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INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia mas frecuente en la
infancia, representa aproximadamente 30% de todos los casos de cancer pediatrico,
y el 75% de las leucemias en pediatria, con un pico de incidencia entre los 2 a 5
afos. La etiologia es incierta, sin embargo se describen factores predisponentes
entre ellos genéticos, virales y ambientales. Las manifestaciones clinicas suelen ser
la consecuencia de la ocupacion de la médula ésea por blastos. El diagndstico debe
ser morfoldgico, citogenético y por biologia molecular.

Los avances en el estudio y tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda en
nifos se citan usualmente como un paradigma del éxito en la actualidad. En general
las tasas de curacion en pacientes pediatricos con LLA han mejorado de cero en los
afos de 1940 hasta 75 a 85% actualmente. (19) Este éxito ha sido posible en gran
medida debido al empleo de una terapia basada en el riesgo de falla al tratamiento.
Esto permite que los pacientes con factores de buen prondstico reciban un
tratamiento menos intenso y se eviten complicaciones por toxicidad. Al contrario, los
pacientes con factores adversos requieren de un tratamiento mas intenso que puede
aumentar su probabilidad de curacion.

La ultima década se ha caracterizado por un progreso minimo en las tasas
de supervivencia, por ello el conocimiento de la patogénesis de la LLA y las bases
de resistencia a la quimioterapia seran elementos que permitan ofrecer una terapia
mas individualizada y asi continuar incrementando las tasas de supervivencia. (7)

La investigacion ha permitido el desarrollo de agentes quimioterapéuticos
activos, ha incrementado nuestro conocimiento de cémo dosificar y combinar estos
farmacos con mayor efectividad y también ha mejorado el manejo de soporte en
estos pacientes. El progreso en este campo esta vinculado con la identificacion de
blancos moleculares y anormalidades genéticas en las células de leucemia asi
como un mejor entendimiento de las diferencias individuales en farmacogenética de
los agentes antineoplasicos. (17)

Un objetivo a corto plazo es personalizar el tratamiento de la LLA, con el
objetivo de ofrecer terapias dirigidas a las caracteristicas individuales que mejoren
la eficacia y disminuyan la toxicidad. (17)



Actualmente se ha integrado de forma rutinaria al tratamiento de la LLA el
analisis de algunos polimorfismos que permiten identificar anticipadamente el riesgo
de toxicidad al tratamiento o falla terapéutica. El analisis de los polimorfismos
permite conocer caracteristicas individuales de los pacientes que les confieren
mayor susceptibilidad a los farmacos y mayor riesgo de toxicidad.

Dentro de los farmacos principales en el tratamiento de la LLA se encuentra
el metotrexato. La MTHFR es una enzima clave del metabolismo del MTX y sus
polimorfismos pueden modificar el efecto terapéutico del farmaco.

MARCO TEORICO

Epidemiologia

La LLA es la neoplasia mas frecuente en nifios. Representa un cuarto de las
neoplasias en nifos y corresponde al 72% de todos los casos de leucemia en nifios.
Tiene una incidencia de 3 a 4 casos por 100 000 nifios en Estados Unidos. El pico
de incidencia ocurre entre los 2 y 5 afios de edad. La incidencia de LLA en poblacién
hispana en Estados Unidos es discretamente mayor que en nifios caucasicos y
datos similares demuestran que cuentan con factores de mal prondstico. La
poblacién hispana tiene menor porcentaje de casos que demuestren caracteristicas
de riesgo bajo ademas de contar con diferencias farmacogenéticas que disminuyen
la eficacia de algunos de los farmacos utilizados mas frecuentemente. (17)

Cuadro Clinico

Las principales manifestaciones corresponden a Sindrome anémico, la
manifestacion clinica mas evidente es la palidez, astenia, adinamia, taquicardia.
Sindrome hemorragico, manifestado por petequias, purpura y hemorragia.
Sindrome febril, disminucion del numero de neutréfilos y mayor riesgo de procesos
infecciosos. También se infiltran 6rganos extramedulares como linfadenopatias y
hepatoesplenomegalia.



Diagnéstico

Los principales hallazgos de laboratorio son anemia arregenerativa
normocitica normocrémica, trombocitopenia, leucocitosis o leucopenia, linfocitosis.
Incremento del acido urico y DHL.

El diagndstico de la LLA se sospecha con la clinica y se orienta con la
citologia hematica; sin embargo el diagndstico definitivo es histopatolégico y debe
realizarse con aspirado de médula ésea. El diagndstico se establece si se encuentra
un porcentaje >25% de blastos linfoides.

Clasificacion del Riesgo

Debe llevarse a cabo una evaluacion minuciosa del riesgo de recaida en el
momento del diagndstico, de manera que los pacientes no sean sobretratados o
subtratados. La edad, el recuento de leucocitos, el Inmunofenotipo y el genotipo de
las células leucémicas y la respuesta temprana al tratamiento de ventana esteroides
son utilizados para la clasificacién del riesgo. (20)

Riesgo habitual Alto Riesgo Muy alto riesgo
Edad >j afoy <10 <jaﬁoy>10 <1aﬁoy>10
afos anos afnos
Cuenta leucocitaria < 50 mil > 50 mil > 50 mil
T, bifenotipia T, bifenotipia,
Inmunofenotipo Pre B coexpresion coexpresion
mieloide mieloide
Translocaciones t(12;21) t(1;19), t(4;11) t(9;22)
Respuesta a la
ventana de < 1000 blastos > 1000 blastos > 1000 blastos
esteroides

Citorreduccioén MO en M1 dia 14 MO en M2 dia14 MO en M3 dia 28



Tratamiento

El tratamiento se divide en fases con objetivos precisos. Induccion a la
remision. Es la fase inicial del tratamiento que tiene como objetivo reducir 100 a
1000 veces (2 a 3 logaritmos) la carga leucémica, eliminando en la medida de lo
posible las células con resistencia primaria. La remision se ve reflejada en la
desaparicion clinica de la enfermedad detectable, en la recuperacion hematoldgica,
en la disminucion de los blastos en médula ésea a menos de 5%, ausencia de
blastos en LCR y un nivel de enfermedad minima residual detectable por PCR o
citometria de flujo menor a 10-°. Lo anterior puede lograrse en 98% de los casos
mediante una combinacién de cuatro a seis medicamentos en un programa
intensivo, durante las primera cuatro a seis semanas e incluye el uso de
quimioterapia intratecal. La primera semana incluye una ventana terapéutica con un
esteroides que sirve para evaluar la respuesta al medicamento como factor
pronostico y reducir las complicaciones metabdlicas relacionadas con la carga
leucémica que se presentan al iniciar la quimioterapia. (20)

Consolidacion. Uno de sus principales objetivos es intensificar de manera
temprana el tratamiento a sitios santuarios (principalmente sistema nervioso central
y testiculos) administrando altas dosis de antimetabolitos con intervalos de una a
dos semanas por tres a cuatro dosis. En pacientes de riesgo habitual se utilizan
dosis de 2.5gm2dia y en pacientes de alto riesgo 5gm2dia. (20)

Mantenimiento. El objetivo de esta fase es eliminar la enfermedad residual
que persiste al final de la induccién y erradicar la clona leucémica. Esta fase debe
contemplar el uso de tratamiento presintomatico al sistema nervioso central (SNC),
fase de reinducciéon y el esquema de continuacion. El tratamiento preseintomatico
al SNC tiene como objetivo reducir el numero de recaidas a este sitio utilizando
diferentes estrategias que incluyen la administracion de triple quimioterapia
intratecal asi como altas dosis de metotrexato. (20)

El MTX es un agente quimioterapéutico que interrumpe el ciclo del acido
félico, este actua inhibiendo dos enzimas. Principalmente como analogo de folatos,
el MTX es un potente inhibidor competitivo de la dihidrofolato reductasa. Esta
enzima es responsable de convertir los folatos a tetrahidrofolatos, su forma activa,
que son sustrato de la timidilato sintasa (TS). Después de esto, las formas
poliglutamato del MTX inhiben directamente la TS. Posterior al tratamiento con MTX,
las células no son capaces de sintetizar purinas y timidilato “de novo”. Como
resultado, se inhibe la sintesis de DNA. (15)



Las altas dosis de metotrexato (ADMTX) es parte fundamental del
tratamiento en pacientes con LLA. El objetivo es alcanzar concentraciones
citotoxicas en sitios santuario y eliminar clonas resistentes. Sin embargo, el MTX
estd asociado a toxicidad, incluyendo mucositis, mielosupresion, toxicidad
gastrointestinal, toxicidad hepatica, toxicidad hematoldgica y falla renal que puede
resultar en la interrupcion del tratamiento y subsecuentemente incrementar el riesgo
de recaida. (1)

Los efectos toxicos del MTX principalmente son mielosupresion y mucositis.
La incidencia de estos efectos téxicos dependen de la dosis, esquema y via de
administracion. La mucositis aparece entre el dia 3 a 7 posterior a la administracion
del farmaco y precede a la disminucién de leucocitos o plaquetas. Ambas
condiciones revierten dentro de dos semanas, a menos que la eliminacion del
farmaco se vea comprometida. Las ADMTX generalmente causan una breve
elevacion de enzimas hepaticas pero esta es rapidamente reversible, rara vez
ocasiona dafio a largo plazo. Usualmente las enzimas hepaticas regresan a la
normalidad posterior a 10 dias. (18)

Para sistematizar el analisis de la toxicidad derivada de la administracién de
quimioterapia es muy util su clasificacion por 6rganos y sistemas, asi como su
gradacion segun la afeccion. La clasificacion mas empleada es la de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), esta divide las toxicidades en cada aparato segun las
diferentes manifestaciones clinicas que pueden presentarse. La gradacion de los
signos se refleja desde 0 (ausencia de toxicidad) hasta 4 (maxima toxicidad
registrada). Tabla 1 (19)

En vista de la importancia del tratamiento con MTX en pacientes pediatricos
con LLA particularmente durante la fase de consolidacion y mantenimiento;
identificar parametros asociados a la sensibilidad y resistencia al MTX tiene
relevancia directa con el tratamiento de los pacientes. Parametros farmacolégicos y
biolégicos que se correlacionan con la sensibilidad y resistencia al MTX en el
tratamiento de la LLA incluyen: alteracién intracelular del transporte del MTX,
generacion de cadenas largas de MTX poliglutamato catalizado por la enzima
folipoliglutamato sintetasa (FPGS), niveles de dihidrofolato reductasa (DHFR) el
blanco primario del MTX. (8)



Tabla 1. GRADOS DE TOXICIDAD (OMS)

GR'SDO GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3 GRADO 4
HEMATOLOGICA
Hemoglobina NL 10-NL 8-10 6.5-7.9 <6.5
Leucocitos 4000 3000-3900 2000-2900 1000-1900 <1000
Neutréfilos Totales  >2000 1500-1900 1000-1400 500-900 <500
Plaquetas NL 75000-NL 50000-74900 25000- <25000
49900
Linfocitos >2000 1500-1900 1000-1400 500-900 <500
HEPATICA
Bilirrubinas No - <15 1.5-3 >3 de NL
Transaminasas No 2.5-NL 2.6-5.0 5.1-20 >20 de NL
Fosfatasa Alcalina No 2.5-NL 2.6-5.0 5.1-20 >20 de NL
GASTROINTESTINAL
Eritema Ulceras, solo iill:;:;e
Estomatitis No Eritema doloroso, no tolera
. L parenteral o
tolera solidos liquidos
enteral
Disminucion Casi no
Nauseas No Come . L No come
de la ingesta ingiere VO
Vémito No 1 c/24h 2-5 c/24h 6-10 c/24h >10 en 24h
Diarrea ) No 23 46, colico D >10.
(evacuaciones/dia) incontinencia = hematoquezia
RENAL
Cr NL <1.5NL 1.5-3.0 3.1-6.0 >6.0
Proteinuria Negativo < 01. ;97 dl 2-1304-935- 4+ 0 >10gdL Sx nefrotico
Hematuria Negativo = Microscopico = Macroscoépico Coagulos Requiere

transfusion

Las variaciones genéticas de las enzimas involucradas en el metabolismo de
la quimioterapia en los pacientes con cancer pueden jugar un papel importante en
determinar la recaida y el riesgo de toxicidad. Estudios clinicos e in-vitro indican que
polimorfismos comunes en genes que codifican para enzimas involucradas en el
metabolismo de los folatos afectan la sensibilidad a la quimioterapia principalmente
farmacos como el MTX. (14)

Se han descrito polimorfismos de genes relacionados con el metabolismo del
farmaco, que pueden influir en la toxicidad individual al MTX, éstos incluyen la
metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR).



El gen de MTHFR, contiene 11 exones y 10 intrones, esta localizado en el
brazo corto del cromosoma 1 (1p36.3). Dos polimorfismos en este gen, C677T y
A1298C contribuyen a reducir la actividad de la enzima y alteraciones en el
metabolismo de los folatos. (4-5)

La MTHFR es una enzima critica para la homeostasis y metabolismo
intracelular. Cataliza la reduccion de 5,10-metilenetetrahidrofolato a 5-
metiltetrahidrofolato, que es la forma circulante predominante del folato y el donador
primario de carbono para la re-metilacion de la homocisteina a metionina. La
disminucién de la actividad de la MTHFR puede disminuir la reserva de folato y
permitir la alteracién en la toxicidad del MTX como mielosupresion, mucositis, falla
renal y toxicidad del SNC. (6)

Hay dos polimorfismos bien descritos en los genes de MTHFR. El primero es
la transicién de C por T en el nucleétido 677 el cual resulta en el remplazo de alanina
por valina en el codon 222, causando disminucidén en la actividad enzimatica y
subsecuentemente un incremento en homocisteina y una distribucion alterada del
folato; el segundo es la transicion de A por C en la posicidon 1298, lo cual causa la
sustitucidn del glutamato con alanina en el codén 429, lo que también reduce la
actividad de MTHFR. (1)

El polimorfismo C677T de la MTHFR resulta en disminucion de la actividad.
El genotipo homocigoto variante TT, se asocia con cerca del 30% de la actividad de
la enzima comparada con el tipo silvestre (CC) y esta presente en 10 a 12% de la
poblacién blanca y asiatica. Los heterocigotos (CT) (cerca del 60% de actividad
enzimatica) constituyen aproximadamente el 40% de la poblacion. Se han
observado variaciones en leucemia linfoblastica aguda, neoplasias colorrectales,
defectos del tubo neural y enfermedades cardiovasculares. (12)

Se ha demostrado que el polimorfismo C677T de la MTHFR se ha asociado
a un incremento en el riesgo de toxicidad inducida por MTX, principalmente toxicidad
hepatica, mielosupresidén, mucositis y toxicidad gastrointestinal. Se ha observado
una asociacion significativa entre el polimorfismo C677T y toxicidad hepatica en
pacientes africanos y caucasicos, pero no en asiaticos. Sin embargo, se ha
encontrado una asociacion significativa para mucositis en pacientes africanos vy
asiaticos pero no en caucasicos. (1)



En la poblacion del norte de Europa la incidencia varia entre 10 y 40% para
individuos homocigotos y heterocigotos, respectivamente. Individuos homocigotos
y heterocigotos para esta variante tienen un 30 y 60% de la actividad normal de
MTHFR, respectivamente. Esta mutacion predispone al individuo a efectos
adversos a farmacos con efecto antifolato como el MTX, incluso a dosis bajas. (6)

ANTECEDENTES

La MTHFR C677T es una variante termolabil de la enzima, que fue
descubierta por Kang en 1988 y que se distingue por su baja actividad especifica y
por su sensibilidad al calor. Se sugiri6 que esta variante era heredada de forma
autosodmica recesiva y que estaba presente en el 5% de la poblacién general. Fue
Frosst, en 1995, el que identificd la sustitucion de C por T en el nucleétido 677 como
responsable de la MTHFR termolabil. (11)

Chiusolo y cols estudiaron la incidencia del polimorfismo C677T en poblacion
italiana, se determiné que esta presente en 18-20% en individuos homocigotos y
40% en heterocigotos, lo cual es mayor comparado con la poblaciéon caucasica del
norte de Europa; donde la incidencia es del 10% en individuos homocigotos. (2)

Cornelia Ulrich y cols estudiaron si el polimorfismo C677T MTHFR modifica
la respuesta al metotrexato en pacientes sometidos a trasplante de médula ésea.
Las medidas para evaluar la toxicidad por MTX incluyeron mucositis oral, velocidad
del injerto (plaquetas y cuenta de granulocitos) y bilirrubinas. Pacientes con menor
actividad de la MTHFR (genotipo TT) tiene 36% mayor riesgo de mucositis oral
durante los dias 1 a 18 y 20% mayor riesgo de mucositis entre los dias 6 a 12. La
cuenta plaquetaria se recuperé mas lentamente en pacientes con genotipo TT
comparado con el genotipo silvestre. Los pacientes con disminucion en la actividad
de la MTHFR tienen mayor riesgo de toxicidad por MTX. Debido a la mayor
prevalencia del genotipo TT, los resultados podrian tener implicaciones en la
dosificaciéon del MTX. (12)

Hagleitner y cols evaluaron el papel del polimorfismo de la MTHFR C677T en
hepatotoxicidad inducida por ADMTX, analizaron una cohorte de pacientes
holandeses tratados con ADMTX. Los pacientes con polimorfismo C677T mostraron
una mayor tendencia, pero no estadisticamente significativo, para desarrollar
hepatotoxicidad. (13)



Tantawy y cols investigaron si genotipos especificos de MTHFR estan
asociados a toxicidad y sobrevida en una cohorte de 40 pacientes con diagnostico
de LLA de riesgo estandar e intermedio en tratamiento con el protocolo BFM
modificado. Se observé que la variante MTHFR 677 genotipo TT se asocia con un
mayor riesgo de presentar, durante el tratamiento con antimetabolitos, efectos
adversos como diarrea y mucositis comparado con los genotipos CT y CC. Ademas,
en este estudio estos pacientes tienen mayor frecuencia de toxicidad hepatica,
mayor incidencia de neutropenia y mayor tiempo de recuperacion en la cuenta de
neutrofilos y plaquetas en comparacion con los genotipos CT y CC. La frecuencia
de recaida a 5 afios en pacientes con genotipo TT fue de 56.3% comparado con
18.2% y 0% en los genotipos CT y CC respectivamente. (14)

Taub y cols demostraron que los pacientes pediatricos con LLA homocigotos
para MTHFR 677 genotipo TT muestran mayor sensibilidad, comparados con
pacientes con el genotipo silvestre CC o heterocigotos CT. Imanishi y cols
describieron mayores concentraciones de MTX a la hora 48 posterior a su infusion
en nifos con LLA con genotipo TT de MTHFR 677, lo que sugiere que el
polimorfismo MTHFR 677 genotipo TT se asocia a una eliminacion menor y mayor
toxicidad del MTX. (14)

Araoz y cols evaluaron en poblacion argentina la influencia de variantes
genéticas de MTHFR, TMPT y GSTs en pacientes con respuesta al tratamiento para
LLA, en términos de toxicidad y eficacia. Sin importar la variante genética de MTHFR
y la toxicidad relacionada al farmaco, se encontré6 que los nifios que reciben
2gm2dia de MTX y con un alelo variante en la MTHFR muestran un riesgo
significativamente mayor para desarrollar leucopenia y neutropenia grave durante
la fase de consolidacién. Al contrario, la variante en el alelo C677T no se observo
que modulara la presencia de efectos adversos en pacientes que recibieron
5gm2dia de MTX. Probablemente la variante C677T en la MTHFR tiene una baja
penetrancia, y sus efectos solo pueden observarse en dosis menores (2gmz2dia). En
dosis mayores (5gm2dia) puede ser que otros factores, como dosis acumulada de
MTX, estado nutricional del paciente y funcidén hepatica entre otros factores, tienen
mayor asociacion con la presencia de toxicidad grave. (16)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, el cancer en nifios paso del decimotercer lugar como causa de
muerte en 1971, al segundo lugar entre la poblacion de 1 a 14 afios a partir del afio
2000. (9). La LLA es el principal tipo de cancer a partir del segundo afio de vida, y
esto se mantiene hasta la adolescencia. La LLA tiene un impacto importante sobre
la mortalidad en niflos mexicanos, ya que ocupa el primer lugar entre todos los
padecimientos oncoldgicos. (10)

El progreso en el tratamiento de pacientes con diagnostico de leucemia
linfoblastica aguda esta vinculado con la identificacién de blancos moleculares y
anormalidades genéticas asi como un mejor entendimiento de las diferencias
individuales en farmacogenética de los agentes antineoplasicos.

Existen publicaciones donde se demuestra que la respuesta al tratamiento
en nifos con leucemia linfoblastica aguda es diferente entre la poblacion hispana y
la norteamericana aun utilizando el mismo protocolo de quimioterapia. Por este
motivo es importante conocer datos estadisticos de polimorfismos genéticos en
poblacion mexicana que podrian estar implicados en la alteracion del metabolismo
de farmacos esenciales para el tratamiento.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la asociacion entre el polimorfismo C677T y el grado de toxicidad
secundaria al uso de altas dosis de metotrexato que presentan los pacientes
pediatricos con diagnostico de leucemia linfoblastica aguda?



JUSTIFICACION

Hasta el momento no se han reportado estudios de polimorfismos del gen de
la MTHFR en poblacion mexicana. La identificacién de dicho polimorfismo en
nuestra poblacién y su correlacion con el grado de toxicidad nos permitira identificar
el papel pronéstico que esta variante pueda tener en el desarrollo de efectos
adversos a ADMTX como toxicidad hepatica, mielosupresion, mucositis y toxicidad
gastrointestinal.

Ademas que nos permitira establecer la frecuencia de este polimorfismo en
la poblacién estudiada. Esto con la finalidad de establecer si la presencia de este
polimorfismo es un factor prondstico que nos pueda servir para establecer medidas
preventivas durante el tratamiento con ADMTX y a su vez impactar directamente en
la morbilidad asociada al tratamiento en estos pacientes, los tiempos de estancia
hospitalaria por complicaciones y el riesgo de recaida por retraso en el tratamiento.

OBJETIVOS

. Determinar la frecuencia del polimorfismo C677T en una cohorte
pacientes con leucemia linfoblastica aguda.
. Evaluar la asociacion entre el polimorfismo C677T y el grado de toxicidad

secundaria al uso de altas dosis de metotrexato.

HIPOTESIS

Se espera que los pacientes que presenten genotipo homocigoto variante de
la MTHFR desarrollen mayor toxicidad posterior a la administracion de ADMTX.



MATERIAL Y METODOS

Diseno del estudio: Estudio de cohorte prospectiva.

CRITERIOS DE SELECCION:

. Pacientes pediatricos de 1 mes a 18 afios del Hospital Infantil de México
Federico Gomez con diagnéstico documentado de leucemia linfoblastica
aguda por aspirado de médula 6sea en tratamiento con protocolo HIM
2003. (Anexo 1).

CRITERIOS DE EXCLUSION:

. Pacientes en periodo neonatal.
. Pacientes que provengan de otra institucion con tratamiento previo o con
recaida.

CRITERIOS DE ELIMINACION:
. Cambio de Unidad hospitalaria.

Poblacion de estudio: este estudio incluyo cien pacientes con diagnostico de
Leucemia Linfoblastica Aguda diagnosticados y tratados en el Hospital Infantil de

México Federico Gomez. Tratados durante el periodo de Enero a Abril de 2016.

Recoleccion de datos. Los datos seran capturados en hoja de calculo de Excel,
donde se incluyeron las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes, datos de
laboratorio, dosis administrada de MTX, toxicidad relacionada al tratamiento y la

presencia del polimorfismo.

Obtencidn de las muestras: Las muestras de sangre periférica seran obtenidas
por puncion venosa como parte de las pruebas requeridas para el seguimiento de
los pacientes, teniendo la precaucion de hacerlo antes de que el paciente haya sido
transfundido o de que hayan pasado al menos 3 meses desde la ultima transfusion.

No se realizara una puncion exclusivamente para el protocolo.



Analisis del polimorfismo genético de C677T del gen MTHFR. Extraccion de
ADN: EI ADN se obtuvo por el método de columna de acuerdo a las instrucciones
de la casa comercial (Qiagen, QlAamp DNA blood, midi kit). En resumen, las células
se lisaron incubandolas con solucién de lisis, el producto de la lisis se incubo con
proteinasa K (200ug/uL). Posteriormente se adiciono etanol absoluto volumen a
volumen, se homogeneizo y se paso a través de la columna, se realizaron dos
lavados con las soluciones “AW1” y “AW2”. Finalmente se colocé la solucién de
elusiéon en la columna y por centrifugacion se obtuvo el DNA el cual se almaceno a

-20°C hasta ser utilizado para la genotipificacion.

Genotipificacion del SNP C677T del gen MTHFR. La identificacion del
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) C677T se realizé mediante la metodologia
de PCR-RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism). EI DNA
gendmico se amplifico con los oligonucleétidos especificos para el gen MTHFR,
sentido 5’TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA3’ y antisentido 5AGG ACG GTG
CGG TGA GAG TG3’, dNTP’s, regulador 1X (20 mM Tris-HCI, 2 mM MgSO4) y Taq
ADN polimerasa obteniendo un producto de PCR de 198 pb. Después de la
amplificacion se realiz6 una restriccion enzimatica del producto de PCR mediante la
endonucleasa de restriccion Hinf1, obteniendo un fragmento de 198 pb para el
genotipo CC (homocigoto silvestre), dos fragmentos uno de 198 pb y 175 pb para el
genotipo CT (Heterocigoto y un fragmento de 175 pb para el genotipo TT
(Homocigoto variante). El producto de PCR y los fragmentos de restriccion fueron

visualizados y separados en un gel agarosa al 2% tefido con Bromuro de Etidio.

La toxicidad sera evaluada con base en los criterios de toxicidad de la OMS
segun los hallazgos clinicos y de laboratorio. Sera clasificada en hematoldgica,

hepatica, gastrointestinal y renal.

Se determinara la frecuencia del polimorfismo en la cohorte de pacientes y se
realizara un seguimiento clinico y por laboratorio estrecho de la evolucién del
paciente en busqueda de datos de toxicidad secundaria al uso de ADMTX y su

asociacion con la presencia del polimorfismo C677T.



CONSIDERACIONES ETICAS

Las muestras de los pacientes se obtuvieron bajo consentimiento informado
de los padres o tutor y bajo asentimiento informado del menor en caso de edad
mayor o igual a 7 afos.

PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Realizaremos un analisis de estadistica descriptiva analizando frecuencias,
porcentajes, medias, medianas y rangos de las variables utilizadas.

DESCRIPCION DE VARIABLES

Toxicidad: variable independiente dicotomica, definida como la presencia de
toxicidad grave (grado 3 o 4 de acuerdo a los criterios de la OMS) y toxiciada leve
1, 2 y ausente 0 o como ausencia de toxicidad (grados 0, 1y 2 de la OMS)

Polimorfismo Genético: variable independiente dicotomica, definido como
variacién en la secuencia de alelos de un gen entre individuos de una poblacién. Se
consideraron los siguientes polimorfismos.

» Homocigoto silvestre (677CC), fragmento de 198 pares de bases.

» Hetorocigoto (677 CT), formado por dos fragmentos de pares de bases
198 y 175.

» Homocigoto variante (677 TT), formado por dos fragmentos de pares
de base 175y 23.



RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes

Durante el periodo de Enero a Abril 2016, ingresaron a hospitalizacion un
total de 100 pacientes con diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda para
tratamiento con ADMTX de los cuales se obtuvo muestra sanguinea para
determinacion de polimorfismo.

De la muestra total, 24 pacientes se consideraron en el grupo de riesgo
habitual y 76 de alto riesgo.

En cuanto al grupo de riesgo habitual se observé predominio del sexo
femenino con un total de 17 pacientes representando el 70% respecto del sexo
masculino con un total de 7 pacientes que corresponde al 30%.

En cuanto a edad al diagnéstico, el promedio fue de 4.6 afios con mediana
de 5 anos (rango de 2 a 8 afos). En este grupo el 100% de los pacientes
correspondio a Inmunofenotipo pre B.

En el grupo de alto riesgo se observo predominio del sexo masculino con un
total de 39 pacientes representando el 51% respecto del sexo femenino con un total
de 37 pacientes que corresponde al 49%.

La edad promedio al diagndstico fue de 8.2 afios con una mediana de 10
afnos (rango de 10 meses a 16 afos). En este grupo de pacientes el 84% de los
pacientes presentaron Inmunofenotipo pre B, 5% presentaron Inmunofenotipo T, 7%
con Bifenotipia, 1.5% con Coexpresion mieloide y 2.5% no fue concluyente.

Informacion del Genotipo

Las frecuencias de los genotipos para el polimorfismo 677 del gen MTHFR
fueron las siguientes; en el total de la poblacién 27 pacientes presentaron genotipo
CC (27%), 40 pacientes presentaron genotipo CT (40%) y 33 pacientes presentaron
genotipo TT (33%). La frecuencia por alelo fue del 48% para el alelo C y 52% para
elaleloT.

Toxicidad

La toxicidad observada en los pacientes se clasifico de acuerdo a los criterios
de la OMS como grave grados 3 y 4, leve grados 1y 2, nula grado 0. Se tomé en
cuenta la toxicidad hematoldgica, hepatica, gastrointestinal y renal.



Pacientes de Riesgo Habitual

En el grupo de 24 pacientes; 5 casos (21%) presentaron toxicidad
hematoldgica, en 2 de estos (40%) se clasifico como grave y en 3 pacientes (60%)
como leve.

Solo un paciente (4%) presento toxicidad hepatica grave. No se documento
toxicidad gastrointestinal o renal en ningun caso.

Dentro del grupo de 3 pacientes con genotipo TT del gen MTHFR 2 casos
(67%) presentaron toxicidad hematologica y un caso (33%) hepatica.

En los pacientes con genotipo CT, en total 3, se encontr6é toxicidad
hematoldgica en el 100% y no se documentd toxicidad hepatica.

El genotipo CC no se asocié con datos de toxicidad.
Pacientes de Alto riesgo

Dentro de este grupo de 76 pacientes, se identificé toxicidad hematoldgica
en 19 casos (25%), en 14 (74%) fue grave y 5 pacientes (26%) leve.

En 10 pacientes (13%) se presentd toxicidad hepatica, en 5 de ellos (50%)
fue grave y en 5 pacientes (50%) leve.

Solo se documentd un caso de toxicidad renal leve. No se documentaron
casos de toxicidad gastrointestinal.

En el grupo de pacientes con genotipo TT del gen MTHFR en total 13 casos,
se asocio con toxicidad hematoldgica en 8 casos (61%) y 5 casos hepatica (39%).

Dentro del grupo de 10 pacientes con genotipo CT del gen MTHFR se
presenté toxicidad hematoldgica en 7 casos (70%) y 3 casos hepatica (30%).

En los 6 casos con genotipo CC se documento toxicidad hematoldgica en 4
pacientes (67%) y hepatica en 2 casos (28%). La toxicidad renal se present6 en un
caso (5%).



DISCUSION

Recientemente, la influencia de polimorfismos de diferentes genes
involucrados en el metabolismo de farmacos antineoplasicos incluidos los
polimorfismos de la enzima MTHFR han sido estudiados en nifios con diagndstico
de LLA. (14)

Se han identificado polimorfismos del gen MTHFR que pueden contribuir a la
susceptibilidad para desarrollar toxicidad por MTX, esta susceptibilidad esta influida
por el genotipo que resulta de los alelos paterno y materno que cada individuo
hereda (homocigoto silvestre CC, heterocigoto CT u homocigoto variante TT). En
este estudio se analiz6 el impacto de los polimorfismos de la MTHFR y su relacion
con la toxicidad secundaria a la administracion de ADMTX en pacientes pediatricos
con diagnostico de LLA.

Encontramos que los pacientes clasificados como alto riesgo que presentan
genotipo TT del gen MTHFR presentan mayor asociaciéon con toxicidad y en
pacientes de riesgo habitual el genotipo que se asocio a toxicidad fue el CT. Estos
hallazgos concuerdan con el estudio realizado por Chiusolo y cols en ltalia que
reportaron mayor frecuencia de toxicidad combinada a nivel hepatico y médula 6sea
en pacientes con el genotipo TT (14) y con lo descrito por Tantawy y cols en Egipto
quienes observaron que la variante MTHFR 677 genotipo TT se asocia con un
mayor riesgo de presentar, durante el tratamiento con antimetabolitos, efectos
adversos de tipo diarrea y mucositis comparado con los genotipos CT y CC. Este
autor encontré ademas, que el genotipo TT tienen mayor frecuencia de toxicidad
hepatica, mayor incidencia de neutropenia y mayor tiempo de recuperacién en la
cuenta de neutrodfilos y plaquetas en comparacién con los genotipos CT y CC.

En nuestro estudio se observé mayor toxicidad en pacientes de alto riesgo
con genotipo TT, la toxicidad que predomino fue la hematoldgica y hepatica, no se
documento toxicidad gastrointestinal. Sin embargo si se toma en cuenta la toxicidad
por alelo observamos que la presencia del alelo T se asocia con mayor toxicidad
hematoldgica y hepatica en ambos grupos independientemente del riesgo.

Estos resultados sugieren que el polimorfismo 677 genotipo TT puede ser
valorado como un predictor para el desarrollo de toxicidad durante el tratamiento
con ADMTX en pacientes con LLA.



La frecuencia del genotipo homocigoto variante (TT) observada en este
estudio fue en promedio del 32% en este grupo de 100 pacientes, lo cual es mayor
a la reportada en estudios previamente mencionados en poblacién caucasica como
el de Turello y cols en Suiza donde el porcentaje oscila entre el 10 al 12%; lo cual
sugiere que este genotipo puede ser mas comun en poblacién Mexicana o hispana.

Por lo anterior la farmacogendmica vendra a representar el mayor reto para
lograr la medicina personalizada, algunos de estos polimorfismos podrian ser
utilizados rutinariamente en la practica clinica. El objetivo mas grande sera
correlacionar el genotipo-fenotipo con la clinica del paciente para mejorar el
tratamiento y prondstico.

CONCLUSIONES

El genotipo TT del gen MTHFR se asocia con mayor frecuencia a la presencia
de toxicidad hematoldégica y hepatica durante la administracion de ADMTX en
pacientes con diagndstico de leucemia linfoblastica aguda de alto riesgo.

Este estudio demuestra la importancia de analizar la presencia de
polimorfismos en la enzima MTHFR para anticipar la toxicidad inducida por la
administracion de ADMTX en pacientes con diagndstico de LLA.

Debido a la prevalencia relativamente frecuente del genotipo TT en poblacion
Mexicana con diagnostico de LLA, es necesario realizar estudios de base
poblacional para documentar mayor evidencia de la existencia de polimorfismos de
la MTHFR genotipo variante TT y de esta manera explicar la mayor toxicidad
hematoldgica que presentan nuestros pacientes cuando se emplean ADMTX.

Los polimorfismos son un elemento a considerar para ajustar la dosis de MTX
en estos pacientes o tomar medidas preventivas para evitar datos de toxicidad.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Se presento retraso de un mes en la aceptacion del pago para la compra de
los reactivos necesarios para la determinacion del polimorfismo, por lo que se
retraso el analisis de las muestras sanguineas.
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ANEXO 1

Protocolo HIM 2003 para Leucemia Linfoblastica Aguda

Ventana de esteroides

Dexametasona 6mgma2dia Dias7a0

Induccién alaremision

Dexametasona 6mgma2dia Dias 1 a 21

Daunorrubicina 25mgm2do Dias1y8

L- asparaginasa 10 000 UIm2do Dias 2,4, 6,9, 11, 13,16, 18 y 20
Vincristina 2mgm2do Dias 1, 8,15y 22

Intensificacion
Citarabina 300mgm2do Dias 22, 29y 36
Etoposido 300mgm2do Dias 22,29y 36

Consolidacién

ADMTX Riesgo Habitual 2.5gm2do
Dias 44, 51y 58
ADMTX Alto Riesgo 5gm2do

Mantenimiento 120 semanas de tratamiento adaptado

al riesgo



RIESGO HABITUAL

Sem Medicamentos Sem | Medicamentos | Sem | Medicamentos
1 VCR + Dexa 41 VCR + Dexa 81 6MP + MTX
2 6MP + MTX 42 6MP + MTX 82 6MP + MTX
3 6MP + MTX 43 6MP + MTX 83 VCR + Dexa
4 6MP + MTX 44 6MP + MTX 84 6MP + MTX
5 VCR + DEXA 45 VCR + Dexa 85 6MP + MTX
6 6MP + MTX 46 6MP + MTX 86 6MP + MTX
7 6MP + MTX 47 6MP + MTX 87 VCR + Dexa
8 6MP + MTX 48 6MP + MTX 88 6MP + MTX
9 ADMTX (1) 49 ADMTX (7) 89 6MP + MTX
10 VCR + Dexa 50 VCR + Dexa 90 6MP + MTX
11 6MP + MTX 51 6MP + MTX 91 VCR + Dexa
12 6MP + MTX 52 6MP + MTX 92 6MP + MTX
13 6MP + MTX 53 6MP + MTX 93 6MP + MTX
14 DNR + VCR + ASP (3) + Dexa | 54 VCR + Dexa 94 6MP + MTX
15 DNR + VCR + ASP (3) + Dexa | 55 6MP + MTX 95 VCR + Dexa
16 VCR + Dexa 56 6MP + MTX 96 6MP + MTX
17 VCR + Dexa 57 6MP + MTX 97 6MP + MTX
18 VP16 + ARAC 58 ADMTX (8) 98 6MP + MTX
19 VP16 + ARA C 59 VCR + Dexa 99 VCR + Dexa
20 VP16 + ARA C 60 6MP + MTX 100 | 6MP + MTX
21 ADMTX (2) 61 6MP + MTX 101 | 6MP + MTX
22 ADMTX (3) 62 6MP + MTX 102 | 6MP + MTX
23 ADMTX (4) 63 VCR + Dexa 103 | VCR + Dexa
24 VCR + Dexa 64 6MP + MTX 104 | 6MP + MTX
25 6MP + MTX 65 6MP + MTX 105 | 6MP + MTX
26 6MP + MTX 66 6MP + MTX 106 | 6MP + MTX
27 6MP + MTX 67 VCR + Dexa 107 | VCR + Dexa
28 VCR + Dexa 68 6MP + MTX 108 | 6MP + MTX
29 6MP + MTX 69 6MP + MTX 109 | 6MP + MTX
30 6MP + MTX 70 6MP + MTX 110 | 6MP + MTX
31 ADMTX (5) 71 VCR + Dexa 111 | VCR + Dexa
32 VCR + Dexa 72 6MP + MTX 112 | 6MP + MTX
33 6MP + MTX 73 6MP + MTX 113 | 6MP + MTX
34 6MP + MTX 74 6MP + MTX 114 | 6MP + MTX
35 6MP + MTX 75 VCR + Dexa 115 | VCR + Dexa
36 VCR + Dexa 76 6MP + MTX 116 | 6MP + MTX
37 6MP + MTX 77 6MP + MTX 117 | 6MP + MTX
38 6MP + MTX 78 6MP + MTX 118 | 6MP + MTX
39 6MP + MTX 79 VCR + Dexa 119 | VCR + Dexa
40 ADMTX (6) 80 6MP + MTX 120 | 6MP + MTX




ALTO RIESGO

Sem Medicamentos Sem Medicamentos Sem | Medicamentos
1 MTX + 6MP 41 MTX + 6 MP 81 6MP + MTX
2 MTX + ARA C 300 42 VCR + DNR 82 VCR + Dexa
3 VCR + ASP + Dexa 43 ADMTX (7) 83 6MP + MTX
4 CFM + ARA C 300 44 | 6BMP + MTX 84 6MP + MTX
5 MTX + 6 MP 45 MTX + ARA C 600 | 85 6MP + MTX
6 VCR + DNR 46 VCR + ASP + Dexa | 86 VCR + Dexa
7 ADMTX (1) 47 CFM + ARA C 300 |87 6MP + MTX
8 DNR + VCR + ASP (3) + Dexa | 48 MTX + 6 MP 88 6MP + MTX
9 DNR + VCR + ASP (3) + Dexa | 49 VCR + DNR 89 6MP + MTX
10 VCR + ASP (3) + Dexa 50 ADMTX (8) 90 VCR + Dexa
11 VCR + Dexa 51 6MP + MTX 91 6MP + MTX
12 ADMTX (2) 52 MTX + ARA C 600 | 92 6MP + MTX
13 ADMTX (3) 53 VCR + ASP + Dexa | 93 6MP + MTX
14 ADMTX (4) 54 CFM + ARAC 300 |94 VCR + Dexa
15 6MP + MTX 55 MTX + 6 MP 95 6MP + MTX
16 | DNR+VCR +ASP (3) +Dexa | 56 | VCR + DNR 96 | BMP + MTX
17 DNR + VCR + ASP (3) + Dexa | 57 ADMTX (9) 97 6MP + MTX
18 VCR + ASP (3) + Dexa 58 6MP + MTX 98 VCR + Dexa
19 VCR + Dexa 59 MTX + ARA C 600 | 99 6MP + MTX
20 VP16 + ARA C 60 VCR + ASP + Dexa | 100 | 6MP + MTX
21 VP16 + ARA C 61 CFM + ARAC 300 | 101 | 6MP + MTX
22 VP16 + ARA C 62 MTX + 6 MP 102 | VCR + Dexa
23 MTX + 6MP 63 VCR + DNR 103 | 6MP + MTX
24 MTX + ARA C 600 64 ADMTX (10) 104 | 6MP + MTX
25 VCR + ASP + Dexa 65 6MP + MTX 105 | 6MP + MTX
26 CFM + ARA C 300 66 MTX + ARAC600 | 106 | VCR + Dexa
27 MTX + 6 MP 67 VCR + ASP + Dexa | 107 | 6MP + MTX
28 VCR + DNR 68 CFM + ARA C 300 | 108 | 6MP + MTX
29 | ADMTX (5) 69 | MTX+6MP 109 | 6MP + MTX
30 6MP + MTX 70 VCR + Dexa 110 | VCR + Dexa
31 MTX + ARA C 600 71 6MP + MTX 111 | 6MP + MTX
32 | VCR + ASP + Dexa 72 | MTX+ARACG600 | 112 |6MP +MTX
33 CFM + ARA C 300 73 VCR + ASP + Dexa | 113 | 6MP + MTX
34 MTX + 6 MP 74 CFM + ARAC 300 | 114 | VCR + Dexa
35 VCR + DNR 75 MTX + 6 MP 115 | 6MP + MTX
36 ADMTX (6) 76 VCR + Dexa 116 | 6MP + MTX
37 6MP + MTX 77 6MP + MTX 117 | 6BMP + MTX
38 MTX + ARA C 600 78 MTX + ARAC600 | 118 | VCR + Dexa
39 VCR + ASP + Dexa 79 6MP + MTX 119 | 6MP + MTX
40 CFM + ARA C 300 80 6MP + MTX 120 | 6MP + MTX




ANEXO 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO VOLUNTARIO PARA PARTICIPAR EN EL
ESTUDIO DE INVESTIGACION

Asociacion del polimorfismo C677T con el grado de toxicidad secundaria al
uso de altas dosis de metotrexato en una cohorte pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda

Nombre del paciente:

Nombre del tutor:

Se le hace una cordial invitacion para que su hijo (a) participe en un estudio de
investigacion el cual tiene como objetivo evaluar la asociacién entre los genes (ADN)
de su hijo que se obtendran de sus células sanguineas con la toxicidad secundaria
al uso de altas dosis de metotrexato, que es el medicamento que su hijo recibe como
parte del tratamiento para su enfermedad.

Al aceptar por escrito la participacion de su hijo (a), queda entendido que:

. La participacion de su hijo (a) es completamente voluntaria.
. No se altera en ninguna forma el tratamiento de su hijo
. Existe riesgo minimo, ya que al momento de obtener la muestra de sangre

de su hijo (a), se realizara una puncion en el brazo de su hijo (a) y puede
sentir discreto dolor al introducir la aguja.

. La obtencién de la muestra se realizara en conjunto con la toma de
muestras de laboratorio de rutina por lo que no sera necesaria una nueva
puncion.

. No tendra ningun costo

. Se tomaran 2ml de sangre de los ya utilizados para sus pruebas rutinarias.

. Se mantendra la confidencialidad de la informacién relacionada con su
persona

. Su hijo (a) puede tener o no un beneficio directo y ayudar mas adelante a
los nifios que tengan esta enfermedad

. Dado que la informacion generada puede ser de importancia para su hijo

(a) los datos se proporcionaran directamente a su médico, para que se
utilice la informacién y la aplique de acuerdo al conocimiento médico.

. Usted tendra acceso a la informacion o resultados que se obtengan sobre
su hijo (a) como parte del estudio principal y esta informacion sera
proporcionada por el investigador.

. En cualquier momento puede retirar a su hijo (a) del estudio y solicitar la
eliminacién de la muestra, sin que esto afecte su tratamiento.



. En caso de que usted tenga alguna duda relacionada al estudio, usted
puede preguntarla a los investigadores.

. Los resultados obtenidos de este estudio podran ser publicados a nivel
nacional e internacional, manteniendo siempre la confidencialidad del
paciente.

Ante dos testigos y el investigador principal, firmo o imprimo mi huella dactilar como
constancia de mi aceptacion voluntaria en la participacion de mi hijo (a) en este
estudio, el dia del mes ; 2016 en la Cd de México.

Firma o huella dactilar del padre o tutor

Testigo 1

Nombre y firma

Testigo 2

Nombre y firma

Investigador principal

Dra. Aurora Medina Sanson. Médico adscrito al servicio de oncologia pediatrica.

Investigador suplente

Dra. Gabriela A. Hernandez Echaurregui. Médico residente de quinto afio oncologia
pediatrica.



ANEXO 3

CARTA DE ASENTIMIENTO VOLUNTARIO PARA PARTICIPAR EN EL

ESTUDIO DE INVESTIGACION

Asociacion del polimorfismo C677T con el grado de toxicidad secundaria al
uso de altas dosis de metotrexato en una cohorte pacientes pediatricos con

Nombre del paciente:

leucemia linfoblastica aguda

Se te hace una invitacién para que participes en un estudio de investigacion el cual
tiene como objetivo evaluar la relacion entre tus genes (ADN), los cuales se
obtendran de células sanguineas, con la toxicidad secundaria al uso de altas dosis
de metotrexato, que es el medicamento que recibes como parte del tratamiento para
tu enfermedad.

Al aceptar queda entendido que:

La participacion es completamente voluntaria.

No se altera en ninguna forma el tratamiento

La obtencién de la muestra se realizara en conjunto con la toma de
muestras de laboratorio de rutina por lo que no sera necesaria una nueva
puncion.

No tendra ningun costo

Se tomaran 2ml de sangre de los ya utilizados para sus pruebas rutinarias.
Se mantendra la confidencialidad de la informacién relacionada con su
persona

Puedes tener o no un beneficio directo y ayudar mas adelante a los nifios
que tengan esta enfermedad

Tendras acceso a la informacidén o resultados que se obtengan como
parte del estudio principal y esta informacién se dara por el investigador.
En caso de que tengas alguna duda relacionada al estudio, puedes
preguntar a los investigadores.

Los resultados obtenidos de este estudio podran ser publicados a nivel
nacional e internacional, manteniendo siempre la confidencialidad del
paciente.

Ante dos testigos y el investigador principal, firmo o imprimo mi huella dactilar como
constancia de mi aceptacion voluntaria en la participacion de este estudio, el dia

del mes : 2016 en la Cd de México.




Nombre o huella dactilar del paciente

Testigo 1

Nombre y firma

Testigo 2

Nombre y firma

Investigador principal

Dra. Aurora Medina Sanson. Médico adscrito al servicio de oncologia pediatrica.

Investigador suplente

Dra. Gabriela A. Hernandez Echaurregui. Médico residente de quinto afio oncologia
pediatrica.
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