobrenadante. El botén se
resuspendio en Buffer de extraccion (Tris 10 mM, EDTA 20 mM, SDS 0.5 %) con
proteinasa K (50ug/ml) y se incub6 a 60°C por 3 hr, posteriormente se procedid a
extraer con fenolcloroformo. Se precipité el DNA en 1 volumen de isopropanol y 25ul
NaCl 0.4 M; se centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos y se lavo el botén 2 veces

con etanol al 70 %. Se dejo secar el boton y se resuspendiéo en 200 ul TE (Tris
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10mM, EDTA 1mM, pH7.6).
b) AMPLIFICACION POR PCR
1.- Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos para la amplificaciéon del gen que
codifica para el acarreador de folatos RFCG804:
Se: 5-AGTGTCACTTCGTCCC-3
AS: 5-TCCCGCGTGAAGTTCTTG-3’

La amplificacion por técnica de PCR se realizé en un volumen total de 25 ul,
que contenia 100 ng de DNA gendmico, 2 pmol/ul de cada oligonucleétido, 200 M
de dNTPs, 0.25 U de Taq polimerasa y buffer para PCR10x (15mM MgCI2, Perkin
Elmer).

Esta amplificacidon se inicid con denaturalizacién a 94° C durante 5 minutos,
seguido de 35 ciclos con: 94°C por 30 segundos, 57 °C por 1 minuto, 72°C por 30
segundos.

La extension final fue a 72°C por 7 minutos. En la imagen 4 se observa la
amplificacion por PCR del gen que codifica para el acarreador de folatos.

Posteriormente los productos se evaluaron en geles de agarosa y analizados
por DHPLC.

2.- Los fragmentos de los genes que codifica para la enzima MTHFR C677T, se
amplificaron usando los siguientes oligonucledétidos:
Se: 5-GGAGCTTTGAGGCTGACCTGAA-3’
As: 5-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’

La amplificacion por técnica de PCR se realizd en un volumen total de 25 ul,
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que contenia 100 ng de DNA gendmico, 2 pmol/ul de cada oligonucleétido, 200 uM
de dNTPs, 0.25 U de Taq polimerasa y buffer para PCR10x (15mM MgCl,, Perkin
Elmer).

Esta amplificacion se inicié con denaturalizacion a 94° C durante 5 minutos,
seguido de 38 ciclos con: 94°C por 30 segundos, 57 °C por 35 segundos, 72°C por
30 segundos. La extensién final fue a 72°C por 7 minutos. En la imagen 5 se
observa la amplificacién por PCR del gen que codifica para la enzima MTHFR.

Posteriormente los productos fueron evaluados en geles de agarosa y

analizados por DHPLC.

c) ANALISIS POR DHPLC

Los productos obtenidos por PCR se denaturalizaron a 95 °C durante 5 minutos y
se enfriaron lentamente hasta 50°C, con cambio de 1°C/minuto para permitir la
formacion de los homo o heteroduplexes.

Estos productos fueron analizados por DHPLC, de acuerdo con la técnica descrita
inicialmente por Fang,*? que en resume es:

Acarreador de folato: Se inyectaron a la columna de HPLC 7 ul de DNA los
siguientes buffers; Buffer A (acetato de tri-etil amonio 0.1 mol/L ) y buffer B (acetato
de tri-etil amonio 0.1 mol/L, conteniendo acetonitrilo 250 mL/L) en las proporciones y
tiempos que a continuacion se senalan: 52 %A- 48 % B basal, 47 % A-53 % B
durante 0.1 minutos, 40 % A-60 % B durante 5.2 minutos, 0 % A- 100 % B durante
0.1 minutos, 52 % A- 48 % B durante 0.6 minutos. La fase movil se realizé a 55 °C,

que permitié la deteccion de heteroduplex. Esta temperatura se obtuvo después de
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multiples analisis con muestras analizadas 1-2°C por debajo y arriba de las
temperaturas calculadas por el software del equipo DHPLC de transgenomics.
MTHFR: Se inyecté a la columna de HPLC 7 ul de DNA con los siguientes
buffers; Buffer A (acetato de tri-etil amonio 0.1 mol/L ) y buffer B(acetato de tri-etil
amonio 0.1 mol/L, conteniendo acetonitrilo 250 mL/L) en las siguientes proporciones
y tiempos: 54 %A- 46 % B basal, 46 % A-54 % B durante 1 minuto, 39 % A-61 % B
durante 4.8 minutos, 0 % A- 100 % B durante 0.1 minutos, 54 % A- 46 % B durante
1.1 minutos. La fase movil se realizoc a 62 °C, que permitic la deteccion de
heteroduplex. Esta temperatura se obtuvo despuis de miltiples analisis con muestras
analizadas 1-2°C por debajo y arriba de las temperaturas calculadas por el software

del equipo DHPLC de transgenomics.

d) INTERPRETACION DE RESULTADOS DEL DHPLC

La formacién de heteroduplex fue evaluada con controles de DNA gendmico
secuenciado de tipo silvestre y con los polimorfismos. Se analizaron las curvas
obtenidas por DHPLC; en el caso de heteroduplex se observaron y compararon con
las curvas conocidas de DNA gendmico secuenciado para esta alteracion. En los
casos de homoduplex (aparentes tipo silvestres), este fue mezclado con DNA
silvestre para permitir la formacién de heteroduplex en el caso de existir
polimorfismos. Los resultados finales fueron informados como silvestre (wt) o con el
polimorfismo detectado.

Se utilizaron muestras de control tipo silvestre y heterécigo para analizar el

24



polimorfismo del acarreador de folatos y MTHFR mediante DHPLC; en las imagenes

6, 7,8 y9 se observan los cromatogramas de control respectivamente.

PROCESO PARA LA OBTENCION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

La invitacion a participar en el estudio, asi como la obtencidn del consentimiento
informado, fueron realizados en conjunto con la Dra. Myrna Gloria Candelaria
Hernandez, investigadora principal del estudio.

Con la intencion de no interferir con las citas de la consulta externa, durante la
hospitalizacion del paciente para el tratamiento de induccién a la remision, o para la
fase de consolidaciéon, se le explic6 de manera detallada la posible influencia de
variantes genéticas en la determinacién de la respuesta a diferentes farmacos, en
particular las relacionadas con el Metotrexate. Se les invitdé a participar de manera
voluntaria en este estudio, sin remuneracion econémica o de otra indole, con la toma
de una muestra de sangre para la determinacion de polimorfismos, asi mismo se le
inform6 que se evaluarian los posibles efectos secundarios del tratamiento a través
de la consulta externa y estudios de laboratorio que se realizarian de manera
estandar para su padecimiento. Aquellos pacientes que decidieron participar de
manera voluntaria se le entregd una copia del consentimiento informado para que lo
comentaran con sus familiares y al dia siguiente, si el paciente acepta participar, se
aclararon dudas del paciente o sus testigos, procediendo asi a la firma del
consentimiento informado (ver anexo). Para este trabajo se obtuvieron los mismos

pacientes.
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De no aceptar participar en el estudio, se le informé al médico tratante y continué

con el tratamiento que el hematdlogo tratante considere mejor para el paciente.

26



RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

El estudio fue aprobado por los Comités Cientifico y de Etica del Instituto
Nacional de Cancerologia de México. Se incluyeron 29 pacientes con diagnostico de
leucemia linfoblastica y/o linfoma linfoblastico, el cual fue confirmado por morfologia,
patologia e inmunofenotipo. Se utilizé la FAB para la clasificacion morfologica de las
leucemias linfoblasticas. El inmunofenotipo fue dividido de acuerdo al precursor B o
T.% Los linfomas linfoblasticos fueron diagnosticados de acuerdo la clasificacion de
tumores hematopoyéticos y tejidos linfoides de la OMS 2008, asi mismo, se
establecio la etapa clinica basada en el Ann Arbor, y el pronéstico basado en el
indice prondstico internacional.*® Las caracteristicas principales de los pacientes se
detallan en la Tabla 3. La media de edad fue de 31 afos (rango de 15-64 afos);
fueron 15 pacientes del sexo masculino y 14 pacientes del sexo femenino (52% y 48
% respectivamente). 24 pacientes tuvieron diagndstico de leucemia linfoblastica y 5
pacientes con diagndstico de linfoma linfoblastico (82.7% y 17.3% respectivamente).
La morfologia por la FAB de las leucemias linfoblasticas correspondié a 22 pacientes
con LAL-L2 (91.6%) y 2 paciente con LAL-L3 (8.3%), ninguno con LAL-L1. Se
desconoce el inmunofenotipo en 5 pacientes (20.8%) con LAL, sin embargo 14
pacientes correspondieron a inmunofenotipo B comun (58.3%), 3 pacientes a
inmunofenotipo Pro-B (12.5%), 1 paciente a inmunofenotipo B madura (4.1%), y 1
paciente a inmunofenotipo T (4.1%). En 9 pacientes se establecio riesgo estandar

(37.5%) y el resto, 15 pacientes, con riesgo alto (62.5%). Fueron 6 pacientes con
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leucemia linfoblastica que presentaron cromosoma Philadelphia positivo (25%). Las
caracteristicas de los 5 pacientes con diagndstico de linfoma linfoblastico fueron las
siguientes: todos ellos con etapa clinica IV, ya que la invasién a médula 6sea se
considera como sitio extranodal. El pronostico se baso en el IPI, y ningun paciente
correspondio a riesgo bajo, 2 se clasificaron como riesgo intermedio bajo (40%), 2
riesgo intermedio alto (40%), y 1 paciente a riesgo alto (20%).

En total 9 de los 29 pacientes analizados cumplieron criterios para establecer
un alto riesgo de infiltracion a SNC, y el resto queddé como bajo riesgo. Los 29
pacientes tenian contemplado recibir tratamiento con el esquema de Hiper-CVAD
independientemente de su diagndstico, riesgo y etapa clinica. La media de leucocitos
al momento del diagnéstico fue de 37.7 miles/mm?® (0.8-243 miles/mm?®), media de
hemoglobina de 8.2 g/dL (3.9-16.3 g/dL), media de plaquetas de 69 000 miles/mm?®
(2000-527 000 miles/mm?), media de DHL de 841 UI/L (111-6437 UI/L), media de
acido urico de 6.9 mg/dL (1.8-12.5 mg/dL). Cabe mencionar que en 22 de los 29
pacientes se tomod la muestra para el estudio durante el abordaje inicial, y el resto de

pacientes se obtuvo la muestra durante el tratamiento.

RESULTADO DE POLIMORFISMOS

Para el analisis de este estudio se tomaron los resultados de ambos
polimorfismos de 13 pacientes incluidos de forma inicial. Al comparar las graficas
obtenidas mediantes DHPLC con los controles para evaluar los polimorfismos
RFCG804 del acarreador de folatos y C677T de MTHR se obtuvieron los siguientes

resultados:
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- Se encontré6 que la poblacién presenté un porcentaje similar (53.8 %) de

pacientes heterocigos para ambas mutaciones, con 7 pacientes para el

acarreador de folatos y 7 pacientes para el MTHFR. Ningun paciente resultd

ser homadcigo para el polimorfismo del acarreador, a diferencia de 5 pacientes

que fueron homacigos para el polimorfismo el MTHFR, representando el 38.4

% de esa poblacion. El ultimo grupo analizado, tipo silvestre, mostré también

diferencia en cuanto al porcentaje de presentacion, ya que fueron 6 pacientes,

el 46.1 %, para el acarreador de folatos y 1 paciente para el MTHFR,

representando el 7.69 % de la poblacion.

En resumen:

Polimorfismo del acarreador de folatos RFCG804

e Tipo silvestre: 6 pacientes (46.1 %)

e Heterdcigos: 7 pacientes (53.8 %)

e Homdcigos: Ninguno
Polimorfismo de MTHFR C677T

e Tipo silvestre: 1 paciente (7.69 %)

e Heterdcigos: 7 pacientes (53.8 %)

e Homdcigos: 5 pacientes (38.4%)

En la tabla 4 se resumen los resultados obtenidos de los 2 polimorfismos

analizados mediante DHPLC.
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DISCUSION

Existe diferencia en la frecuencia de polimorfismos al momento de compararlo
en otro tipo de poblacién por varios autores (Tabla 5). El polimorfismo RFCG804 del
acarreador de folatos en la poblaciéon caucasica se encontrdé en un 15 % de forma

homéciga,*

contrastando con nuestra poblacion mexicana analizada, ya que no
encontramos ningun paciente con estas caracteristicas, teniendo unicamente el 53.8
% el polimorfismo heterécigo y el resto tipo silvestre (46.1 %). No sélo el origen
caucasico fue diferente en estas poblaciones, ya que existen otras diferencias al
momento de comparar ambas poblaciones, siendo la mas importante el diagndstico
inicial, debido a que se trata de una poblacién portadora de artritis reumatoide y la
nuestra de pacientes con diagndstico oncoldgico. Desconocemos la frecuencia
exacta del polimorfismo del acarreador RFCG804 en nuestra poblacién mexicana, lo
cual seria de utilidad para poder realizar una comparacion con nuestros resultados
obtenidos.

Existe mas informacién documentada en la literatura internacional del
polimorfismo de MTHFR C677T, siendo también mas compleja y diversa al momento
de compararla con nuestra poblaciéon, ya que el resultado homodcigo para esta
mutacion en la poblacién caucasica varia de un 10 a 49 %, tipo silvestre de 10.1 a
32.8 %, y solo similar en aquellos con mutacion heteréciga de 40 a 47.3 %. Aquellos
pacientes de descendencia africana tienen la frecuencia mas baja del polimorfismo
homocigo reportado hasta en un 1.4 % de su poblacién analizada, siendo

heterécigos en el 19 % y tipo silvestre en la mayoria de su poblacién, el 78 %.4% %

30



Nuestros hallazgos del polimorfismo de MTHFR C677T no son nada parecidos a la
poblacién africana, ya que encontramos en un 38.4 % y 53.8 % el polimorfismo de
forma homociga y heteréciga respectivamente, con el restante 7.69 % de tipo
silvestre. En el 2006, Guéant-Rodriguez y Mutchinick realizaron un analisis de la
prevalencia de la misma mutacion del MTHFR en poblacion mexicana de 300
individuos sanos, encontrando también una alta frecuencia en su poblacion analizada
al momento de compararla con la poblacién africana.*® Se realizé una comparacién
de esos datos obtenidos con los analizados por nosotros, encontramos una
frecuencia similar, ya que la poblacién homéciga portadora de la mutacién fue del
35.7 %, heteréciga 58 %, tipo silvestre en 6.3 %, y la nuestra homociga 38.4 %,
heterdciga 53.8 % y tipo silvestre de 7.69 %. De igual forma la media de edad fue
similar en ambos grupos, 32 y 31 anos respectivamente. Es de destacar que esta
comparaciéon es de dos poblaciones con caracteristicas clinicas diferentes, ya que la
nuestra es de pacientes oncolégicos y la analizada por Guéant-Rodriguez es de
poblacion sana.

En la figura 4 se observan las curvas de supervivencia global de
acuerdo al polimorfismo del gen RFC; clinicamente parece el doble de supervivencia
en aquellos heterécigos portadores de la mutacion en comparacion a los tipo
silvestre (wt), sin embargo no existe significancia estadistica (p=.30), seguramente
por el escaso numero de pacientes. De igual forma, como se observa en la figura 5,
no existe significancia estadistica en la supervivencia global en los pacientes

homaocigos, heterécigos y tipo silvestre de la mutacion de MTHFR (p=.34).
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Las caracteristicas clinicas y demograficas encontradas en los pacientes de
nuestra poblacién con diagndstico de leucemial/linfoma linfoblastico incluidos en este
estudio fueron similares a los reportados previamente, tanto en el Instituto Nacional
de Cancerologia de México, como en la literatura internacional.” Fueron en total 29
pacientes que se analizaron, de los cuales unicamente 5 cumplieron criterios de
linfoma linfoblastico, siendo el resto leucemias linfoblasticas. Morfolégicamente la
leucemia linfoblastica L1 es generalmente mas comun en la poblacién pediatrica, lo
que expliqua el porque no tuvimos ningun paciente que cumpliera caracteristicas de
LAL L1, ya que los pacientes estudiados tuvieron edad en rango de 15 a 64 afos. En
la poblacion adulta, que son los pacientes que tratamos en el Instituto Nacional de
Cancerologia de México, es mas frecuente la leucemia linfoblastica L2 y L3, y en la
poblacién analizada fueron 91.6% con LAL L2 y el resto con L3, lo cual es similar a lo
reportado en la literatura internacional en la poblacion adulta; de igual forma, por
inmunofenotipo es mas comun la leucemia linfoblastica B comun, y nuestros
pacientes cumplieron criterios para clasificarlas de esta forma en un 58.3%, siendo el
resto Pro B, B madura y unicamente 1 caso con inmunofenotipo T; asi mismo el
inmunofenotipo no fue concluyente en 5 casos, desconocemos la razon.

La positividad del cromosoma Philadelphia en los pacientes con diagnéstico
de leucemia linfoblastica se ha reportado en rangos del 25 al 30%;*" en la poblacién
analizada se encontré6 este cromosoma en el 25% de nuestros pacientes con
leucemia. Cabe mencionar que este porcentaje reportado en la literatura es en la
poblacién adulta, ya que en la poblacion pediatrica se documenta unicamente en el

5% de los pacientes. Como se describié previamente, el cromosoma Philadelphia
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confiere automaticamente un mal prondstico en los pacientes con leucemia
linfoblastica, asi como edad mayor de 30 afos, inmunofenotipo B maduro,
leucocitosis inicial (mas de 30 miles/mm?® en leucemias B y mas de 100 miles/mm?® en
leucemias T), infiltracién a sistema nervioso central o testiculos, y falta de respuesta
a la induccién. Desafortunadamente la mayoria de nuestros pacientes, el 62.5 %,
quedaron clasificados como riesgo alto por presentar alguno de estos factores, y el
resto, 37.5 %, como riesgo estandar. De hecho es mas probable que la poblacion
adulta quede clasificada con riesgo alto comparada con la poblacion pediatrica, y
esto es una mas de las caracteristicas que diferencian a las dos poblaciones, cuyos
comportamientos, y sobre todo el prondstico, sean tan diferentes.

Se ha mencionado que el riesgo de infiltracion a SNC es frecuente en los
pacientes con leucemia linfoblastica, por lo que se han hecho modelos predictores de
riesgo de infiltracién. En el Instituto Nacional de Cancerologia de México
establecemos el riesgo de infiltracion a SNC en pacientes con leucemia linfoblastica
de acuerdo a como fue realizado en el esquema original del Hiper-CVAD,* y esto es
dependiendo del nivel de DHL al momento del diagndstico o con el indice
proliferativo del LCR (%S+G?M), sin embargo Unicamente contamos con el nivel de
deshidrogenasa lactica en el Instituto. 9 de los 29 pacientes analizados cumplieron
criterios para establecer un alto riesgo de infiltracion a SNC, y el resto quedé como
bajo riesgo. En total fueron 9 pacientes con alto riesgo de infiltracion a SNC por el
nivel de DHL inicial, unicamente 1 (11.1 %) presentd infiltracion durante su evolucion
confirmada por resonancia nuclear magnética de craneo y citolégico de LCR, 3 (33.3

%) presentaron liquidos con pleocitosis, de los cuales 1 se descartdé por resonancia y
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los otros 2 no se solicitd ningun examen complementario; en los otros 5 pacientes
(565.5 %) solo se obtuvo liquidos sin infiltracion por el método de citologia. Los
restantes 20 pacientes quedaron con riesgo bajo de infiltracion a SNC, sin embargo
durante su evolucion se documentd infiltracion en 3 pacientes (15 %), y en 6
pacientes (30 %) fueron reportados liquidos con pleocitosis, de los cuales
unicamente en 1 se obtuvo datos compatibles con infiltracion mediante resonancia
nuclear magnética y los otros 5 no se realizé otro examen complementario. En los 11
pacientes restantes (55 %) con riesgo bajo de infiltracién a SNC nunca se document6
ninguna anormalidad que hiciera sospechar infiltracion. Es de llamar la atencién que
ambos grupos presentaron infiltracion a SNC independientemente del riesgo
establecido inicialmente (11.1% y 15 %), sin embargo son solo 29 pacientes
analizados. Cabe mencionar que el riesgo de infiltraciéon a SNC es independiente al
riesgo de recaida, ambos establecidos al momento del diagndstico.

De los 6 paciente con cromosoma Philadelphia positivo, unicamente 1 (16.6
%) habia recibido tratamiento con Imatinib al momento del analisis de los resultados,
los otros 5 restantes (83.3 %) no se les estaba dando el medicamento por cuestiones
administrativas, ya que el medicamento se obtiene mediante donacién, lo que implica
cumplir con ciertos requisitos. Afortunadamente se logré6 obtener respuesta
citogenética completa en el unico paciente con cromosoma Philadelphia positivo que
recibio Imatinib, sin embargo presentd posteriormente recaida con evolucion clonal y
logré en una segunda ocasion otra respuesta citogenética completa.

A los linfomas linfoblasticos se les establece un riesgo basado en el indice

Prondstico Internacional descrito en el afio 1993, el cual esta basado en la etapa
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clinica (Ann Arbor), desempefio fisico, DHL, invasién a sitios extranodales y edad.
Todos los linfomas linfoblasticos quedaron clasificados con una etapa clinica IV de
Ann Arbor, por lo que se establecio riesgo intermedio bajo, intermedio alto y riesgo
alto en un 40%, 40% y 20% respectivamente. La infiltracion a la médula 6sea se
considera como invasion a sitio extranodal, asi mismo, esta enfermedad es
considerada como un linfoma agresivo, por lo que es inusual encontrar pacientes que
se encuentren en etapas tempranas al momento del diagndstico, lo que pudiera
explicar el motivo de que ninguno de nuestros pacientes cumplié criterio para riesgo
bajo.

8 pacientes ya habian fallecido al momento de realizar el andlisis; la principal
causa de muerte, como es esperada, fue la sepsis en 5 casos (62.5 %), seguida por
neumonia, insuficiencia renal aguda y coagulacién intravascular diseminada con 1
caso cada uno respectivamente. La mediana de supervivencia fue de 56 dias (rango
de 3 a 155 dias) en 7 de los 8 pacientes fallecidos, el otro restante tuvo uno
supervivencia de 742 dias, sin embargo fue incluido en el estudio en su segunda
recaida a médula ésea y fallecio en la induccién con su tercera linea de tratamiento.
El resto de los pacientes vivos al momento del andlisis (21 pacientes) se encuentran
en diferentes fases del tratamiento. Es importante mencionar que 2 pacientes (6.8 %)
tuvieron recaida de su enfermedad y 2 pacientes (6.8 %) persistencia de la misma a
pesar del tratamiento, asi mismo en 3 pacientes (10.3 %) se documenté progresion,
2 a sistema nervioso central y 1 a pleura. En la figura 6 se observa la supervivencia

global de unicamente los 13 pacientes a los que se analizaron los polimorfismos.
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A pesar de que el esquema Hiper-CVAD es considerado como uno de los
esquemas de primera linea en pacientes con diagndstico de leucemial/linfoma
linfoblastico, existen ciertos factores que pueden causar modificacion en cuanto a los
medicamentos que lo componen, como son la positividad al cromosoma Philadelphia
y la expresiéon del CD20 en la superficie de las células, ameritando la adicidon de
Imatinib y Rituximab respectivamente.*” En este caso sélo 26 pacientes (89.6 %)
recibieron tratamiento basado en Hiper-CVAD, de estos, unicamente 1 recibié Hiper-
CVAD-Imatinib por ser cromosoma Philadelphia positivo y otro mas recibié Hiper-
CVAD-Rituximab por presentar positividad al CD20 mediante citometria de flujo. 1
paciente (3.4 %) cumplié criterios para recibir Hiper-CVAD convencional, sin
embargo no se administré porque fallecid antes del inicio del mismo; los otros 2
pacientes (6.8%) no recibieron Hiper-CVAD desde el inicio, 1 recibié esquema 7 mas
3 por tener datos morfolégicos sugestivos de leucemia mieloblastica, y el otro recibid
dosis altas de Metotrexate por tener infiltracion a sistema nervioso central desde el
momento del diagnéstico.

Se compararon las caracteristicas clinicas y demograficas mas significativas
de los 29 pacientes analizados de forma inicial con los 13 en los que se reportaron
los polimorfismos. El diagnéstico fue de leucemia linfoblastica en 84.6 % y linfoma
linfoblastico en 15.3 % de aquellos pacientes analizados finalmente, siendo los
diagndstico similares a los iniciales con 82.7 % y 17.2 % respectivamente; de igual
forma el sexo y la positividad al cromosoma Philadelphia, ya que el 46.1 % fueron del
sexo femenino en los 13 pacientes finalmente analizados y 48.2 % al inicio, asi como

30 % con positividad al cromosoma Philadelphia en los ultimos 13 pacientes y 25 %
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en el inicio. La edad media al momento del diagnéstico también fue similar en ambas
poblaciones, con una media de 35 afios en los pacientes analizados al final y 31
afos en los primeros 29 pacientes incluidos de forma inicial. Por lo que podemos
afirmar que las caracteristicas demograficas y clinicas se mantuvieron similares al
momento de realizar el analisis final de los polimorfismos comparado con los
pacientes incluidos al inicio del trabajo.

Una de las mayores limitantes de este estudio es la presencia de pocos
pacientes analizados, sin embargo el analisis de estos u otros polimorfismos podrian
ayudar en un futuro a mejorar la calidad de vida, respuestas logradas y disminuir
toxicidades en futuras generaciones, incluso utilizarlos como marcadores
pronésticos, ya que recientemente se ha reportado que la expresién de genes, como
el acarreador de folatos humano reducido, esta en relacién al riesgo de recaida.*®

Se planea complementar el analisis de los 29 pacientes incluidos de forma
inicial, asi como incluir nuevos pacientes al protocolo, con la finalidad de ampliar el

tamafo de muestra y sobre todo vigilar la evolucién de los pacientes.
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CONCLUSIONES

La prevalencia de los polimorfismos de nuestra poblacién del Instituto Nacional
de Cancerologia de Meéxico, tanto RFCG804 y MTHFR C677T, son altos en
comparacion a los encontrados en otras poblaciones y similares a las reportadas
previamente en poblacidon mexicana.

La diversidad en la frecuencia de estos polimorfismos podria estar en relacion
a las diferencias étnicas y geograficas, asi como a la evolucion generada por factores
ambientales.

La frecuencia de variaciones de polimorfismos en diferentes poblaciones a
nivel mundial ayuda determinar el indice de resultados obtenidos.

Las caracteristicas clinicas de la poblacion analizada son similares a las
reportadas en la literatura internacional y a las reportadas previamente en nuestro
Instituto.

No contamos con un método confiable para determinar el riesgo real de
infiltracion a SNC al momento del diagndstico en pacientes con leucemia/linfoma
linfoblastico, por lo que se debera de buscar métodos alternos para establecerlo de
una manera eficaz.

Las infecciones son la principal causa de muerte en pacientes con
leucemial/linfoma linfoblastico de nuestro Instituto a pesar de las recomendaciones y
profilaxis antimicrobiana utilizada; probablemente influya en nuestra poblacién otros
factores como nivel cultural, econémico e higiene de cada uno de los pacientes y

familiares.

38



El costo de los medicamentos limita su utilizacion oportuna, en este caso el
Imatinib, ya se sabe del beneficio en la supervivencia y respuesta obtenida cuando
se administra de forma concomitante con la quimioterapia, por lo que habra que
buscar la forma de contar con mayor disponibilidad y accesibilidad del mismo. Asi
mismo, el uso 6ptimo y personalizado de las diferentes opciones de tratamiento, a
través de una evaluacién farmacogenética, permitira optimizar los recursos en este

tipo de pacientes.
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ANEXOS
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IMAGENES

Imagen 1. LAL L1 por FAB.

Se observan células
pequenas con cromatina
homogeénea y escaso
citoplasma.

Imagen 2. LAL L2 por FAB.

Se observan células grandes y
heterogéneas con nucleo irregular
y cantidad de citoplasma variable.

mas del 25%.

Imagen 3. LAL L3 por FAB. Se observan células
grandes y homogéneas, con células vacuoladas en
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Imagen 5. Amplificacion por PCR del gen que codifica para la enzima MTHFR.
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TABLAS

TABLA 1. Signos y sintomas al momento del diagndstico de

leucemia linfoblastica

% reportado

Hemorragia 35-38
Infeccidn 12 - 38
Sintomas B 27 -33
Linfadenopatia

Células B 21 - 46 (adulto), 17 - 60 (nifios)

Células T 67 - 71 (adulto), 79 (nifios)
Hepatomegalia

Células B 13 - 50 (adulto), 3 - 5 (nifios)

Células T 34 (adulto), 41 - 72 (nifios)
Esplenomegalia

Células B 30 - 49 (adulto), 5 - 80 (nifios)

Células T 52 (adulto), 54 - 84 (nifios)
Infiltraciéon a SNC

Células B 5 -9 (adulto), 2 - 5 (nifos)

Células T 9 - 11 (adulto), 8 - 17 (ninos)
Masa mediastinal

Células B 2 - 6 (adultos), 0.2 - 11 (nifios)

Células T 40 - 91 (adultos), 39 - 54 (nifos)

Afeccion a pleura

9 - 40 (adultos), 5 - 7 (nifos)

Afeccion a testiculos

2 - 4 (adultos), 2 (nifos)

SNC: Sistema nervioso central

Tabla 2. Diferencias morfoldgicas entre leucemia aguda mieloide y linfoide

Caracteristica Mieloblasto Linfoblasto
Tamaio Grande Pequefio
Cantidad de citoplasma Moderado Escaso
Cromatina Fina-Granular Condensada
Nucleolo Prominente No prominente
Bastones de Auer Presentes Ausentes
Espejo de mano Ausentes Presentes
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Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes

Variable Numero (N:29) %
Mediana de edad 31(15-64)
Sexo, hombre/mujer 15/14 51.7/48.2
Diagnéstico
Leucemia linfoblastica 24 82.7
Tipo por FAB, L1/L2/L3 0/22/2 0/91.6/8.3
Inmunofenotipo
Desconocido 5 20.8
B comun 14 58.3
Pro-B 3 12.5
B Madura 4.1
T 1 4.1
Riesgo
Estandar/alto 9/15 37.5/62.5
Cromosoma Ph+ 6 25
Linfoma linfoblastico 5 17.3
Ann Arbor IV 5 100
IPI, B/IB/IA/A 0/2/2/1 0/40/40/20
Tratamiento Hiper-CVAD 100
Media de leucocitos (miles/mm?®) 37.7 (0.8-243)
Media de hemoglobina (gr/dL) 8.2 (3.9-16.3)

Media de plaquetas (miles/mm®)

69 000 (2000-527 000)

Media de DHL (UI/L)

841 (111-6437)

Media de acido urico (mg/dL)

6.9 (1.8-12.5)

LAL: Leucemia linfoblastica; FAB: Clasificacién Franco-Estadounidense-Britanica; Ph+: Philadelphia positivo; IPI:

indice prondstico internacional; B: Bajo; IB: Intermedio bajo; IA: Intermedio alto; A: Alto; DHL: Deshidrogenasa

lactica; B-2MCG: Beta 2 microglobulina
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Numero

RFCG804 MTHFR C677T

paciente
1 WT HM
2 WT HT
3 HT HT
4 WT HM
5 HT HT
6 HT HM
7 WT WT
8 HT HT
9 HT HT
10 HT HT
11 WT HT
12 HT HM
13 WT HM

RFCG804: Acarreador de folatos; MTHFR Ce77T: Gen de
Metiltetrahidrofolatoreductasa; WT: Silvestre; HT: Heterécigo; HM: Homacigo.

Tabla 4. Resultados de los polimorfismos analizados.

53



Polimorfismo

Poblacion

evaluada

Frecuencia
(%)

Silvestre: 7.69 %

Dervieux, 2004 RFCG804 Caucasicos Homacigo: 15 % Pacientes
con AR
Trabajo actual, RFCG804 Mexicanos Homécigos: 0 % Pacientes
2010 Heterécigos: 53.8 % con LAL/LL
Silvestre: 46.1 %
Ranganathan, MTHFR C677T Caucasicos Homdcigo: 10 % Pacientes
2006 Heterdcigo: 40 % con AR
Silvestre: 30 %
Hughes, 2006 MTHFR C677T Caucasicos Homocigos: 49 % Pacientes
Heterdcigos: 39 % con AR
Silvestre: 10.1 %
Africanos Homécigos: 1.4 %
Heterdcigos: 19 %
Silvestre: 78 %
Guéant- MTHFR C677T Caucasicos Homocigos: 19.9 % Poblacion
Rodrigez, 2006 Heterdcigos: 47.3 % sana
Silvestre: 32.8 %
Mexicanos Homécigos: 35.7 % Poblacion
Heterdcigos: 58 % sana
Silvestre: 6.3 %
Trabajo actual, MTHFR C677T Mexicanos Homécigos: 38.4 % Pacientes
2010 Heterécigos: 53.8 % con LAL/LL

AR: Artritis reumatoide; LAL/LL: Leucemia/Linfoma Linfoblastico

Tabla 5. Comparacién de la frecuencia de diferentes polimorfismos que intervienen en el
metabolismo del Metotrexate analizados en diferentes poblaciones.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

e TITULO DEL ESTUDIO

Evaluacion de SNPs en los genes involucrados en el transporte y metabolismo de
folatos y la expresiéon del transportador y activador de citosin-arabinésido, como
factor pronéstico de respuesta y supervivencia en pacientes con leucemia

linfoblastica.

e | LA JUSTIFICACION Y EL OBJETIVO DEL ESTUDIO.

Lo/la invitamos a que participe en un estudio de investigaciéon. Los médicos del Instituto
Nacional de Cancerologia estan interesados en estudiar la influencia de algunos genes en la
respuesta y posibilidad de toxicidad secundaria a un grupo de medicamentos (quimioterapia:
Metotrexate, Citarabina), que son requeridos para el tratamiento de pacientes con
diagnéstico de leucemia aguda linfoblastica. El objetivo de este estudio es determinar la
frecuencia de estas alteraciones genéticas (polimorfismos) que pudieran influir en la

respuesta a su tratamiento.

En este estudio no se administraran medicamentos en experimentacion. Usted recibira el
tratamiento indicado por su médico. Usted y su familia deben hacer todas las preguntas que
deseen antes de que usted decida participar en este estudio. Asegurese de obtener toda la

informacién que necesita antes de tomar la decision.

e Il. LOS PROCEDIMIENTOS MEDICOS QUE SE REALIZARAN AL SUJETO
DURANTE EL ESTUDIO, ESPECIALMENTE LOS INVASORES.

En este estudio se le realizara una puncidon venosa, para obtener una muestra de

aproximadamente 15 ml (3 cucharaditas), a partir de la cual se obtendra DNA (material

genético) para evaluar las posibles variaciones que pudieran influir en la respuesta a la

quimioterapia que su médico le indique. Posteriormente, el grupo de investigadores

tendremos acceso a su expediente clinico, para registrar la respuesta al tratamiento y los

efectos secundarios y grado de los mismos que presente.
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El material genético sera utilizado exclusivamente para fines de esta investigacién. En caso
de que futuras investigaciones requieran del uso de esta muestra, se le informara y
solamente podra utilizarse si usted acepta participar vy firmar un nuevo consentimiento

informado.

.POR QUE SE ME SELECCIONO?

Se le invita a participar porque usted recibira un tratamiento que incluye dos medicamentos
que se llaman Metotrexate y Citarabina, ambos necesarios para el tratamiento de su

enfermedad.

¢EN QUE CONSISTIRA MI PARTICIPACION EN EL ESTUDIO?
Si usted acepta participar se le realizara una puncién venosa para obtener una muestra de
15 ml a partir de la cual se obtendra DNA (material genético) para evaluar las posibles

variaciones que influyen en la respuesta y desarrollo de toxicidad por tiopurinas.
e LAS RESPONSABILIDADES DEL SUJETO.

Al aceptar participar en este estudio, se le solicita atentamente asistir a sus consultas en las
fechas que le indique su médico, para poder evaluar la respuesta al tratamiento. También le
pedimos informar a su hematologo tratante de cualquier malestar que presente durante su
tratamiento. Si usted se muda o no regresa a la clinica, podran tratar de llamarlo(la) para dar

con usted y averiguar cdmo se encuentra.

e lll. LOS BENEFICIOS ESPERABLES, Y UNA MENCION CATEGORICA DE QUE
NO SE ESPERAN BENEFICIOS CLINICOS PARA EL SUJETO, CUANDO SEA EL
CASO.

Este estudio pretende evaluar variaciones (polimorfismos) en su material genético, que
permitiran en un futuro probablemente seleccionar a los pacientes con mayor respuesta al

tratamiento que va a recibir.
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e IV. GASTOS ADICIONALES, COMPENSACIONES Y PAGO POR LESIONES
RELACIONADAS CON EL ESTUDIO.
A usted no se le cobrara ningun costo por la toma de muestra y procesamiento de la misma.

No recibira ninguna remuneracion por su participacién, ni pago por indemnizaciones.

El tratamiento que el médico indique para su enfermedad, estara a su cargo. Esta
investigacion no pagara por su tratamiento o otros estudios de laboratorio que requiera para

su atencion.

e V. QUE EL CONSENTIMIENTO IMPLICA PERMITIR EL ACCESO A SU
EXPEDIENTE MEDICO A TERCEROS, CON UNA INDICACION DE LOS MISMOS
(QUE DEBERA INCLUIR AL COMITE). QUE TAL ACCESO SE REALIZARA CON
RESPETO A SU PRIVACIDAD, Y QUE NO SE PUBLICARA SU IDENTIDAD, EN
TANTO EN CUANTO LO PERMITA LA LEY.
La informacidn reunida para el estudio sera confidencial. El grupo de investigadores tendra
acceso a su expediente clinico y los resultados seran capturados en una base de datos,
donde usted no podra ser identificado.
Podremos publicar los resultados del estudio o presentarlos en reuniones profesionales, pero
su nombre no se divulgara, ni se mencionara en ningun informe o publicacion. No es posible
que terceras personas, amigos, o allegados suyos sepan de su enfermedad y conozcan
otras cosas Unicas acerca de su edad, sexo o enfermedad que pudieran identificarlo a usted

en una publicacion.

e VI. QUE RECIBIRA OPORTUNAMENTE CUALQUIER INFORMACION NUEVA QUE
PUDIERA AFECTAR A SU DESEO DE PERMANECER EN EL ESTUDIO.
Una vez obtenido el resultado de esta prueba en sangre, tanto usted, como su médico

tratante seran informados del resultado.

e VII. LAS PERSONAS A CONTACTAR EN CASO DE TENER PREGUNTAS SOBRE

EL ESTUDIO, CON SU NOMBRE COMPLETO Y TELEFONO DE CONTACTO.
Cualquier pregunta que usted pueda tener acerca de cualquier aspecto del estudio, ahora o
en cualquier momento en el futuro. Le alentamos a que obtenga respuestas a todas sus
preguntas comunicandose con la Dra. Myrna Gloria Candelaria Hernandez, al 56-28-04-79,

investigadora principal.
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Es posible que quiera que un amigo o familiar lea el formulario y hable con el médico del
estudio junto con usted. Usted puede también hablar con su médico personal acerca de lo

que debe hacer. Hablar de las cosas puede ayudarle a tomar la decision correcta.

e VIIl. LAS PERSONAS (Y SUS TELEFONOS) A CONTACTAR EN CASO DE TENER
PREGUNTAS ACERCA DE SUS DERECHOS COMO PARTICIPANTE EN EL
ESTUDIO, O EN CASO DE CREER QUE HA SUFRIDO UNA LESION COMO
RESULTADO DE SU PARTICIPACION. ESTAS PERSONAS SERAN MIEMBROS
DEL COMITE Y SU IDENTIDAD SE COMUNICARA A LA COMUNIDAD DE
INVESTIGADORES PARA QUE PUEDAN TENERLO EN CUENTA A LA HORA DE
REDACTAR LOS CONSENTIMIENTOS.

Para informacién acerca de los derechos de los sujetos de investigacidn, usted puede

comunicarse con el Secretario Técnico del Comité de Etica, Dra. Mary Cruz Pérez Amador,
al teléfono 56.28-04-00, extension 338.

e IX. LA DURACION ESPERADA DE LA PARTICIPACION DE CADA SUJETO.

Si usted decide participar, se revisara su expediente durante 12 meses para conocer el

estado de su enfermedad.

e X. EL NUMERO DE SUJETOS A INCLUIR EN TODO EL ESTUDIO Y EN EL
CENTRO DEL INVESTIGADOR.

Se incluiran aproximadamente 30-35 pacientes en esta Institucion.

e XI.UNA MENCJC')N EXPLICITA Y BIEN DIFERENCIADA QUE INDIQUE QUE LA

PARTICIPACION ES TOTALMENTE VOLUNTARIA Y QUE EL SUJETO PUEDE:
Su participacion es completamente voluntaria. Usted puede optar por no participar, y puede
retirar su consentimiento en cualquier momento. Es decir, si una vez tomada la muestra de
sangre usted decide que no se analice, ésta no se procesara. Su decision acerca de la
participacion no afectara a la atencion que recibe en el hospital, ahora o en el futuro. Sin
embargo, aun si usted se retira del estudio, los médicos del estudio agradecerian poder
examinar sus registros médicos en el futuro para ver como le ha ido a usted, pero usted
puede también negarse a que se haga ésto. Si usted cambia de parecer, se le atendera igual

que a cualquier paciente.

Le agradecemos su consideracion. Si esta dispuesto(a) a participar en esta investigacion,

por favor, firme a continuacion.
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Autorizacion:

Yo, , he leido todo lo antes mencionado, se

me han contestado mis preguntas y, por voluntad propia, doy mi consentimiento a participar
en este estudio de investigacion, en el entendido de que el mismo incluye un examen por el
personal de investigacion de mis registros médicos para anotar mi diagndstico definitivo y
resultado del tratamiento. Este consentimiento seguira en vigor hasta la recopilacion
completa de los datos del estudio, a menos que yo retire mi consentimiento. Mi firma a

continuacion indica que he recibido una copia de este formulario de consentimiento.

Nombre y (Firma del Participante) (Fecha)

Direccion Teléfono
INVESTIGADOR:
Nombre y firma de la persona que obtiene el consentimiento (Fecha)
TESTIGOS

Nombre y (Firma del testigo 1) (Fecha)
Direccion Teléfono

Nombre y (Firma del testigo 2) (Fecha)
Direccion Teléfono
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