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RESUMEN

Antecedentes.

En Meéxico, la leucemia es una de las causas principales de morbilidad y
mortalidad en poblacion infantil, la de mayor frecuencia es la leucemia linfoblastica
aguda (LLA) con el 75-80% de los casos; a nivel nacional esta neoplasia causé

casi 800 decesos en el 2007 y mas de 10,000 egresos hospitalarios en el 2008.

El tratamiento de esta enfermedad implica quimioterapia con farmacos citotoxicos
como vincristina, daunorrubicina, 6-mercaptopurina, citarabina y metotrexato. Este
ultimo antineoplasico es el de mayor empleo en las fases de consolidacion y
mantenimiento durante el tratamiento de la LLA. La eficacia terapéutica del
metotrexato radica en el ingreso y su permanencia en las células. Estos
mecanismos estan controlados por proteinas de transporte (ingreso-excrecion) y
enzimas (metabolismo intracelular). Se conoce que la presencia de polimorfismos
de un solo nucledtido (SNPs) en los genes que codifican para estas proteinas
puede afectar su actividad y en consecuencia modificar la respuesta citotoxica del

antineoplasico (eficacia/resistencia).

Este estudio busca identificar SNPs asociados a bajos niveles intracelulares de
MTX y Pg-MTX lo que podria estar relacionado con menor efectividad de la
quimioterapia y mayor riesgo de eventos adversos, esto debido a que mayor
cantidad de MTX se encuentra en circulacion y puede afectar la viabilidad de
células no blanco. También se pretende identificar SNPs relacionados a altos

niveles intracelulares del farmaco y sus conjugados podrian pronosticar mayor



eficacia del tratamiento debido a que a mayor tiempo de residencia

intraleucocitaria causa mayor citotoxicidad.

Esta investigacién busca un impacto directo sobre un esquema de quimioterapia
individualizada, la cual permita mejorar la eficacia terapéutica, la calidad de vida y

disminuir la presencia de reacciones adversas.

El Objetivo de este estudio es determinar la frecuencia génica de algunos
polimorfismos de los genes RFC (ID 6573), FPGS (Gene ID 2356), GGH (Gene ID
8836), ABCG2 (Gene ID 9429) y ABCB1 (Gene 2 ID 5243) en poblacion pediatrica
mexicana con diagnostico de LLA y bajo tratamiento en el Instituto Nacional de

Pediatria.

El tipo de estudio utilizado fue Prospectivo, Observacional, Analitico y Longitudinal

Poblacion elegible. Pacientes del INP con diagnostico de LLA de 1 a 17 afos que
no hayan recibido transfusion de sangre en los ultimos 6 meses y sin falla renal o
hepatica. La muestra obtenida mediante el software G power con base en criterios
de poder y significancia estadistica es de 110 pacientes. Sin embargo en este
trabajo con fines de tesis se realizara el primer corte de la poblacion con 27

pacientes.

Materiales y Métodos. Se tomaron muestras de sangre de pacientes con
diagnodstico confirmado de LLA que se encontraban recibiendo quimioterapia con

metotrexato en la fase de consolidacion y mantenimiento; de las cuales se
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realizaré la extraccion del DNA empleando un kit de Qiagen y se cuantificaron los
niveles de metotrexato y sus conjugados mediante UPLC y deteccion con UV a
313 nm. La determinacion de SNPs de los genes en estudio se realiz6 mediante
técnicas de PCR con sondas Tagman. Las sondas (primers) predisefiados se
obtuvieron de Applied Biosystems o se disefiaron mediante software (AmplifiX y
DnaMan). Para la determinacion de correlacion entre la concentracién de farmaco
intracelular y los SNPs de cada gen se realiz6 analisis estadistico ANOVA de

mediciones repetidas.
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I. INTRODUCCION

Las leucemias son un grupo de enfermedades malignas que afectan la sangre y
los tejidos hematopoyéticos de la médula 6sea, del sistema linfatico y del bazo;
es una acumulacion de células disfuncionales secundaria a una pérdida de la

regulacion de la proliferacion celular.

El cancer es la segunda causa de muerte en menores de 15 anos, siendo la

leucemia el mas comun en nifos.

La leucemia linfoblastica aguda representa el 75% de todas las leucemias vy

constituye el 25% de todos los canceres en la edad pediatrica.?

Diversos estudios refieren que los resultados del tratamiento de cada individuo
con leucemia linfoblastica aguda puede verse afectada por la forma en que
cada uno metabolice los agentes quimioterapéuticos segun polimorfismos de la

linea germinal.

El metotrexato es parte de la piedra angular en el tratamiento de las leucemias
por lo cual es primordial estudiar los polimorfismos en FPGS y GGH descritos
como agentes causales de resistencia en el tratamiento o incremento de

reacciones adversas incluso con dosis bajas de forma respectiva.

El fin de este estudio es identificar si estos polimorfismos se encuentran en la
poblacién pediatrica del Instituto Nacional de Pediatria y correlacionar con dosis
alcanzadas posterior a la infusién de altas dosis de metotrexato. EI poder
identificar este tipo de polimorfismos, nos permitiria dar un tratamiento de forma
mas personalizada con el fin de disminuir eventos adversos, asi como
intensificar la dosis en los casos que presenten resistencia con el fin de

optimizar nuestro tratamiento y disminuir el riesgo de fallas a la terapéutica.



Il. ANTECEDENTES

Multiples estudios han reportado que simples polimorfismos en los nucleétidos
juegan un rol importante en la respuesta al tratamiento con metotrexato en

pacientes con leucemia aguda linfoblastica aguda (LLA).

México

En el 2010, Organista en el estado de Guerrero, México en un periodo de 3
afios (2005-2008) incluyé 70 niflos con diagnostico de leucemia aguda
linfoblastica. Este estudio muestra que GGH -variante alélica 401 C/T es
asociada con un incremento de recaidas en pacientes que reciben metotrexato,
en aquellos heterozigotos el riesgo fue 9.17 veces mas recaidas durante el
tratamiento y para aquellos con genotipo T/T el riesgo fue 10.83 veces mas
comparado con el genotipo C/C. Polimorfismo +452 no tiene asociacién con

recaidas.

Internacional

Hayashi y cols. en el 2007 estudiaron los polimorfismo genéticos de C452T
(T1271) en GGH en poblacion japonesa. La distribucion del genotipo fue C/C
89.2% (n=240), C/T 10.4% (n=28), T/% 0.4% (n=1). La frecuencia de C fue
0.944 y T 0.56. La frecuencia alélica fue similar a africanos y americanos pero

estadisticamente diferente a la caucasica.

Liu y cols. en el 2013 realizaron un estudio sobre el polimorfismo de FPGS
rs1544105 en164 nifios con leucemia aguda linfoblastica aguda precursores de
células B, asociando este genotipo con pobres resultados en supervivencia libre
de eventos y recaidas durante el tratamiento en los de genotipo CC. No se

encontré asociacion con toxicidades.



En el 2014, se realiz6 un estudio sobre la influencia de los polimorfismos de
FPGS, GGH y MTHFR sobre los niveles séricos de metotrexato en nifios de la
China con leucemia aguda linfoblastica, incluyeron 91 nifios que se encontraban
recibiendo altas dosis de metotrexato, mediante PCR determinaron el genotipo
para FPGS (rs1544105 G>A), GGH (rs3758149 C>T) y MTHFR (rs1801133
C>T). La frecuencia de alelos que obtuvieron fue rs1544105 G (34.1%),
rs3758149 T (19.2%), and rs1801133 C (48.4%), menor a la poblacion europea.
Encontraron niveles de metotrexato superiores al terapéutico en los que
presentaban el polimorfismo rs3758149 pero significativamente mas bajos en

CC en comparacion con principalmente los CT y TT.



I1l. JUSTIFICACION

La relevancia del presente estudio radica en evaluar la correlacion entre los
genotipos (SNPs) de las proteinas involucradas en el transporte y metabolismo
intracelular del metotrexato con las concentraciones de este farmaco y de sus
glutamil-conjugados en plasma (libre) y en células de sangre periférica
(intracelular). Este estudio se plantea la identificacion de polimorfismos
asociados a bajos niveles intracelulares de metotrexato y de Pg-metotrexato lo
que podria estar asociado a baja efectividad de la quimioterapia y elevado
riesgo de eventos adversos debido a que mayor farmaco se encuentra en

circulacion y puede afectar la viabilidad de células no blanco.

Es necesario impactar sobre los protocolos de quimioterapia contra la LLA en
pacientes pediatricos, mediante el desarrollo de una linea de investigacion que
coadyuve en el prondstico de la efectividad del tratamiento con antineoplasicos

como el metotrexato.
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IV. PROBLEMA

En nuestro Instituto, las neoplasias ocupan el 1er lugar de egresos hospitalarios
en 2008 y 2009 (2,995 egresos totales) y el 2° lugar de mortalidad con 108

defunciones en el mismo periodo (Agenda Estadistica INP).

En el Programa de Trabajo para la Direccion 2010-15, esta institucion tiene
como principal problema de atencion el cancer, principalmente por leucemias y
linfomas. El costo del tratamiento representa el 27% del presupuesto total
asignado al area asistencial y el 33% de toda la atencién a la salud, con un

costo mensual aproximado a $9,000 pesos por paciente

La eficacia de la quimioterapia para el tratamiento de las neoplasias reside en
diferentes factores, uno de estos es la constitucion génica de cada individuo.
Los niveles de expresion de algunos genes se han asociado con un mejor o
peor prondstico para la remision de esta enfermedad. También se conoce que
variantes alélicas (polimorfismos) en los genes que codifican para
transportadores, enzimas y proteinas que participan en la distribucién y
metabolismo de farmacos antineoplasicos pueden modificar la expresion de
estas proteinas o su actividad bioldgica, por lo tanto estos SNPs afectan las
concentraciones plasmaticas del farmaco y en consecuencia afectan la

citotoxicidad del compuesto.

En nuestro estudio planteamos la necesidad de implementar una linea de
investigacion en farmacogenética de antineoplasicos. Esta investigacion debe
buscar un impacto directo en el esquema de quimioterapia individualizada, la
cual permita mejorar la eficacia terapéutica, la calidad de vida, disminuir la
presencia de efectos adversos y finalmente, disminuir los costos de atencion al

generar nuevos protocolos de atencion con mejores resultados.

11



V. HIPOTESIS

Los polimorfismos de los genes involucrados en el transporte,
metabolismo asi como los que participan en el bombeo del metotrexato al
exterior celular modifican la concentracion total (sangre), sistémica

(plasma) e intracelular del farmaco.
Las diferencias de niveles en plasma e intracelulares influiran en la

eficacia, resistencia y presencia de eventos adversos de la quimioterapia

con metotrexato.
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VI. OBJETIVOS

Objetivo General.

Determinar la frecuencia génica de SNPs de los genes FPGS (Gene ID2356) y
GGH (Gene ID8836) en poblacion pediatrica con LLA.

Objetivos especificos.

Cuantificar la concentracion de metotrexato y sus conjugados (Pg-MTX) en
sangre, en plasma y en células obtenidas de sangre periférica de pacientes con
LLA en fase de consolidaciéon

Correlacionar los niveles de metotrexato total (en sangre), libre (en plasma) e

intracelular con los SNPs de los genes analizados y con los eventos adversos

inducidos por el farmaco.
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VIl. MARCO TEORICO

La leucemia puede definirse como “un grupo de enfermedades malignas que
afectan la sangre y los tejidos hematopoyéticos de la médula 6sea, del sistema
linfatico y del bazo; es una acumulacion de células disfuncionales secundaria a
una pérdida de la regulacién de la proliferacién celular’’. Es una enfermedad
multifactorial con componentes genéticos y ambientales; algunas anomalias
cromosomicas, alteraciones genéticas; asi mismo, se conoce que la exposicidon
a diferentes sustancias quimicas, farmacos, virus y a la radiacion puede
desencadenar los mecanismos para el desarrollo de leucemia en algunos

individuos.

Esta patologia se puede clasificar con base en a) desarrollo de la enfermedad:
Agudas 6 Cronicas; b) criterios morfolégicos como el propuesto por el grupo de
cooperacion Franco-Americano-Britanico (FAB): tipo L1, linfoblastos pequenos,
cromatina homogénea, nucléolos no visibles o pequefios; L2, blastos grandes,
cromatina heterogénea, nucléolos prominentes, basofilia y vacuolizacion del
citoplasma variables y L3, blastos grandes y homogéneos en tamafo, cromatina
homogénea, nucleo redondo a oval, nucléolos por lo general prominentes,
citoplasma moderadamente abundante y muy basofilo'. Recientemente la OMS
propuso otra forma de catalogar los tipos de leucemia de acuerdo a

caracteristicas morfoldgicas, inmunofenotipicas, genéticas y clinicas®.

7.1. Epidemiologia de las leucemias en México. La base de datos del
Sistema Nacional de Informacién en Salud reporta a los tumores malignos como
una de las causas principales de morbilidad y mortalidad en el pais con un total
de 724,463 egresos hospitalarios en el periodo de 2004-20084. Las tres
principales neoplasias fueron: tumores en el cuello del utero: 52,140 egresos,
tumores malignos de la mama: 79,910 egresos y leucemias: 108,002 egresos,
respectivamente. Durante este periodo los tumores del cuello del utero y de la
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mama causaron el deceso de 2,165 y 2,778 mujeres, respectivamente, mientras

que las leucemias provocaron 6,024 defunciones.

Esta neoplasia afecta a hombres y mujeres de cualquier edad. Rivera, et al.
describid la epidemiologia en México en nifios con cancer en el programa de
seguro popular nacional del 2007 al 2012, encontrando un incrementado en el
numero de casos de forma anual con 2671 nuevos casos al ano para el 2012,
alcanzando un total de 7066 casos y una prevalencia de 49.8% en los 5 afos
reportados. La morbi-mortalidad infantil por leucemia se ha incrementado en

los ultimos anos.

En el 2013, segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Geografia en los
menores de 20 afos los tumores malignos representan la morbilidad
hospitalaria mas elevadas. El cancer hematopoyético es la principal causa de
morbilidad y mortalidad en esta poblacidn con una tasa de mortalidad de 2.57

por cada 100mil habitantes.

La Organizacion Mundial de la Salud en el 2014, menciona que en México el
cancer ocupa el 12% de las causas de mortalidad siendo la cuarta causa

después de los accidentes cardiovasculares, diabetes y otras

En nuestro pais, los gastos del tratamiento para cancer infantii como la
leucemia linfoblastica y mieloblastica aguda en pacientes que no son
derechohabientes del IMSS o ISSSTE son absorbidos por el Seguro Popular
mediante el Fondo de Proteccion para Gastos Catastroficos6, el cual incluye la
adquisicion de medicamentos como predisona, acido folinico, hidrocortisona,
ciclofosfamida, L-asparaginasa y antineoplasicos como citarabina, vincristina, 6-
mercaptopurina y metotrexato; este ultimo es el farmaco de mayor uso en la
fase de consolidacion para el tratamiento de la LLA (Protocolo de la Atencién

para Leucemia Linfoblastica7).
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El Instituto Nacional de Pediatria esta inmerso en la problematica de esta

neoplasia, datos publicados en las Agendas Estadisticas muestran que las

neoplasias tuvieron el 1er lugar en egresos hospitalarios con 1,409 eventos en

2008 y 1486 egresos en 2009; ademas obtuvo el 2° lugar en mortalidad 2008 y

2009 con 56 y 52 defunciones, respectivamente.

En el INP, datos del 2008 muestran que esta patologia se ubicé en el 6° lugar

en demanda de atencion en Urgencias calificadas y 91 de los 251 casos nuevos

de cancer detectados fueron diagnosticados como leucemias (36%). Para el

2009 hubo 1,003 consultas de 12 vez, 1,486 egresos hospitalarios y 52

defunciones por neoplasias, para la LLA se reportan 317 urgencias hospitalarias

durante ese ano.

7.2. Factores de riesgo

Se desconocen las causas de la leucemia linfoblastica aguda. Sin embargo,

existen ciertos factores de riesgo que pueden aumentar las posibilidades de

padecer esta enfermedad como son.?

> Ambientales:

1.

Al A

Radiacion ionizante: la relacién dosis-respuesta para la produccion de
leucemia es lineal. El tipo de leucemia depende de la edad de
exposicion (en adultos es mas frecuente la mieloide). El riesgo en
nifos se incrementa 5 veces si se expone en el primer trimestre y 1.5
veces mas en el segundo y tercer trimestre. El efecto leucomogénico
se ha reportado con dosis expuestas de 0.3 a 0.8Gy. Se estima que
8-30% de las LLA estan relacionadas con radiacién ionizante.
Exposicion de pinturas para el hogar y solventes de pinturas
Tratamientos previos con alquilantes.

Exposicion a herbicidas y pesticidas

Ingesta materno de alcohol, anticonceptivos y dietilestilbestrol

16



6. Exposicion doméstica al radon

7. Contaminacion quimica de las aguas subterraneas.

» Infecciones virales: como virus del Epstein Barr (VEB), virus linfotrépico
humano |y Il (HTLV Iy II)

» Inmunodeficiencias: sindrome de Wiskott Aldrich,
hipogammaglobulinemia congénita y Ataxia telangiectasia; tiene mayor
riesgo de neoplasias linfoides.

» Mutaciones.

» Afecciones genéticas como:

Sindrome de Down: 10 a 20 veces mas riesgo de leucemia.
Neurofibromatosis tipo 1 (NF1).

Sindrome de Shwachman.

> wnh -

Sindrome de Bloom.
Polimorfismos genéticos hereditarios.

En estudios de relacién del genoma completo (GWAS), se observd que algunos
polimorfismos genéticos (hereditarios) de la linea germinal se relacionan con la
presentacion de LLA infantil.” Por ejemplo, los alelos de riesgo de ARID5B
tienen una relacion estrecha con la presentacion de LLA de células B
precursoras hiperdiploides. EI ARID5B es un gen que codifica un factor de
transcripcion importante para el desarrollo embrionario, la expresién génica

especifica del tipo de célula y la regulacion del crecimiento celular.?®
7.3. Manifestaciones Clinicas.

Las manifestaciones clinicas de la leucemia dependen del grado de infiltracion
de la médula ésea con células leucémicas y propagacion de la enfermedad a
otros 6rganos.® La duracién puede ser de dias o meses.

Las manifestaciones clinicas que generalmente se presentan son:
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Fatiga.

Disnea

Dolores musculares.

Dolor 6seo (23%)
Anorexia.

Fiebre (61%)
Sangrado (48%)

El examen fisico puede encontrar:

NS NEE N NERN

Palidez.

Linfadenopatia (50%)

Pérdida de peso

Esplenomegalia (63%)

Hepatoesplenomegalia (68%)

Diagnéstico

Examen fisico y antecedentes (incluyendo tratamientos previos)

Biometria hematica completa

Porcentaje de pacientes con las siguiente distribucion segun:

Leucocitos <10,000 10,000 - >50,000
(53%) 49,000 (30%) (17%)
Plaquetas <20,000 20,000 - >100,000
(28%) 99,000 (47%) (25%)
Hemoglobina <7 7-11 >11
(43%) (45%) (12%)

Estudios quimicos de la sangre

Aspiracion de la médula ésea y biopsia: Se pueden realizar las

siguientes pruebas en el tejido que se extrae:
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- Analisis citogenético: para verificar si hay ciertos cambios en los
cromosomas de los linfocitos. Por ejemplo, cromosoma Filadelfia.
También se pueden realizar otras pruebas, como la hibridizacion
fluorescente in situ (HFIS) para detectar ciertos cambios en los
cromosomas.

- Inmunofenotipo: permite caracterizar el origen celular y la etapa de
diferenciacion, tres subgrupos inmunolégicos fueron delineados:
células T, B y de células nulas (no T, no B)

- Puncién lumbar: se extrae liquido cefalorraquideo y se examina para
identificar células leucémicas a fin de determinar si hay diseminacion
al sistema nervioso central.

- Biopsia testicular: este procedimiento se realiza solo si parece

haber algo inusual en los testiculos durante el examen fisico.

7.4. Tratamiento para LLA en pacientes pediatricos. De acuerdo a los
“Protocolos técnicos cancer en nifios”8, la LLA puede tratarse con diferentes
esquemas de acuerdo al grado de riesgo (Cuadro 1). Cada esquema de
tratamiento comprende al menos cuatro segmentos durante el tratamiento: a)
Induccion a la remisiéon, b) Consolidacion y c¢) Mantenimiento de la

quimioterapia, y d) la fase final de cese electivo de la quimioterapia.
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Los esquemas de tratamiento de acuerdo al tipo de riesgo se describen a

continuacion:
Riezgo bajo Riesgo habitual Riesgo Alto Riesgo muy alto
Edad =1y < 10 afos 1 a9 afios =1y =10 afos
Génernn Cualquiera Cualguiera Cualquiera

Cuadro clinico

Leucemia reciente

L eucemia reciente

Leucemia avanzada

Infiltracion Ausente Ausente Presente
L euencitos =10 D00 =10000 y <50 OO0 =50 000
) PCE CD10+ FCB CD10-0 + B madura, T
Inmunofenotipo ™ - - o t(9:22)(g34:q11),
Genética Hiperploidia. Caricipo nomnal, Hipoploidia (30 a 43 4-11)(q21-23)
Triple trisomia de seudoploidia. 1 & cromosomas) carls.i haqToilldq; _':;_',,9
cromosomas 4, 10 2 de las trisomias c:rorr‘n::sc?mas
y 17, H{12721) 4 10y 17.
indice de ADN 2116 1a1.15 <0.8 ;Efabl MLLUAFS
RT.FCR TEL! AML1 E2A/PBX1 :
Respuesta a <1000 blastos en <1000 blastos en  =1000 blastos en SP
prednisona SP & =25% de SP & <25% de 0 <=25% de blastos en
blastos en MO al blastos en MO al MO al dia 7 de
dia 7 de ventana dia 7 de ventana ventana
, , MO en M1 al dia MO en M1 al dia MO en M2 al dia 14 MO en M3 al dia
Citomeduccion ) e : - - i 38
14 de la induccion 14 de la induccion  de la induccion =
temprana . . . 1o |
ERM Indetectable & <107 a las =10" a las semanas = a4 as
=107 a semanas semanas 5y 12 5y 12 semana 18

Sy 12

Cuadro 1. Sistema de clasificacion del Children’s Oncology Group. Adaptado de Rivera Luna®.

LLA de muy bajo riesgo. Fase de induccién. Busca la reduccion de 2 a 3 log

de la carga leucémica, inicia con ventana de esteroide (prednisona) de 1
semana, seguido de la administracién de vincristina y asparaginasa combinada
con prednisona. El tratamiento incluye terapia intratecal (MTX, hidrocortisona y

citarabina) a una dosis por semana. En la fase de consolidaciéon se adicionan

altas dosis de MTX(2g/m2sc) para atacar sitios santuarios (SNC vy testiculos) en

cuatro administraciones (1 por semana). En la fase de mantenimiento el objetivo

es erradicar la enfermedad minima residual persistente a la inducciéon y

consolidacion, se administra 6-mercaptopurina y metotrexato asi como
vincristina y dexametasona (hasta por 120 semanas). De acuerdo a los
parametros y valores clinicos de biometria hematica, aspirado de médula 6sea

y puncién lumbar se decide el cese electivo.
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LLA de riesgo habitual. Se aplica ventana de induccién con prednisona
(60mg/m2/dia) seguido de vincristina (2mg/m2/dia), asparaginasa
(10,000UI/m2/dia) y daunorrubicina (30mg/m2/dia). MTX-hidrocortisona a
dosis/edad. La consolidacion se emplea con vincristina (2 mg/m2/dia),
ciclofosfamida (1,000 mg/m2/dia), asparaginasa (80 mg/m2/dia) y 6-
mercaptopurina (50 mg/m2/dia). EI MTX se administra a 2 g/m2/dia, 10% en
bolo IV y lo restante en infusidon continua en 24 h. Una hora después de iniciar
la infusion iniciar TTI con MTX-HC-Citarabina (dosis/edad). Doce horas después
de haber concluido la infusidén iniciar rescate con leucovorin. Para el
mantenimiento se administra terapia IT por 6 meses, 6 mercaptopurina, L-
asparaginasa y doxorubicina (1 semana) y a partir del dia 120 se aplica

metotrexato oral (20 mg/m2/semana) en 2 dosis/semana y 2 tomas/dia.

LLA de alto riesgo. Se divide en las mismas fases que las dos tipos anteriores,
sin embargo las dosis varian de acuerdo a la estirpe celular, en células pre-B se
administra MTX a 2 g/m2 y se incluye etopdésido a la quimioterapia. Para el caso
de linaje T se considera de prondstico desfavorable y se incrementa la dosis de

MTX a 5 g/m2 asi como etoposido.

LLA de muy alto riesgo. Pacientes con mala respuesta a la ventana de
esteroide y/o no estan en remision completa después de induccion. Se inicia
ventana de esteroides: prednisona (60 mg/m2) en 3 dosis/7 dias y después con
dexametasona (21 dias consecutivos a 68.5 mg/m2/dia) con etapa de re-
induccioén de 1 semana, vincristina a 1.5 mg/m2 en bolo directo (dias 8,15, 22 y
29), Ara-C a 75mg/m2/dia en infusion IV de 30 min (del dia 8 al 21),
daunorrubicina a 30 mg/m2 en infusiéon de 1 h (dias 8 y 9), L-asparaginasa a
5000 Ul via IV en 1 h (dias 15, 18, 22, 25, 29 y 33), asi como a 10,000 Ul via IM
en 9 dosis (1 por semana), Terapia IT de MTX a 6 mg para <1 afio 6 de 8 mg
para >1 afio los dias 1y 29, si se involucré al SNC entonces se aplica los dias

1, 8, 22, 29 y hasta que se dé resultado negativo.
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Ara-C en terapia IT se dosifica a 15 mg para <1 affio o de 20 mg para >1 ano
(dia 15) y la hidrocortisona (terapia IT) a 12 mg para <1 afio o de 15 mg para
mayores y es concomitante a MTX y Ara-C. Después de la induccion se inicia
Consolidacién en 3 bloques: MARAM, OCTADD y VIMARAM, este ultimo lo

reciben todos los pacientes

EI MTX y la 6-mercaptopurina son farmacos de amplio uso en la quimioterapia y
con predominancia en el éxito terapéutico de ésta. El MTX es un farmaco clave
en la fase de consolidacion (cuadro 1), administrandose en dosis dependientes
del tipo de riesgo. Asi mismo, este medicamento es de uso frecuente en la

etapa de mantenimiento:

Tipo de riesgo Dosis Administracion

Tipo de riesgo Dosis Administracién.

Muy bajo 2g/m® 4 sesiones (1 por
semana)

Riesgo habitual 2g/m? 3 sesiones (dias 36, 68,
94)

Alto riesgo (pre-B) 2g/m?® 2 sesiones (dias 47, 54)

Alto riesgo (pre-T) 5g/m? 4 sesiones (dias 8, 22, 36
y 50)

Muy alto riesgo 5g/m® 4 sesiones (dias 1y 8 del
curso MARAM 'y del
VIMARAM)

Cuadro 1. Dosis administrada de metotrexato segun el tipo de riesgo.
7.5 Metotrexato

Este conocido inmunosupresor fue inicialmente utilizado sdélo como
antineoplasico, fue introducido in 1948 por Farber et al'®, para el tratamiento de

la leucemia aguda.
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Acido(2S)-2-[(4-{[(2,4-diaminopteridin-6-il)

metil](metil)Jamino}benzoil)amino]pentanodioico.
Generalidades.

¢ Antimetabolito: analogo de folatos.
e Administracion: PO, IM, IV, SC, Intratecal.
e Utilizado en el tratamiento de Cancer (Leucemia), Psoriasis,

Enfermedades autoinmunes (reumatismo).
Farmacocinética.
e Absorcion

En pacientes pediatricos con leucemia, la absorcion oral de MTX parece ser
dependiente de la dosis, varia ampliamente con una concentracion maxima
(Cmax) de 4.998 — 10.452 ug/mL.

Existe también una amplia variabilidad en el tiempo en el que se presenta la
concentracion maxima (Tmax), que va desde las 0.67 hasta las 4 horas

después de la administracion.

Ha sido demostrado que la comida retarda la absorcion y reduce la

concentracidon maxima.
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El MTX generalmente se absorbe completamente en vias parenterales.
Después de una inyeccion IM, las concentraciones séricas maximas se

producen de 30 a 60 minutos.

e Distribucién

Después de la administracion intravenosa, el volumen inicial de distribucién es
de 0.18 L/Kg (18% del peso corporal), y el volumen de distribucion en estado

estacionario es aproximadamente 0.4 a 0.8 L/Kg (40 a 80% del peso corporal).
El MTX tiene una union a albumina de 35 a 50%.
e Metabolismo

Después de la absorcion el MTX sufre metabolismo hepatico e intracelular a
poliglutamatos los cuales pueden convertirse de nuevo a MTX por enzimas

hidrolasas.

Pequenas cantidades de poliglutamatos de MTX pueden permanecer en tejidos
durante periodos prolongados si se acumula en tercer espacio como derrame

pleural o ascitis.

El MTX tiene buena biodisponibilidad oral a bajas dosis y es parcialmente

metabolizado por la flora intestinal después de su administracion.

La vida media (T1/2) del MTX es entre 8 y 15 horas a las dosis usadas en la

terapia antineoplasica.
e EXxcrecion

La excrecioén renal es la principal via de eliminacion, cerca del 80% al 90% de la

dosis administrada se excreta sin cambios en la orina dentro de las 24 horas.
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Mecanismo de accion

Este farmaco ingresa a la célula mediante transporte activo secundario
mediante el Transportador de Folato Reducido (Reduced Folate Carrier, RFC
por sus siglas en inglés10), o por la Proteina de Unién a Folato (PUF), el cual
tiene menor afinidad por metotrexato que el RFC10. En el interior celular el
farmaco se metaboliza por la Folipoliglutamil sintetasa (FPGS), se conjuga con
moléculas de glutamato (1-7 moléculas) produciendo poliglutamil-metotrexatos
(Pg-MTX11). Los conjugados tienen mayor inhibicibn sobre enzimas del
metabolismo de folatos, también se reporta que a mayor grado de glutamilacion
mayor es el tiempo de residencia intracelular y por lo tanto mayor

citotoxicidad12.

Los Pg-MTX son a su vez hidrolizados en farmaco libre por la enzima
Folipoliglutamil hidrolasa (y-glu-X carboxipeptidasa ¢ y-glutamil hidrolasa,
GGH), se ha encontrado relacion de su actividad con la eficacia/resistencia
debido a que al disminuir la concentracion intracelular de Pg-metotrexatos se
disminuye la actividad del farmaco13. El farmaco y sus conjugados afectan la
actividad de enzimas del metabolismo de folatos: inhiben a la dihidrofolato
reductasa (DHFR) enzima que reduce el dihidrofolato en tetrahidrofolato, el cual
es un cofactor necesario para la timidilato sintasa (TS). La TS sintetiza dTMP a
partir de dUMP vy tetrahidrofolato; en presencia de MTX se inhibe por dos
mecanismos: a) por reduccion del sustrato tetrahidrofolato generado por la
DHFR y b) por inhibicién directa por los Pg-MTX. La inhibicion de las DHFR y

TS conlleva a una disminucion significativa en la concentracion de dTMP.

La enzima AICAR transformilasa utiliza el 10-formiltetrahidrofolato para formar
tetrahidrofolato y formil-5 amino 4-carboxamida ribonucleétido, este ultimo
metabolito es un precursor en la biosintesis de nucle6tidos como dGTP y dATP
(Figura 6), la disminucion de ambos compuestos compromete los mecanismos
de replicacién y reparacién del DNA14. Como consecuencia de la disminucion
de 5-metil tetrahidrofolato se disminuye la sintesis de metionina y se afecta la

capacidad de sintetizar proteinas, lo cual complica la viabilidad celular.
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Farmacogenética

La respuesta farmacolégica al medicamento es paciente-especifica y esta
vinculada a factores genéticos y no genéticos; los cuales pueden alterar la
absorcidon del farmaco, su distribucion hasta su sitio de accion, la interaccion
con su sustrato (receptores y/o enzimas), se metabolismo (funcion hepatica) y

su excrecion (funcion renal).

Por lo tanto, las diferencias en la secuencia de los genes, como las causadas
por polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), pueden provocar cambios en la
secuencia de aminoacidos. El cambio en la secuencia de la proteina puede
alterar el efecto del farmaco y/o la actividad sobre éste, en consecuencia afectar

la eficacia del tratamiento.

En el caso del metotrexato se han realizado multiples ensayos para describir la
relevancia de polimorfismos en enzimas relacionadas a su efecto (MTHFR,
DHFR, AICAR) asi como en proteinas de transporte- excrecion (RFC,
transportadores del tipo ABC) y en enzimas del metabolismo del farmaco
(FPGS y GGH).

Algunos hallazgos en la farmacogenética de metotrexato:

e MTHFR. Dos SNPs del gen MTHFR han sido ampliamente estudiados.
Primero, el SNP C677T (rs1801133, cambio de Ala222Val) provoca una
disminucion del 40% de la actividad enzimatica en heterocigos y de un
70% en homocigos, este genotipo esta presente en un 10% de la
poblacion caucasica15. Un meta-analisis reciente realizado a partir de 55
articulos cientificos, involucrando a mas de 1,400 pacientes con artritis
reumatoide, ha mostrado que el C677T esta asociado en forma
significativa al incremento en toxicidad (Odd ratio=1.716). Asimismo,
otros estudios han encontrado asociacion del C677T con toxicidad y con

una menor probabilidad de supervivencia en pacientes con LLA17,18,19,
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aunque en otros estudios no se ha encontrado asociacion alguna entre el

C677T y algun tipo de riesgo.

El SNP A1298C (rs1801131, cambio de Glu429Ala) de la MTHFR
también ha sido analizado con respecto a la respuesta a MTX. Los
resultado también han sido contradictorios pues algunos ensayos no han
encontrado asociaciéon del A1298C con toxicidad o riesgo por MTX,
mientras que estudios en linfoma no Hodgkin20, en enfermedad
inflamatoria intestinal21 y en pacientes que recibieron trasplante de
médula 6sea22 mostraron que los homocigos 1298CC fueron mas
propensos a desarrollar reacciones adversas al MTX. Aunque el A1298C
también se ha reportado como asociado al tratamiento para la artritis
reumatoide, el meta analisis de Fisher16 concluye que este SNP no esta

asociado con la toxicidad inducida por MTX.

DHFR. Es una de las enzimas blanco del farmaco, su inhibicién
desacopla la sintesis de tetrahidrofolato y afectan a las enzimas
dependientes de folato. Se ha descrito que polimorfismos en la zona
promotora incrementan su expresion y estan asociados a mecanismos
de resistencia a MTX23,24,25.

ATIC. Los conjugados de metotrexato con glutamato (Pg-MTX) poseen
acitividad inhibitoria sobre la enzima ATIC, enzima bifuncional que
cataliza los procesos finales de la sintesis de purinas. Dervieux y
colaboradores26 encontraron que en los homocigos GG del SNP C347G
(cambio de Treonina 116 a Serina) se incrementa la probabilidad de
responder adecuadamente a MTX comparado con los genotipos

heterocigos CG u homocigos CC.

Del mecanismo de accidn se destaca que es necesario el ingreso del
farmaco y un tiempo de residencia intracelular adecuado para ejercer su

efecto en las células neoplasicas; esto recae en la actividad de las
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proteinas de transporte como RFC (ingreso), ABCB1, ABCG2 (exporte
mediante ATP) y de enzimas de metabolismo intracelular como FPGS

(poliglutamilacion) y GGH (hidrdlisis de poliglutamatos).

RFC. El polimorfismo mas estudiado en el gen RFC (gen SLC19A1) es el
80G>A (rs1051266). Este SNP consiste en una sustitucién de Guanina
por Adenina en la secuencia CACACGAGG CGC CGCCAGGAC, con
cambio de Arginina (CGC) por Histidina (CAC) en el aminoacido 27. Las
frecuencias alélicas por poblaciones de acuerdo a la base HapMap

indican diferencias de acuerdo al origen étnico :

Origen étnico Alelo G Alelo A
CEU (Europeo) 0.562 0.438
MEX (Mexicanos en USA) 0.670 0.330
HCB (Este de Asia) 0.488 0.512
JPT (Japonés) 0.442 0.558
YRI (Nigeria, Africa) 0.310 0.690
ASW/(Africanos en USA) 0.531 0.459
CHB (Chinos de Beijing) 0.512 0.488
CHD (Chinos en USA) 0.535 0.465
GIH (Hindus en USA) 0.608 0.392

Frecuencia alélica reportada por HapMap para el SNP rs1051266

ABCB1. Para este gen se han reportado diferentes polimorfismos,
algunos de estos pueden afectar la actividad de excretar diferentes

farmacos.

El SNP rs1045642, también nombrado C3435T, es un polimorfismo
sinébnimo (lle) con secuencia de AAGAGAT [A/C/T] GTGAGGG. Se
reportd que el genotipo TT disminuye la expresion de la proteina en
lineas celulares de cancer de mama y ovario39; en relacion a esto, Kafka
y colaboradores40 en su estudio realizado en 68 pacientes con cancer
de mama bajo quimioterapia con antraciclinas y taxanos muestran que
existe una potencial correlacion del genotipo con la respuesta
terapéutica, el genotipo TT esta relacionado con un incremento en la
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respuesta farmacoldgica a la quimioterapia (p= 0.029, prueba exacta de
Fisher). Para el genotipo CC se reporta que esta asociado (p= 0.16) con
un incremento en la “clarificacion” de etopdsido en nifios con LLA41. Asi
mismo, se reportd que pacientes refractarios a los farmacos
antiepilépticos poseian principalmente el genotipo CC del rs1045642
(OR= 2.66, 95% IC: 1.32 — 5.38; p=0.006), aunque este SNP se incluy6
en un bloque extenso de desequilibrio de ligamiento, lo cual podria
implicar que el polimorfismo per se es la causa de la resistencia

farmacolégico sino mas bien estar ligado a la variante causal42.

Leal-Ugarte y colaboradores43 reportaron la frecuencia génica de este
SNP para poblacién pediatrica mexicana en 107 nifios con LLA y 117
nifos sanos, no se encontrd asociacion de genotipos con mayor riesgo
de esta neoplasia (frecuencias: CC=0.17 vs 0.14; CT=0.61 vs 0.53 y
TT=0.22 vs 0.33 en nifios con LLA y sanos, respectivamente) aunque no
se determiné riesgo por toxicidad, niveles plasmaticos de antineoplasicos
o variables de mejoria entre los 16 pacientes, por lo tanto es de nuestro
interés conocer la frecuencia alélica y génica de este SNP y su posible
relacion con los niveles intracelulares de metotrexato en pacientes con
LLA.

Finalmente, otro SNP reportado para el gen Abcb1 con asociacion clinica
relevante es el rs2032582 (G2677T/A) qué es del tipo no sinbnimo con
secuencia CTAGAAGGT GCT GGGAAGGT, el SNP GCT codifica para
Alanina, TCT para Serina y ACT para Treonina en el aminoacido 893 de
la secuencia proteica. La variante T posee un 2.6 mayor riesgo de
desarrollar cancer de pulmon, particularmente el llamado carcinoma de
células escamosas (Cl 1.7-40, p <0.001). Parece existir efecto de dosis
génica, dado que los homocigos TT poseen mayor riesgo global (odd
ratio= 6.75 comparado a los homogicos AA, ClI 3.0-15.2). La frecuencia

génica reportada por la base HapMap para los polimorfismos de Abcb1:
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Origen étnico rs2032582 rs1045642

Alelo T Alelo C Alelo A Alelo G

CEU (Europeo) 0.469 0.531 0.571 0.429
MEX (Mexicanos en USA) 0.430 0.570 0.460 0.540
HCB (Este de Asia) 0.589 0.411 0.402 0.598
JPT (Japonés) 0.552 0.448 0.459 0.541
MKK (Kenia, Africa) 0.087 0.913 0.152 0.848
ASW(Africanos en USA) 0.094 0.906 0.202 0.798
CHD (Chinos en USA) 0.506 0.494 0.369 0.631
GIH (Hindus en USA) 0.653 0.347 0.597 0.403

Frecuencia alélica reportada por HapMap para los SNPs rs2032582 y
rs1045642.

ABCG2. Para el gen Abcg2 se han reportado 21 SNPs en la regién
codificante para la proteina y otros mas en los intrones y en las regiones
5'UTR y 3'UTR. Se han reportado tres SNPs con relevancia clinica44,45.
El SNP C421A (rs2231142) ha sido reportado generar una proteina de
baja expresion y con baja actividad y se ha asociado con eventos
adversos por metotrexato46. Este SNP tiene una secuencia AACTTA
CAG TTCTCA con cambio de Glutamina (CAG) a Lisina (AAG).

Otro SNP reportado para Abcg2 es el G34A (rs2231137) el cual se ha
asociado con la susceptibilidad de linfomas de células B grandes
difusas47; este polimorfismo es del tipo no sinbnimo y tiene una
secuencia reportada de TTTTATCCCA GTG TCACAAGG, con cambio
de Valina (GTG) a Metionina (ATG). La frecuencia génica reportada por

la base HapMap para los SNPs de Abcg2

Origen étnico rs2231142 rs2231137
Alelo T Alelo C Alelo A Alelo G
CEU (Europeo) 0.889 0.111 0.983 0.017
MEX (Mexicanos en USA) 0.800 0.200 n.d. n.d.
HCB (Este de Asia) 0.708 0.292 0.711 0.289
JPT (Japonés) 0.657 0.343 0.807 0.193
MKK (Kenia, Africa) 0.990 0.010 n.d n.d.
ASW/(Africanos en USA) 0.962 0.038 n.d n.d.
CHD (Chinos en USA) 0.685 0.315 n.d. n.d.
GIH (Hindus en USA) 0.938 0.062 n.d. n.d.

Frecuencia alélica reportada por HapMap para el SNP rs2032582 y
rs1045642.
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Efectos adversos

Comunes: mucositis, nauseas, vomitos y diarrea

Mielosupresion: usualmente limitada a la dosis. El nadir de los leucocitos puede

presentarse 4-7 dias y recupera a los 14 dias.

Menor frecuencia:

-Reacciones en piel como Sindrome de Steven Johnson, Necrolisis epidermica

toxica, dermatitis exfoliativa, necrosis, eritema multiforme.

-Toxicidad pulmonar: neumonitis por hipersensibilidad, fibrosis

-Neurotoxicidad: disfuncion cerebral aguda presente a los 6 dias de tratamiento
y resuelve 48-72hrs. Encefalopatia cronica con demencia y disfuncién motora

puede presentarse meses después del tratamiento y llegar a ser permanente.

-Elevacion de las enzimas hepaticas, por lo que se aconseja su monitorizacion.

Con menor frecuencia y cirrosis hepatica.
Se observa menos efectos adversos y abandono de tratamiento al adicionar

acido folinico en dosis moderadas (100-1,000mgm2) y dosis altas (mayor

1,000mgm2), sin una disminucion en la eficacia clinica.’"

Se debera modificar la dosis en pacientes con falla renal o hepatica.
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Vill. MATERIAL Y METODO

Es un estudio Prospectivo, Observacional, Analitico y Longitudinal.

Poblaciéon: La poblacién objetivo fueron los pacientes del servicio de Hemato-

Oncologia con diagnostico de leucemia linfoblastica aguda.

Criterios de inclusion: Se incluyeron pacientes del Instituto Nacional de
Pediatria (INP) con LLA entre 1 y 17 anos de edad con tipo de riesgo definido
por factores clinicos, morfoldgicos y moleculares. La quimioterapia debe incluir
metotrexato en la fase de consolidacion. Todos los pacientes tendran una carta
de consentimiento informado por parte de los padres y/o tutores, en el caso de
que el pacientes sea mayor de 10 afos deberan firmar Carta de

Asentimiento.(anexo 1)

Criterios de exclusion: Pacientes con falla renal, falla hepatica, transfusion
sanguinea previa al estudio, desnutricion de grado Il y/o cualquier afeccion que

pueda afectar la determinacién de los niveles del farmaco.

Criterios de eliminacion: Pacientes a quienes se les retird el metotrexato de la
quimioterapia, no acudan regularmente a su tratamiento (No apego al
tratamiento: determinado por un porcentaje menor al 50% de administraciones
efectivas), retiren voluntariamente su consentimiento y/o asentimiento para
participar en el estudio y aquellos pacientes en los que no se obtenga la
cantidad de muestras suficientes para el analisis de concentraciones del

farmaco.

Ubicaciéon del estudio:. El proyecto se desarroll6 en la Torre de Investigacion
“Dr. Joaquin Cravioto”, 3er. Piso, Laboratorio de Farmacologia, en el
Laboratorio de Hemato Oncologia y de Inmunogenética Molecular del Instituto

Nacional de Pediatria.
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Toma de muestras: Se tomaran muestras de sangre (5 mL) a los pacientes
antes de la administracion de metotrexato (pre-dosis) asi como a las 2, 24 y 36
horas del inicio de administracion del farmaco durante la fase de consolidacién
(dosis de 2 6 5 g/m2sc), esto en base a los Protocolos Técnicos Cancer en
Nifios. Las muestras seran analizadas por HPLC para la cuantificaciéon de

metotrexato y sus metabolitos.

La cuantificacion de metotrexato y sus metabolitos intracelular (poliglutamil
metotrexatos) se realizara mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) en muestras de sangre, plasma o células de sangre periférica de

pacientes cursando leucemia y bajo quimioterapia con metotrexato.

Cuantificacion de metotrexato en sangre periférica y plasma.

En el desarrollo del método analitico se adecu6é un método de extraccion y
analisis por HPLC de tres diferentes articulos cientificos citados; de los autores;
(Assadullahi, 1990), (Sparreboom, 1999), (Moghbel, 2003).

Para establecer la curva de calibracion y acorde al equipo utilizado en el
laboratorio de farmacologia del INP, se utiliz6 como referencia en el rango

superior de cuantificacion del articulo del autor (Sparreboom, 1999).

El método desarrollado consistio en lo siguiente:

e Reactivos: Metotrexato grado USP (98% pureza para HPLC) para la
preparacion de los estandares de calibracion, Tetrahidrofurano, Dihidrogeno
fosfato de sodio monohidratado (NaH,PO4.H,O) ambos grado HPLC, fueron
utilizados para la preparacién de fase movil, n-butanol, acetona, éter dietilico;

grado analitico fueron utilizados en la extraccion.
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e Preparacion de las disoluciones de MTX para la curva de calibracion y

concentraciones de la curva de calibracion.

Acorde a la literatura consultada el MTX es soluble en SSI ligeramente alcalina,
por lo que se prepard una solucion stock de MTX a una concentracion de
1mg/mL de la cual se realizaron disoluciones para obtener los 7 puntos de la

curva de calibracién y los tres controles de calidad.

De la solucion stock de 1mg/mL, se obtuvo una segunda solucion stock de

100ug/mL ambas utilizadas para la preparacion de la curva de calibracion.

Punto de la curva. Concentracion final en Concentracion de la mL a tomar de las Volumen a aforar.
sangre. solucién de trabajo. soluciones stock.
1 0.25 pg/mL 2.5 pg/mL 125 pL de 100 pg/mL 5mL
2 0.50 pg/mL 5.0 pg/mL 250 pL de 100 pg/mL 5mL
3 1.00 pg/mL 10.0 pg/mL 500 pL de 100 pg/mL 5mL
4 2.50 pg/mL 25.0 pg/mL 125 pL de 1000 pg/mL 5mL
5 5.00 pg/mL 50.0 pg/mL 250 pL de 1000 pg/mL 5mL
6 7.50 pg/mL 75.0 pg/mL 375 pL de 1000 pg/mL 5mL
7 10.00 pg/mL 100.0 pg/mL 500 pL de 1000 pg/mL 5mL
Cb 0.75 pg/mL 7.5 pg/mL 375 pL de 100 pg/mL 5mL
Cm 4.00 pg/mL 40.0 pg/mL 200 pL de 1000 pg/mL 5mL
Ca 8.00 pg/mL 80.0 pg/mL 400 pL de 1000 pg/mL 5mL

Concentracion de la curva de calibracion y disoluciones para su preparacion.

e Extraccion. A un volumen de 250 pL de muestra (sangre, plasma o
leucocitos) se adicionaran 50 pL de SDS 0.15M y se homogenizaran por 60s en
un agitador de toque (Vortex®). La extraccion del compuesto se realizard con
250 pyL de acetona mediante agitacion en Vértex por 5 min y posterior
centrifugacion a 10,000 rpm por 10 minutos. Se recolectara el sobrenadante y
se descartara el precipitado.

Al sobrenadante se adicionaran 400 pyL de butanol y 500 uL de éter dietilico
para llevar a cabo una segunda extraccion. Se homogeneizara la mezcla por 5

minutos en Vortex y se centrifugara a 10,000 rpm por 10 min. Se recupera la
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fase acuosa (inferior) descartando el sobrenadante de la segunda extraccién. El
volumen recuperado se aforara a 110 yL con SSI y se inyectaran 100 uL al

sistema cromatografico.

Imagen, método de extraccion MTX en sangre.

Imagen: Extraccion MTX en plasma.
e Separacidon y deteccidon. El sistema cromatografico consiste en una
bomba Waters modelo 515, un autoinyector Waters modelo 717 y un
detector Waters UV/Vis modelo 486. La separacion se llevara a cabo a

temperatura ambiente en una columna Gemini C18 (Phenomenex) de
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150 x 4.6 mm, 5 ym, con fase mévil de fosfato monobasico de sodio pH
4.85 (50 mM) vy tetrahidrofurano (95:5 v/v) a una velocidad de flujo de

1.0mL/min. El compuesto se detectara a 313 nm.

Autoinyector Detector

Cuantificacion. Para determinar la cantidad de metotrexato en las
muestras analizadas se empleara una curva de calibracidn con
concentraciones de 25, 100, 200, 400, 800 y 1000 ng/mL del farmaco.
Para determinar parametros como repetibilidad y reproducibilidad del
ensayo se emplearan concentraciones control de 75, 400 y 800 ng/mL.
Se cuantificara el farmaco en las muestras por la relacién de area bajo la
curva del pico de metotrexato con respecto a la curva de calibracion. La
curva de calibracion de seis puntos debera tener un coeficiente de
correlacion (r) igual o mayor a 0.99 para ser empleada en la

cuantificacion del compuesto.

Analisis de polimorfismos de genes involucrados en el metabolismo y
transporte de MTX.

Obtencion de leucocitos

La fraccidn enriquecida de leucocitos se obtiene de sangre total al
centrifugar la sangre a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.
Después de la centrifugacion, se observan 3 diferentes fracciones: la
capa clara superior (plasma); la capa intermedia (botén leucocitario) que
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contiene la fraccidn enriquecida de leucocitos y la capa del fondo que
contiene eritrocitos concentrados. El botdn leucocitario se obtiene
mediante pipeta Pasteur de punta larga cuidando de transferir la menor

cantidad de plasma vy eritrocitos.

Procedimiento de purificacion

El botdn leucocitario se lava con buffer RCLB (red cell lysis buffer)
mediante centrifugacion a 3000 rpm por 10 minutos decantando tantas
veces como sea necesario para que el sobrenadante aparezca claro. Se
transfiere el botdn lavado y se incuba en buffer AL® y proteinasa K a 56
°C durante un dia. Posteriormente, se agrega etanol puro, se agita en
Vortex por 30 segundos, se transfiere a columna QlAamp Mini Spin

Column, se centrifuga a 8000 rpm por 1 minuto y se decanta.

A la columna se agregan 500 uL de buffer AW1®, se deja en reposo por
3 minutos, se centrifuga a 8000 rpm por 1 minuto y se decanta. A
continuacion, se agregan 500 pL de buffer AW2® se deja en reposo por

3 minutos, se centrifuga a 12000 rpm por 1 minuto y se decanta.
Finalmente, el tubo colector de la columna se cambia por uno nuevo y se
eluye el ADN mediante 200 yL de buffer AL®, incubacién a 60 °C por 10

minutos y 9000 rpm por 1 minuto.

El ADN extraido se almacena para preservacion a 4 °C hasta su uso

como dilucién a 10 ng/pL.

Analisis de los polimorfismos

Se determinara la frecuencia génica de los SNPs rs1544105 (FPGS),
rs3758149 y rs11545078 (GGH) (Tabla 3) los cuales como se ha
descrito en la seccion de introduccion han demostrado influir en la
respuesta terapéutica del metotrexato. Los polimorfismos seran
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genotipificados mediante ensayos de PCR en tiempo real empleando
sondas Tagman para discriminacién alélica validados por Applied

Biosystems-TagMan® SNP Genotyping Assays.

Gen Gene ID dbSNP SNP SondasTagman Sustitucion Cambio

FPGS 2356 rs1544105 hCV8342611 C_ 8342611 10 64G/A Intrénico

GGH 8836 rs3758149 hCV27512347  C_ 27512347 10 401C/T Promotor
rs11545078 hCV25623170 C_ 25623170 10 452CIT Tre 127 lle

Variantes polimoérficas a determinar en los genes en estudio.

Ensayos de genotipificacion

Los ensayos de genotipificacion para cada SNP se llevaran a cabo
mediante discriminacion alélica con sondas Tagman. Este ensayo se
basa en la amplificacion por PCR de un segmento del gen que contiene
el polimorfismo de interés mediante oligonucledtidos y posterior
discriminaciéon alélica mediante sondas que poseen unido
covalentemente un compuesto fluorescente (colorante reportero), se
emplean dos sondas: una que contenga uno de los dos tipos de
colorantes (VIC 6 FAM) y complementariedad por uno de los alelos y la
otra sonda posee el otro colorante y complementariedad por el otro alelo.
Ambas sondas contienen una molécula que es capaz de unirse al surco
menor del DNA (Minor Groove Binder, MGB) y que aumenta la
especificidad de unirse exclusivamente a su alelo asi como una molécula
que “apaga” la fluorescencia (Non fluorescent quencher, NFQ). Para la
discriminacion de alelos durante la amplificacion por PCR deben de

ocurrir los siguientes eventos:

Cada una de las sondas debe unirse especificamente a su secuencia
complementaria ubicada entre los sitios de union de los primers sentido y
antisentido. Si la sonda Tagman esta intacta, la cercania entre el
colorante reportero y la molécula NFQ resulta en la supresién de la
fluorescencia. La DNA polimerasa corta solo el extremo 5 de las sondas
Tagman que se hibridaron en su sitio blanco. El corte enzimatico separa

el colorante reportero del “quencher”, lo cual resulta en un incremento en
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la fluorescencia especifica para el reportero. Este incremento ocurre solo
si la secuencia amplificada es complementaria a la sonda. Asi, la sefal
fluorescente generada por el PCR indica a los alelos presentes en la

muestra en la figura

Discriminacion alélica mediante amplificacion por PCR y sondas
Tagman.

El incremento en una sola senal de fluorescencia indica homocigocidad
(para el alelo 1 6 el alelo 2) mientras que el incremento en ambas
senales de fluorescencia indica heterocigocidad. Por lo tanto para llevar
a cabo el ensayo se requiere de 2 oligonucledtidos (primers) para
amplificar la region de interés y 2 sondas Tagman-MGB para llevar a
cabo la discriminacion de alelos

El procedimiento descrito para este ensayo es el siguiente:
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Preparar la mezcla de reaccion mediante la adicion de 5 pL de 2X
Tagman universal PCR Master Mix, 0.25 yL de sonda adecuada SNP
Genotyping assay mix , 3 uL de la muestra de ADN diluida a 10ng/uL y
1.75 ul de agua estéril libre de DNAsas. Configurar el sistema Abi Prism
7700 SDS para llevar a cabo la amplificacion por tiempo real bajo las

siguientes condiciones:

Inicio Desnaturalizacién Apareamiento/Extension
Tiempo 10 segundos 10 minutos 1.5 minutos
Temperatura 60 °C 95 °C 60 °C

Después de la amplificacion, se debe realizar una lectura de placa de
punto final. En este paso el software SDS (Sequence Detection System)
calcula las mediciones de fluorescencia realizadas durante la lectura de
la placa y grafica los valores basados en las sefales de cada pozo. Con
este software se puede determinar que alelos estan presentes en cada

muestra.

En el presente estudio, en cada una de las muestras de DNA de los
pacientes en estudio se llevara a cabo un ensayo de genotipificacion

para cada SNP a determinar

Infraestructura

El laboratorio de farmacologia experimental cuenta con los insumos, espacio, y
equipos necesarios para el tratamiento de las muestras bioldgicas y la
extraccion del metotrexato, posee varios equipos cromatograficos que seran
usados para las cuantificaciones del farmaco; 2 HPLC con inyectores
automatizados, bombas y detectores de UV y florescencia (Waters, USA). Para
el control de estos equipos se cuenta con software especializado, como

Millenium 32 y Empower 2.
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Equipo general de laboratorio: balanza analitica y granataria, potencidmetro,

bafo sonicador Branson Sonifier 450, micropipetas, cristaleria, microcentrifugas

de mesa, agitadores magnéticos, estufas de

incubacion,

campana de

extraccion, equipo de extraccion, un refrigerador ajustado a 4°C, otro a -20°C y

un ultracongelador de -80°C.

Definicion de variables.

Variable Definicion operacional Clasificacion Categoria

Se definen por factores clinicos (edad, sexo, Cualitativa Bajo

Grupo de riesgo recuento de Dblastos) vy biologicos (estirpe ordinal Habitual
leucémica, antigenos de superficie, etc.) que Alto
inciden en el pronostico de remision. Muy alto

Género Caracteristicas biolagicas que permiten Cualitativa Masculino
diferenciar entre hombre y mujer. dicotomica Femenino

Edad Tiempo transcurrido desde el nacimiento del Cuantitativa Afios
sujeto. continua

Dosis de Cantidad de farmaco administrado por via IV en Cuantitativa 2 g,’m:sc

metotrexato infusion continua por 24 h discreta 5 g/m~sc
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Analisis estadistico

Se presentaran las frecuencias de las variables categédricas, y medidas de
tendencia central de las variables continuas. Se realizara un analisis de
varianza con una prueba ANOVA de medidas repetidas para comparar por
grupos (polimorfismos) y la concentracion de metotrexato total, asi mismo,
mediante prueba de ANOVA de medidas repetidas para comparar por grupos
(polimorfismos) y la concentracion de metotrexato libre. Este mismo tipo de
anadlisis sera realizado para comparar por grupos (polimorfismos) y la
concentracion de metotrexato intracelular. Se buscara la correlacion entre los
polimorfismos de los genes en estudio y la concentracion del metotrexato.
También se buscara la correlacién entre estos SNPs y la presencia de

reacciones adversas (nausea, vomito, inducidas por el farmaco.

Etica

Este estudio se basara en los principios de buena practica clinica y acorde
a los lineamientos del Reglamento de la Ley General de Salud en materia
de Investigacion en Salud. De acuerdo al Art. 17 del Reglamento este
estudio presenta un riesgo minimo para el paciente (puncidon venosa con
volumen menor a 450 mL en dos meses). Todos los datos personales de
los pacientes en el estudio se mantendran de manera confidencial
mediante la codificacion de los nhombres y numeros de expediente. Se
obtendra el consentimiento de los padres y/o tutores de los pacientes
pediatricos incluidos en este protocolo y el asentimiento para nifios
mayores de 10 afos. Solo personal médico y/o de investigacion
participante en este proyecto tendra autorizacién para la revision/analisis
de resultados. El presente estudio no interferira y/o modificara de alguna

manera el régimen de quimioterapia implementado por el oncélogo.
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IX. RESULTADOS

El presente estudio realizado con 27 pacientes pediatricos del Instituto Nacional
de Pediatria con diagnéstico de leucemia aguda linfoblastica muestra los

siguientes resultados:

El rango de edad predominantemente afectado fue entre 2 y 10 afios con 15
pacientes, equivalente al 56% de la poblacion y el 44% restante es
representado por las edades de riesgo, siendo mayoritario con un 37% (10

pacientes) los mayores de 10 afios. (Ver tabla N°1)

El sexo que mas predomina es el masculino con 17 pacientes, equivalente al
63% y el 37% restante es representado por 10 pacientes del sexo femenino.
(Ver tabla N°2)

La procedencia de los pacientes eran 11 (41%) de Ciudad de México y Estado
de México respectivamente y 1 (4%) de Hidalgo, Guanajuato, Morelos, Oaxaca

y Baja California respectivamente. (Ver tabla N° 3)

El 93% de los pacientes, representado por 25 nifios fueron clasificados de alto
riesgo y apenas el 7% (2 pacientes) fueron de riesgo habitual. (Ver tabla N°4)
Por dicha razén, 22 pacientes (81%) recibieron dosis de metotrexato a 5gm2do

y el restante de pacientes a 2gm2do. (Ver tabla N°5)

De los 27 pacientes incluidos en este estudio, 15 pacientes (55%) tuvieron
concentracion de niveles de metotrexato en plasma mayor que en sangre
durante las primeras 24hrs horas de la infusion, alcanzando niveles

equiparables en plasma y sangre a las 36 hrs de infusion. (Ver tabla N°6)

Para el analisis de pacientes con polimorfismos se excluyeron 2 pacientes por

no haber arrojado el ensayo de discriminacién de alelos algun resultado,
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quedando un total de 25 pacientes para dicho analisis. El 44% de la poblacion
en estudio (11 pacientes) presentaban algun tipo de polimorfismo en GGH
(rs375149) o FPGS (rs1544105) y de estos 1 paciente presentaba ambos
polimorfismos que les confiere riesgo de reacciones adversas o incremento en

la resistencia al metotrexato. (Ver tabla N°7)

La frecuencia alélica del polimorfismo rs3758149 TT fue del 42%. EI 50% de
los pacientes que portaban este polimorfismo tenian concentraciones en plasma
de metotrexato mayor de 5umol/L a las 24hrs posterior a la infusién de

metotrexato a altas dosis (2 0 5 gramos/m2/do). (Ver tabla N°8)

La frecuencia alélica del polimorfismo rs1544105 fue para AG 20% y AA 8%. El
37.5% de pacientes que portaban este polimorfismo tenian concentraciones en
plasma de metotrexate inferior a 2 ymol/L a las 24hrs posterior a la infusion de
metotrexato a altas dosis (2 0 5 gramos/m2/do) y niveles entre 0.19-1 ymol/L a
las 36 hrs. (Ver tabla N°9)
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X. DISCUSION DE RESULTADOS

De los resultados obtenidos en el estudio realizado podemos afirmar lo

siguiente:

La mitad de los pacientes con polimorfismo rs3758149 TT debido a las
concentraciones de metotrexato alcanzadas en plasma mayores incluso a 10
pmol/L que es el limite superior reportado como de riesgo para algun tipo de
toxicidad secundaria al metotrexato, lo que se correlaciona con la literatura
basada en los estudios de China en los cuales se menciona que este tipo de
polimorfismos les confiere a los pacientes 4.8 veces mas riesgo de mayor
produccion de poliglutamatos y por ende mas reacciones adversas incluso con

bajas dosis de metotrexato.

La frecuencia alélica del polimorfismo rs3758149 es mayor a la reportada en la
literatura de poblacién China donde se menciona que la frecuencia para TT
2.2%, CT 13%, CC 84.8%, siendo en nuestros pacientes de 16%, 52% y 32%
respectivamente. Sin embargo, en cuanto a T es similar a la reportada en la

poblacién europea (30.8%)

Menos de la mitad de los pacientes que presentaron polimorfismo rs1544105
tuvieron concentraciones de metotrexato en plasma inferiores a las esperadas a
las 24 horas de infusidn, alcanzando concentraciones equivalentes a las
esperadas a las 42 o 54 hrs de infusidon debido a que este tipo de pacientes
tendran pobre respuesta al tratamiento por la resistencia secundaria a la baja
produccion de poliglutamatos, confiriéndoles un riesgo de recaidas. Todo lo

anteriormente descrito se correlaciona con la literatura.

La frecuencia alélica del polimorfismo rs1544105 es muy similar a la reportada

en poblacién China 34% y en nuestro pacientes del 32%. Al compararla con la
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poblacidn europea, este tipo de alteracién es menor en nuestros pacientes, ya

que presentan un frecuencia del 64.2%.

46



XI. CONCLUSIONES

La frecuencia alélica del polimorfismo GGH (rs3758149) en nuestros pacientes
con diagnostico de leucemia aguda linfoblastica es mayor a la reportada, de lo
que se puede deducir que nuestros pacientes tiene mayor riesgo de presentar
reacciones adversas durante las infusiones de metotrexato altas dosis por la
susceptibilidad a presentarlas incluso con dosis bajas.

El polimorfismo de FPGS (rs1544105) se encuentra con una frecuencia
similar a poblacion China y en menor frecuencia que la poblacion
Europea. Los casos con este polimorfismo tuvieron concentraciones de
metotrexato en plasma a las 36hrs subodptimos y equivalentes a lo
esperado incluso hasta las 54hrs de infusion.
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Xil. RECOMENDACIONES

Con base en las conclusiones obtenidas, se recomienda lo siguiente:

e Realizar nuevos estudios en donde se realice la correlacion entre

polimorfismos, niveles de metotrexate y reacciones clinicas.

¢ Individualizar la terapia de los pacientes segun hallazgos encontrados

con el fin de disminuir morbilidades y fallas en el tratamiento.

e En caso de no contar con estudios de farmacogenética, se sugiere tomar
de forma seriada niveles de metotrexate para valorar depuracion del
metotrexato de cada paciente y evitar niveles sub oOptimos o supra

terapéuticos con dosis administradas de metotrexato.
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Tablas

Tabla 1. Distribucién por rangos etareos de los pacientes pediatricos con
diagnéstico de LLA.

<2 ainos 2-10 aflos  >10 afios Total
2 15 10 27
7% 56% 37% 100%

Tabla 2. Distribucion por sexo de los pacientes pediatricos con
diagnéstico de LLA.

Femenino Masculino Total
10 17 27
37% 63% 100%

Tabla 3. Distribucion por lugar de procedencia de los pacientes
pediatricos con diagndstico de LLA.

Procedencia N° %

Ciudad de México 11 41%

Edo México 11 41%
4%
4%
4%

Hidalgo
Guanajuato
Morelos
Oaxaca 4%
Baja California 4%
Total 27 100%

[ N O N =Y

Tabla 4. Distribucion de los pacientes pediatricos segun riesgo al
diagnéstico de LLA

Alto Habitual Total
25 2 27
93% 7% 100%

Tabla 5. Dosis de metotrexato administrada durante la consolidacion a los
pacientes pediatricos con diagnéstico de LLA

2gm2do 5gm2do Total
5 22 27
19% 81% 100%
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Tabla 6. Concentracion de metotrexato en sangre y plasma de pacientes
pediatricos con diagnostico de LLA. Datos presentados en umol/L de

farmaco.
SANGRE TOTAL (umol/L) PLASMA (umol/L)
2HRS 24HRS 36HRS 2HRS 24HRS 36HRS
LAL-1 53.35 7.00 0.66 80.95 10.40 0.91
LAL-6 41.82 14.58 0.69 59.53 20.24 0.89
LAL-8 38.17 9.39 1.00 46.10 9.81 0.36
LAL-10 22.93 18.48 0.41 33.85 14.52 20.34
LAL-11 33.73 2.92 1.27 62.71 0.00 2.05
LAL-14 6.91 0.43 0.22 17.75 0.32 0.32
LAL-19 32.87 1.04 17.47 24.46 1.31
LAL-21 35.22 37.36 0.72 51.81 55.54 0.66
LAL-22 27.58 16.24 0.40 29.18 15.62 1.75
LAL-23 44.43 22.75 2.03 37.87 29.82 1.46
LAL-24 49.13 25.40 1.28 57.02 40.81 1.90
LAL-25 37.70 0.90 0.67 60.59 26.37 0.85
LAL-26 77.83 24.14 1.60 82.37 1.19 1.19
LAL-28 68.24 2.44 0.00 59.57 241 1.39
LAL-30 23.29 16.16 0.51 21.62 11.59 0.25
LAL-31 90.21 27.57 0.28 78.65 25.73 2.27
LAL-32 13.71 3.39 1.38 23.71 5.65 0.64
LAL-38 60.08 44 .24 0.52 50.79 39.05 2.10
LAL-39 4.56 4.02 2.87 35.29 5.29 4.88
LAL-41 9.43 9.44 0.37 19.73 11.44 0.40
LAL-1M 17.01 7.86 0.11 36.76 33.60 1.11
LAL-2M 11.79 1.08 0.05 27.27 22.12 0.19
LAL-3M 30.47 9.07 0.52 21.92 15.44 0.48
LAL-7M 10.54 3.92 1.65 22.23 6.31 1.26
LAL-8M 19.69 2.44 0.41 39.29 1.59 1.46
LAL-9M 11.73 1.76 1.61 33.39 1.44 0.77
LAL-10M 12.37 1.89 1.72 23.99 1.98 1.77
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Tabla 7. Determinacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) de
los genes FPGS (rs1544105) y GGH (rs3758149).

Polimorfismos

rs358149 rs1544105

LAL-1 CcT GG
LAL-6 cC GG
LAL-8 1T GG
LAL-10 cC GG
LAL-11 CcC AA
LAL-14 CcT GG
LAL-19 CcT AA
LAL-21 CcC GG
LAL-22 T GG
LAL-23 CcT GG
LAL-24 CcT AG
LAL-25 CcT GG
LAL-26 T AG
LAL-28 CcT GG
LAL-30 CcT GG
LAL-31 CcC AG
LAL-32 CcC GG
LAL-38 CcT GG
LAL-39 CcT GG
LAL-41 CcT AG
LAL-1M CcT GG
LAL-2M CcC AG
LAL-3M cC GG
LAL-7M u u

LAL-8M u U

LAL-9M CcT AG
LAL-10M T GG

Tabla 8. Distribucion por genotipo de y frecuencia génica del alelos del
polimorfismo rs3758149

GENOTIPO cC CcT T
PACIENTES 8 13 4
FRECUENCIA
ALELICA 0.58 0.42

*Calculada con 25 pacientes dado que en 2 de los analizados el ensayo de
discriminacion de alelos no arrojo resultados.
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Tabla 9. Distribuciéon por genotipo de y frecuencia génica del alelos del
polimorfismo rs1544105

GENOTIPO GG AG AA
PACIENTES 17 6 2
FRECUENCIA
ALELICA 0.8 0.2

*Calculada con 25 pacientes dado que en 2 de los analizados el ensayo de
discriminacion de alelos no arrojo resultados.
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Grafico 1. Distribucion por rangos etareos de los pacientes pediatricos

con diagnodstico de LLA.
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Grafico 2. Distribucion por sexo de los pacientes pediatricos con

diagnéstico de LLA.
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Grafico 3. Distribucion por lugar de procedencia de los pacientes
pediatricos con diagnodstico de LLA.
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Grafico 4. Distribucion de los pacientes pediatricos segun riesgo al

diagnoéstico de LLA
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Grafico 5. Dosis de metotrexato administrada durante la consolidacién a
los pacientes pediatricos con diagnoéstico de LLA
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Grafico 6. Concentracion de metotrexato en plasma de pacientes
pediatricos con diagnostico de LLA. Datos presentados en umol/L de
farmaco.
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Grafico 7.

farmaco.

Concentracion de metotrexato en plasma de pacientes
pediatricos con diagnostico de LLA. Datos presentados en umol/L de

Niveles de Metotrexato en Sangre
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Grafica 9. Distribucién por genotipo del alelos del polimorfismo rs1544105
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