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RESUMEN

TITULO: Frecuencia de polimorfimos del gen de la Tiopurina S-Metiltransferasa en pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda en CMN “La raza”.

ANTECEDENTES: La leucemia aguda es el resultado de la expansién clonal que da lugar a la proliferacién
incontrolada y acumulacion de células inmaduras denominadas blastos. En el caso de la Leucemia
Linfobl&stica Aguda (LLA) la afeccion clonal surge en la linea linfoide y representa el 85% de los casos en
nifios. Hasta el momento la etiologia de la LLA es multifactorial, sin embargo se ha encontrado que en 5% se
relaciona con aparicién de sindromes genéticos, inmunodeficiencia hereditaria o adquirida, etc. Las
manifestaciones clinicas de la LLA reflejan el grado de insuficiencia de la médula désea, de infiltracion
extramedular y de agudeza. El diagnostico debe ser complementado con radiografia de torax, aspirado de
médula ésea, inmunofenotipo, citoquimica, cariotipo y de biologia molecular, asi como puncion lumbar para
andlisis de liquido cefalorraquideo.

El éxito del tratamiento es atribuido en parte a la fase de mantenimiento que tiene como objetivo prolongar la
remisién obtenida durante la primera fase. Los principales farmacos utilizados en los protocolos estandar y
que son pilares en la fase de mantenimiento de la LLA son: metotrexate y los analogos de purinas (6-
mercaptopurina), la combinacion de estos dos da como resultado una accion sinérgica.

La 6 mercaptopurina se administra por 14 dias a dosis de 50 mg/m?/d via oral, en un esquema de 30
semanas. La 6-MP forma parte de las tiopurinas que son farmacos que actian como falso sustrato en el
proceso de sintesis, de los constituyentes esenciales de los &cidos nucleicos, provocando la sintesis de un
ADN anémalo o incluso la detencion del proceso de sintesis de los &cidos nucleicos.

El metabolismo de la 6-MP es por tres vias; xantinooxidasa (XO), tiopurina S-metiltransferasa (TPMT) e
hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HPRT).Estas vias tienen como finalidad la produccién de sus
metabolitos activos (meTIMP, 6-tio-ITP y 6-TGNs) pueden incorporarse al ADN e iniciar la muerte celular.

Uno de los efectos adversos mas frecuentes es la toxicidad hematoldgica presentando anemia, leucopenia,
trombocitopenia y neutropenia. La TPMT muestra un polimorfismo genético. El impacto de la dosis de 6-MP
es un factor importante para la supervivencia libre de eventos en los nifios con leucemia. Por lo tanto el
analisis de los polimorfismos del gen TPMT es importante en la evaluaciéon de pacientes que requieren
tiopurinas como parte del tratamiento, en diversos estudios se han demostrado una frecuencia en la poblacion
de los polimorfismos de la TPMT con alta actividad en un 89-94%, actividad intermedia de 6-11% y muy raro
en individuos con baja actividad de 0.3%. Bajos niveles de TPMT resultan en altas concentraciones de
nucledtidos de tioguanina, lo que representa un factor de riesgo de toxicidad inducida por tiopurinas, mientras
los individuos con muy alta actividad de TPMT tendran respuestas terapéuticas reducidas a estos agentes.

La frecuencia y el patrén de alelos mutantes TPMT es diferente entre las diversas poblaciones étnicas. Por

ejemplo, los asiaticos (India, Pakistan) tienen una menor frecuencia de alelos mutantes de TPMT y todos los



alelos mutantes identificados hasta la fecha son TPMT*3A. En contraste con el Este y la poblacién de Africa
Occidental en el que la frecuencia de alelos mutante es similar a los caucasicos, donde todos los alelos
mutantes encontrados en las poblaciones africanas son TPMT*3C. Entre Los afroamericanos, TPMT*3C es la
mas frecuente, pero también se encuentran TPMT*2 y TPMT*3A. La frecuencias varian desde 0.5 a 0.2%
para TPMT*2, TPMT*3A de 0.8 a 5.7%. En los sujetos de raza blanca, TPMT*3A es la mas comun de los tres
alelos, con una frecuencia de 3.2 a 5.7%, mientras que TPMT*3C en LLA tiene una frecuencia del alelo 0,2-
0,8%. En México existen 3 estudios sobre polimorfismos de TPMT, el grupo de Investigadores encabezados
por Taja-Chayeb, Gonzalez del Angel y Moreno-Guerrero coincidencio que el polimorfismo mas frecuente fue
el TPMT*1 (85.62% a 93.19%), otros polimorfismos encontrados son el TPMT*2 (0.28%-3.75%), TPMT*3A
(5.69%), TPMT*3C (2.5%-3.54%).

El entusiasmo por la farmacogenética de TPMT se ha visto estimulado por la confirmacién de que el genotipo
de la TPMT se identifica en pacientes que estan en riesgo de toxicidad secundaria a 6-MP. La informacién
genética aportada por estos estudios, usados en combinacion con otras caracteristicas del paciente podrian
ayudar a disminuir los efectos adversos y lograr una terapia individualizada beneficiosa para el paciente en
cuestion.

JUSTIFICACION

La leucemia linfoblastica aguda es el tipo de cancer mas comun en menores de 15 afios y la frecuencia de
presentacién en la Ciudad de México puede llegar hasta un 57.6 por millon de nifios, el impacto a la salud es
muy alto, llegdndose a considerar es un tema prioritario de salud a nivel Nacional dentro del Instituto
Mexicano del Seguro Social. EI Centro Médico Nacional “La Raza”, es uno de los centros con mayor
experiencia en el tratamiento de los pacientes pediatricos con LLA. La variabilidad de la respuesta a los
esquemas de quimioterapia ha generado lineas de investigacién a nivel mundial. Se ha demostrado que el
genotipo de la TPMT se correlaciona directamente con la actividad de la enzima y esta a su vez tiene una
correlacion inversa con los niveles de TGNs dentro de los eritrocitos y células leucémicas. Numerosos
estudios han demostrado toxicidad hematoldgica grave que puede poner en riesgo la vida, después de la
administracion de dosis estandar de tiopurinas a pacientes que portan variantes no funcionales de TPMT y el
genotipo de TPMT predice el riesgo de toxicidad y parece influir en la respuesta al tratamiento en pacientes
pediatricos con leucemia linfoblastica aguda que reciben 6-MP. La deteccion y tipificacién de polimorfismos
genéticos como la TPMT que se propone en este estudio no se detecta de manera rutinaria en el servicio de
Hematologia Pediatrica y tampoco hemos evaluado las variaciones clinicas de los pacientes con LLA a las
tiopurinas durante su esquema de quimioterapia.

Este trabajo permitira evaluar la frecuencia de polimorfismos de TPMT que tenemos en nuestra poblacién de
pacientes pediatricos con LLA y de esta manera conocer si la pérdida congénita de la actividad del TPMT esta

asociada a la respuesta clinica que presentan los pacientes con LLA durante el tratamiento de quimioterapia a



base de tiopurinas. La informacién permitira revisar y detectar condiciones de mejora para alcanzar las metas
internacionales, asi como difundir los resultados a la comunidad médica con fines de mayor apoyo y

confianza en el tratamiento.

OBJETIVO: Conocer la frecuencia de polimorfismos de la tiopurina S-metiltransferasa (TPMT) en los
pacientes con diagnosticos de leucemia Linfoblastica aguda en el servicio de hematologia pediatrica de la
UMAE centro medico nacional “la raza’. OBJETIVOS ESPECIFICO: Identificar las frecuencias alélicas y
genotipicas de tiopurina S-metil transferasa
MATERIAL Y METODOS:
DISENO DEL ESTUDIO
Observacional, descriptivo, Transversal, Riesgo minimo.
Periodo del Estudio
Enero del 2015 a Enero 2017
UNIVERSO DE TRABAJO: Pacientes menores de 16 afios de edad, de ambos géneros, con diagndstico de
Leucemia Linfoblastica Aguda, atendidos en el servicio de Hematologia Pediatrica de la UMAE Hospital
General del Centro Médico Nacional La Raza.
TAMANO DE LA MUESTRA: De acuerdo al estudio realizado al grupo de Pérez-Saldivar y colaboradores en
2011, reporta que la leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el tipo méas frecuente de leucemia presentada en
la edad pediatrica constituyendo el 85.1% de los casos. Si consideramos que dentro de la presentacion de los
polimorfismos de TPMT que pudiera tener una repercusion clinica por tener una actividad intermedia, se
presenta en el 6%, por lo que proponemos:
N=Z?pq_
d2

n=(1.96)? (0.06) (0.94)

(0.05)
n=(3.84) (0.564) =86.6

0.0025

n= 87 pacientes

Considerando un 10% de pérdidas, se considerara una muestra de 96 pacientes.
VARIABLES DE ESTUDIO

VARIABLES DEMOGRAFICAS:

EDAD
DEFINICON CONCEPTUAL: Tiempo trascurrido desde el nacimiento del individuo hasta el diagndstico de la
leucemia.



DEFINICION OPERACIONAL: Se verifico la edad en afios desde el nacimiento hasta el diagnostico de LLA-B
de riesgo habitual registrada en el expediente del paciente y se registrara en la hoja de recoleccion de datos.
TIPO DE VARIABLE: Cuantitativa

ESCALA DE MEDICION: Discreta

INDICADOR: Afios

GENERO

DEFINICON CONCEPTUAL: Condicion bioldgica que distingue entre hombre y muijer.

DEFINICION OPERACIONAL: Se verifico en el expediente clinico que se consigné durante el examen fisico.
TIPO DE VARIABLE: Cualitativa

ESCALA DE MEDICION: Nominal dicotémica

INDICADOR: Hombre / Mujer

VARIABLE DEPENDIENTE

TIOPURINA

DEFINICON CONCEPTUAL: Antineoplasico antimetabolito no nucleosidico de las bases puricas.
DEFINICION OPERACIONAL: Se verifico en el expediente clinico.

TIPO DE VARIABLE: Cualitativa

ESCALA DE MEDICION: Nominal dicotémica

INDICADOR: Toma 0 no toma el farmaco.

VARIABLE INDEPENDIENTE:

POLIMORFISMOS DE TIOPURINA S-METILTRANSFERASA

DEFINICON CONCEPTUAL: Variacion en la secuencia de un lugar determinado del ADN entre los individuos
de una poblacién.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion por PCR tiempo real con sondas Tagman de los polimorfismos
de TPMT (2, 3*A, 3*B, 3*C)

TIPO DE VARIABLE: Cualitativa politomica

ESCALA DE MEDICION: Porcentaje

INDICADOR: Presente o ausente en uno o ambos alelos.

ANALISIS ESTADISTICO

® | os resultados se analizaron y se presentan por medio de tablas o gréaficas
e Para las variables cualitativas se determino las frecuencias de polimorfismos genéticos.

e Para las variables cuantitativas por medio de medidas de tendencia central y de dispersion.



CRITERIOS DE SELECCION
CRITERIOS DE INCLUSION:
1. Pacientes mayores de 1 mes y menores de 16 afios con Diagnéstico de LLA del servicio de
Hematologia Pediatrica del HG CMN Raza.
2. Que tutores o responsables firmen carta de consentimiento informado y con aceptacion mediante
carta de asentimiento informado para nifios mayores de 8 afios.
3. Que cuenten con expediente completo y con datos de laboratorio.

4. Pacientes sin comorbilidad durante el Tratamiento de LLA

CRITERIOS DE EXCLUSION:
a) Pacientes con hepatopatias y enfermedad renal primarias.
b) Sindrome de Down

c) Pacientes con LLA, que no cuente con expediente completo o que contenga los datos a analizar.

CRITERIOS DE ELIMINACION:
1. Pacientes que fallezcan durante su tratamiento.
2. Pacientes que no tengan completos los resultados de laboratorio.

3. Muestra insuficiente para deteccidn de polimorfismo

Recursos e Infraestructura

La unidad cuenta con un laboratorio e instalaciones que permitieron de manera segura emplear técnicas de
biologia para realizar y llevar a buen término la propuesta de determinacién de las variantes de tiopurina en
estos pacientes con LLA que se incluirdn como parte del estudio en este protocolo. Se tiene un sistema de
recepcion que asegura que la muestra sea procesada en un tiempo 6ptimo. Se cuenta con campanas de
bioseguridad para el correcto aislamiento y extraccion de DNA. También se cuenta con instalaciones que
evitan la contaminacién en los pasos criticos como es la adicién de la mezcla y amplificacion de la muestra
con los iniciadores especificos. Se cuenta con equipo especializado para llevar a cabo las determinaciones de

las variables con técnicas de biologia molecular como es el empleo de sondas TagMan.



ANTECEDENTES
DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA
La leucemia aguda es el resultado de la expansion clonal que da lugar a la proliferacion incontrolada
y acumulacién de células inmaduras denominadas blastos." Es la neoplasia maligna méas frecuente,
representando un 25-30% de todas las neoplasias en nifios.2En el caso de la Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA) la afeccién clonal surge en la linea linfoide? y representa el 85% de los casos en nifios.3
La incidencia de nuevos casos por afio en nuestro medio es de 49.3 por millon, lo que hace que sea
una enfermedad de suma relevancia.3
ETIOLOGIA
Hasta el momento la etiologia de la LLA es multifactorial, sin embargo se ha encontrado que en 5%
se relaciona con aparicion de sindromes genéticos (ej. Sindrome de Down), inmunodeficiencia
hereditaria o adquirida, como deficiencia de inmunoglobulina A; agammaglobulinemia, y sindrome de
Wiskott-Aldrich, etc. El factor hereditario es raro, sélo juega un papel pequefio sobre el origen de
este padecimiento.# Otros factores de riesgo son: ambientales: como la exposicién a rayos X en
utero, 0 a reacciones nucleares; ocupacionales: como en tareas agricolas, de soldadura, en la
industria maderera, asi como por el uso de pesticidas, plaguicidas, tintes de cabello y solventes;
antecedente de quimioterapia y radioterapia previas; algunos farmacos como la fenitoina;
tabaquismo antes y durante el embarazo como causa de leucemia linfoblastica aguda en nifios, al
igual que consumo materno de alcohol en el embarazo; dieta rica en nitratos. Se han estudiado
diferentes tipos de procesos infecciosos predominantemente de tipo viral dentro de la etiologia con
resultados positivos,® asi como otros factores asociados a rearreglos genéticos que hacen que
tengan un mejor o peor pron6stico.6” Por todo esto se considera que la etiologia de la LLA es
multifactorial por lo que no existe como tal un modelo de prevencion para esta patologia.
CUADRO CLINICO
La aparicion de leucemia linfoblastica aguda varia segin sus manifestaciones clinicas, que reflejan
el grado de insuficiencia de la médula 6sea, de infiltracion extramedular y de agudeza. Casi la mitad
de los pacientes cursa con fiebre, asi mismo otras manifestaciones clinicas frecuentes son astenia y
adinamia secundario a la anemia.? Del 33 al 43% tiene hemorragias o petequias por trombocitopenia
y 25% refiere dolor articular u 6seo debido a la infiltracion leucémica del periostio, hueso o
articulacion. Los signos que se observan en la piel y las mucosas son petequias y equimosis. El
higado, bazo y los ganglios linfaticos son los sitios extramedulares, encontrandose en 17% de los
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pacientes hepatomegalia; en 44%, esplenomegalia, y en 15% linfadenopatia.! Otras manifestaciones
clinicas que aparecen en pacientes con leucemia linfoblastica son: masa mediastinica, observada en
7 a 10% de nifios, engrosamiento escrotal que puede ser signo de leucemia testicular o hidrocele
secundario a obstruccion linfatica, nodulos subcutaneos (leucemia cutis), engrosamiento de las
glandulas salivales (sindrome de Mikulicz), paralisis de los pares craneales. La anemia, la
neutropenia y la trombocitopenia son hallazgos comunes en pacientes recientemente diagnosticados
con leucemia linfoblastica aguda, que muestran grave afeccién de la médula dsea por las células
leucémicas.®

DIAGNOSTICO

Respecto al diagndstico clinico debe ser complementado con varios estudios de gabinete, tales
como radiografia de térax para la busqueda de masas mediastinales,® y dentro de los estudios de
laboratorio que se necesitan se requiere de un aspirado de médula 6sea para estudio morfologico,
fenotipo, citoquimica, cariotipo y de biologia molecular,0 asi como puncién lumbar para analisis de
liquido cefalorraquideo. Todo esto con el fin de realizar una adecuada clasificacion del tipo de
leucemia linfoblastica aguda y establecer de esta manera factores de mal pronéstico para modificar
la intensidad del tratamiento basado en las caracteristicas bioldgicas y genéticas de la LLA.!".12
TRATAMIENTO

En los ultimos treinta afios se han logrado avances significativos de la LLA en paises desarrollados
donde cuentan con tasas de supervivencia libre de eventos a 5 afios de méas del 90% y con un rango
de cura del 85%.'3 En nuestra poblacion se reporta una tasa de supervivencia libre de eventos a 5
afos del 63.9%. Un factor importante en la supervivencia consiste en la reduccion de la toxicidad de
los farmacos, lo cual disminuye la interrupcion de quimioterapia y menor porcentaje de recaidas de
la LLA. Por lo tanto, hay una necesidad de adaptar el tratamiento al individuo con el fin de limitar la
toxicidad relacionada con la droga y mejorar la supervivencia de los pacientes.'* El éxito del
tratamiento es atribuido en parte a la fase de mantenimiento que tiene como objetivo prolongar la
remision obtenida durante la primera fase, con una duracién aproximada que va de 18 a 24 meses.®
Los principales farmacos utilizados en los protocolos estandar y que son pilares del tratamiento en
la fase de mantenimiento de la LLA son: metotrexate y los anélogos de purinas (6-mercaptopurina),
que son cruciales en esta patologia. Ambos farmacos ejercen su efecto al inhibir la sintesis de novo

de purinas. La combinacion de estos dos farmacos a dosis bajas da como resultado una accién
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sinérgica.'15 La 6 mercaptopurina es fundamental en la fase de intensificacién de la quimioterapia,
se administra por 14 dias a dosis de 50 mg/m?/d via oral, en un esquema de 30 semanas.8
TIOPURINAS

INDICACIONES Y MECANISMO DE ACCION

Las tiopurinas son farmacos se han clasificado dentro del grupo de drogas antiproliferativas o
citotoxicas, tales como 6-tioguanina, azatioprina (AZA) y 6-mercaptopurina (6MP), estos son los
farmacos inmunomoduladores mas utilizados para el tratamiento de enfermedad inflamatoria
intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, leucemia linfoblastica aguda, asi como otras
enfermedades reumatolégicas, inmunologicas e infecciosas. Desde las primeras descripciones en la
década de los afios setenta, numerosos estudios y series abiertas han corroborado la utilidad del
tratamiento con estos medicamentos. '8

La 6-MP es un antineoplasico antimetabolito no nucleosidico de las bases puricas. Actia como falso
sustrato en el proceso de sintesis, (actuando en la fase S del ciclo celular) de los constituyentes
esenciales de los acidos nucleicos, provocando la sintesis de un ADN andémalo o incluso la
detencién del proceso de sintesis de los acidos nucleicos.!” La 6-mercaptopurina, 1,7-dihidro-6H-
purina-6-tionina 6 abreviadamente 6-MP es administrada como una dosis diaria oral durante la
terapia de mantenimiento, en esta fase de tratamiento se usa bajas dosis de antimetabolitos orales y
forma parte importante del éxito de la terapia.’8

FARMACOCINETICA

En el tratamiento de la LLA la 6-MP se administra por via oral, con una biodisponibilidad pobre de un
5-37%. Apenas atraviesa la barrera hematoencefalica.'® Su union a proteinas plasmaticas es 20%.
Estudios que han determinado curvas de concentracién plasmatica han encontrado que su vida
media es entre 1-1.5 h, si se usa la via intravenosa la vida media de aproximadamente 90 minutos.?
El metabolismo es principalmente hepatico a través de la oxidacion por la xantina oxidasa a
metabolitos inactivos como el acido 6-tidrico o por la metilacion, a través de la tiopurina s-
metiltransferasa, dando lugar a la formacion de la 6-metilmercaptopurina, que puede ser fosforilada y
originar nucleédtidos activos.2? De esta manera la 6-MP actua como antagonista de la purina,
requiriendo inicialmente la captacion celular y anabolismo intracelular para convertirse en
nucledtidos de tioguanina para que sea citotoxica. Los metabolitos inhiben la sintesis de novo de las
purinas y las interconversiones con nucleotidos de purina. La AZA 'y 6-MP determinan la apoptosis
de los Linfocitos T secundario a la interaccion inhibitoria de un metabolito de AZA, que es la 6-
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tioGTP en combinacion con Rac-1, la cual estd involucrada en la via de traduccion de CD28,
finalmente se convierte en una sefial apoptdtica.21-22

FARMACODINAMIA

La 6-MP es analogo de la purina natural hipoxantina y guanina. La 6-MP es metabolizada por tres
vias; xantinooxidasa (XO), tiopurina S-metiltransferasa (TPMT) e hipoxantina guanina fosforibosil
transferasa (HPRT).'¢-2'La via mediada por XO produce metabolito inactivo acido 6-tiourico (6-TU).
La TPMT cataliza la produccién de metil-mercaptopurina (meMP). La via de la HPRT genera 6-
tioinosina monofosfato (6-TIMP). Una vez formada, la 6-TIMP puede ser transformada por 3 vias;
mediante las enzimas inosina 5-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) y guanina monofosfato
sintetasa (GMPS), genera nuclettidos de tioguanina (6-TGNs), por medio de la TPMT es metilada a
metil-tioinosin monofosfato (meTIMP) o puede ser fosforilada por la enzima inosina trifosfato
pirofosfatasa (ITPasa) para generar 6-tio-inosina trifosfato (6-tio-ITP). Los metabolitos meTIMP, 6-
tio-ITP y 6-TGNs son activos.23242526  Estos farmacos puedem incorporarse al ADN. La
incorporacion de 6-TGNs en el DNA puede iniciar la muerte celular, probablemente por reparacion
de una via del genoma. Dos importantes reacciones inactivan a las tiopurinas in vivo, la oxidacién
catalizada por la xantina oxidasa y la S-metilacion catalizada por tiopurina S-metiltransferasa
(TPMT). Debido a la ausencia de xantina oxidasa a nivel hematopoyético, la metilacion por la TMPT

tiene un rol preferencial en la metabolizacién de las drogas tiopurinicas.23-27
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Figura 1: Metabolismo de las tiopurinas. (Luis Alvarez. et al., 2009)
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EFECTOS ADVERSOS

Los efectos adversos a estos medicamentos se presentan en distintos sistemas: gastrointestinal,
caracterizado por anorexia, colestasis, diarrea, mucositis, lesiones orales, nausea, pancreatitis, dolor
abdominal, vomito, ulceras gastricas; genitourinario, presentando oligoespermia, toxicidad renal,
uricosuria; metabdlico reportandose hiperglicemias; dermatoldgico con presencia de alopecia,
hiperpigmentacion, urticaria, rash en piel; hepatico puede presentar ascitis, encefalopatia hepatica,
fibrosis hepatica, necrosis hepatica, hepatomegalia, hiperbilirrubinemia, hepatitis toxica;
inmunoldgico caracterizado por inmunosupresion; respiratorio con presencia de fibrosis pulmonar;
sistema nervioso central pudiendo presentar fiebre o cefalea y finalmente uno de los efectos
adversos mas frecuentes es la toxicidad hematologica presentando anemia, leucopenia,
trombocitopenia y neutropenia.2

TIOPURINA S-METILTRANSFERASA (TPMT)

La metilacidn es una via importante en el metabolismo de moléculas endogenas y exdgenas, como
los medicamentos. La tiopurina metiltransferasa (TPMT) es una de las més de 100 enzimas
metiltransferasas identificadas hasta ahora, utiliza S-adenosil-L-metionina (SAM) como donador de
grupos metilo y cataliza la S-metilacion de los farmacos del grupo de las tiopurinas, entre ellos la 6-
MP.16.2327 | a5 enzimas que participan en el metabolismo de farmacos son responsables de su
activacion, inactivacion o detoxificacion. Variaciones en la secuencia de los genes que codifican
estas enzimas, ya sea en uno o ambos alelos, pueden modificar su actividad catalitica y condicionar
diferencias individuales en la respuesta o en la toxicidad a diversos farmacos.?

La actividad de la TPMT muestra un polimorfismo genético, la deficiencia de TPMT se presenta en
cerca de 1/300 como un rasgo autosémico recesivo. Si se trata con dosis estandar de tiopurinas, los
pacientes con deficiencia, acumulan nucleétidos de tioguanina en los tejidos hematopoyéticos, lo
que lleva a toxicidad hematologica severa que puede ser fatal.’® Sin embargo, los pacientes con
deficiencia de TPMT puede ser tratados con éxito con una dosis 10 a 15 veces menor de estos
medicamentos. El genotipo de TPMT se correlaciona bien con la actividad enzimatica in vivo dentro
de los eritrocitos y los blastos leucémicos y se asocia claramente con el riesgo de toxicidad.?® El
impacto de la dosis de 6-mercaptopurina, se determind como un factor importante para la
supervivencia libre de eventos en los nifios con leucemia. Los estudios en curso tienen por objeto

aclarar la influencia de la TPMT en la eficacia de tiopurina, la toxicidad aguda, y el riesgo de
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toxicidad retardada. Juntos, estos avances ofrecen la promesa de mejorar la seguridad y eficacia de
la terapia con 6-mercaptopurina.23-27

BASES MOLECULARES DE LA ACTIVIDAD ALTERADA DE TPMT

El analisis de los polimorfismos del gen TPMT es importante en la evaluacién de pacientes que
requieren tiopurinas como parte del tratamiento y representa uno de los mejores ejemplos de la
aplicacion clinica que tienen los estudios de farmacogenética. En los ultimos afios se ha producido
un gran avance en el conocimiento de los polimorfismo genéticos que afectan tanto a las enzimas
involucradas en la activacion y/o destoxificacion de los agentes quimioterapeuticos como a
determinadas dianas moleculares en el tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda.28-2% El objetivo
de la farmacogenética es predecir la eficacia y la toxicidad de los farmacos en funcion del perfil
genético de cada paciente, lo que permite seleccionar el medicamento mas apropiado y las dosis
Optimas para cada tipo de paciente y leucemia. %

La eficacia y la toxicidad de las tiopurinas se relacionan con las concentraciones de los nucleétidos
de tioguanina (TGN).23 La TPMT tiene actividad variable por ser genéticamente muy polimérfica.2*
Como resultado de numerosos estudios poblacionales se ha demostrado que la actividad de la
TPMT sigue un patron de distribucion trimodal, con niveles de actividad altos, intermedios y bajos.
En diversos estudios se han demostrado una frecuencia en la poblacion de los polimorfismos de la
TPMT con alta actividad en un 89-94%, actividad intermedia de 6-11% y muy raro en individuos con
baja actividad de 0.3%.% El polimorfismo genético de la TPMT se convierte asi en el mayor
determinante de la variabilidad interindividual en las respuestas toxicas y terapéuticas a las
tiopurinas. Bajos niveles de TPMT resultan en altas concentraciones de nucleotidos de tioguanina, lo
que representa un factor de riesgo de toxicidad inducida por tiopurinas, como la mielosupresion,
mientras los individuos con muy alta actividad de TPMT tendran respuestas terapéuticas reducidas a
estos agentes.23-27

FENOTIPOS

Dentro de las variantes polimorficas se determinan 3 fenotipos:

a) Variante homocigota de tipo silvestre (actividad normal o alta): esto significa que hay dos
copias del gen TPMT de actividad normal. Esto da como resultado una actividad normal de
TPMT.25

b) Variante heterocigota (actividad intermedia): esto significa que hay un gen de actividad
normal y una copia de un gen TPMT sin actividad. Estos pacientes tienen una actividad de
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TPMT media y pueden requerir dosis mas bajas de medicamentos con tiopurinas para evitar
efectos secundarios.?

c) Variante homocigota (actividad baja o sin actividad): esto significa que hay dos copias del
gen TPMT sin actividad y no hay una enzima TPMT normal. Estos pacientes tiene un muy
alto riesgo de experimentar efectos secundarios de 6-MP o 6-TG, o azatioprina (1 de cada
400) muy alto riesgo.%

Estas formas de presentacion fenotipicas estan dadas en su mayoria por las variantes de TPMT. De
acuerdo a los resultados del estudio de Spire-Vyron en el afio de 1998, que se llevo a cabo en 191
caucasicos europeos, en el que se describen los polimorfismos presentes en el cromosoma 6
(6p22.3) y se describen las 20 mutaciones y lugares de ocurrencia de estas, asi como el impacto
clinico asociado.2%-27

GENOTIPOS

El gen TPMT fue mapeado en el brazo corto del cromosoma 6, en la banda 6p22.3, tiene
aproximadamente 34 kb de longitud y consiste de 10 exones, 8 de los cuales codifican una proteina
de 245 aminoéacidos con peso molecular de 28 kDa. En este gen se han caracterizado un total de
nueve alelos mutantes no funcionales, siendo prevalentes los alelos TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B y
TPMT*3C. Estas variantes alélicas contienen mutaciones puntuales que provocan sustitucion de
aminoacidos (*2, *3A , *3B, *3C, *5, *6, *7), formacidn de un coddn de terminacion prematuro (*3D) o
destruccion de un sitio de splicing alternativo (*4).25

La pérdida de la actividad enzimatica esta asociada a los nucleétidos polimérficos unicos (SNPs) en
el gen de la enzima TPMT, y esta relacionada con la etnicidad. Hasta la fecha, ocho alelos de TPMT
han sido identificados, incluyendo tres alelos (TPMT *2, TPMT * 3A'y TPMT * 3C) que representan el
80-95% de las casos de actividad enzimética intermedia o baja. TPMT*1: corresponde a la forma
silvestre, cuyo fenotipo es de alta actividad enzimatica; TPMT*2: donde hay un cambio del nucleotido
guanina por citosina en la posicion 238 del gen (G238C), que se traduce en la sustitucion de una
alanina por una prolina en el codon 80 (Ala80Pro). TPMT*3A: contiene dos cambios, G460A y
A719G, que resultan en las sustituciones de una alanina por treonina en el codon 154 (Ala154Thr) y
de una tirosina por una cisteina en el codon 240 (Tyr240Cys), respectivamente. TPMT*3B: ocurre un
cambio de guanina por adenina en la posicion 460 (G460A) que resulta en el cambio de alanina por
treonina en el codon 154 (Ala154Thr). Y por ultimo la variante TPMT*3C donde existe un cambio

A719G, que resulta en la sustitucién de una tirosina por una cisteina en el codon 240 (Tyr240Cys). 3!
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ESTUDIOS INTERNACIONALES Y NACIONALES

La frecuencia y el patron de alelos mutantes TPMT es diferente entre las diversas poblaciones
étnicas. Por ejemplo, los asiaticos (India, Pakistan) tienen una menor frecuencia de alelos mutantes
de TPMT vy todos los alelos mutantes identificados hasta la fecha son TPMT*3A. Esto esta en
contraste con el Este y la poblacion de Africa Occidental en el que la frecuencia de alelos mutante es
similar a los caucasicos, donde todos los alelos mutantes encontrados en las poblaciones affricanas
son TPMT*3C. Entre Los afroamericanos, TPMT*3C es la mas frecuente, pero también se
encuentran TPMT*2 y TPMT*3A. La frecuencias varian desde 0.5 a 0.2% para TPMT*2, TPMT*3A
de 0.8 a 5.7%. En los sujetos de raza blanca, TPMT*3A es la mas comun de los tres alelos, con una
frecuencia de 3.2 a 5.7%, mientras que TPMT*3C en LLA tiene una frecuencia del alelo 0,2-0,8%.2%-
27

En México el grupo de Investigadores encabezados por Taja-Chayeb desarrollé un estudio con el
objetivo de determinar la frecuencia de polimorfismos de la TPMT, sus resultados mostraron que de
los 39 pacientes con LLA el polimorfismo mas frecuente fue el TPMT*1 con 87.2%, en segundo lugar
TPMT*3A con 7.6%, TPMT*2 con 2.7% y TPMT*3C con 2.5% como se muestra en la tabla1.3! El
segundo estudio realizado en México en 2009 por Gonzalez del Angel, determind la variabilidad
genotipica de una muestra de recién nacidos de la ciudad de México, se analizaron 360 muestras de
ADN vy se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas. De los 720 alelos estudiados la
frecuencia de presentacion fue: TPMT*1 93.19 %, en segundo lugar TPMT*3A con 5.69% vy
finalmente se encontr6 la misma frecuencia para TPMT*2 y TPMT*3B con 0.28%. Los resultados de
estudios realizados en la poblacién mexicana no son concluyentes ya que muestran diferencias en la
frecuencia y tipo de polimorfismo de TPMT. De acuerdo al estudio de Gonzalez del Angel sugiere
que aproximadamente 1 de cada 180 personas nacidas en Distrito Federal presenta polimorfismo
con una pobre o nula produccién de TPMT, esta frecuencia es mucho mas alta que lo reportado en

las series internacionales en la poblacion caucésica (1 en 300) (Gonzélez del Angel, 2009).32

17



Alelos Mexicanos

HIMFG* INCan?22 INP** 28
n =240 LLA Sanos n = 360
n =39 n=108
TPMT*1 85.62 87.2 92.17 93.19
TPMT 2 3.75 2.7 09 0.28
TPMT*3A 291 76 323 569
TPMT 3B 41 (0] 23 0.28
TPMT*3C 354 25 14 0.56

Tabla 1 Frecuencias relativas de las variantes alélicas del gen de TPMT en 3 estudios mexicanos, Taja-Chayev (2008)
INCan, Gonzalez del Angel (2009) INP, Moreno Guerrero (2013) HIM

Otro estudio donde se realiz6 la determinacion de la frecuencia de polimorfismos fue realizado por
Moreno-Guerrero, en el Hospital Infantil de México (2013) incluyendo a 240 nifios con tumores
solidos y leucemias coincidiendo con los dos estudios previamente mencionados en que la variante
mas frecuente en nuestro medio es la TPMT*1 con un 85.62%, seguido de TPMT*2 3.75%, TPMT
*3C con 3.54%, TPMT *3B con 4.1% vy finalmente difiriendo con los dos estudios previos
encontrando que la menos frecuente fue TPMT*3A. (Moreno-Guerrero, 2013).%3

El entusiasmo por la farmacogenética de TPMT se ha visto estimulado por la confirmacion de que el
genotipo de la TPMT se identifica en pacientes que estan en riesgo de toxicidad secundaria a 6-MP.
Con los datos recientes se demuestra la importancia clinica de la intensidad de la dosis de 6-MP en
la supervivencia de los pacientes. La informacidn genética aportada por estos estudios, usados en
combinacién con otras caracteristicas del paciente como la edad, estado de salud general,
medicamentos adyuvantes, etc., podrian ayudar a disminuir los efectos adversos y lograr una terapia
individualizada beneficiosa para el paciente en cuestion.23

Estudios epidemioldgicos han demostrado diferencias en las frecuencias alélicas de las distintas
variantes del gen de la TPMT segun el origen étnico de las poblaciones. Estudios realizados en
Latinoamérica muestran una mayor frecuencia de alelo TPMT*3A en sujetos de Argentina, Colombia
y Bolivia, en Brasil el alelo mas frecuente corresponde al TPMT*2.23-27.34 Hasta la fecha existen
pocos estudios sobre el polimorfismo del gen de la TPMT en poblacion Mexicana y ninguno
realizado en nuestra poblacion de CMN “La Raza”. El objetivo de este trabajo es determinar la
presencia y prevalencia de los alelos de la TPMT en una poblacion pediatrica con leucemia
linfoblastica aguda.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La leucemia linfoblastica aguda es el cancer mas comun en nifios, en las ultimas 3 a 4 décadas se
han logrado grandes avances en el tratamiento con incremento en la supervivencia hasta en un 85%
en los paises desarrollados. Uno de los farmacos principales que forma la base de los esquemas de
tratamiento de la LLA es la 6-mercaptopurina, esta es inactivada por los polimorfismos de la enzima
de tiopurina s-metiltransferasa (TPMT). La actividad enzimatica de la TPMT presenta un amplia
variabilidad interindividual, presentando una distribucion polimérfica trimodal en caucasicos, donde
aproximadamente 90% de los individuos tienen actividad elevada (tipo silvestre), 10% tienen
actividad moderada (individuos heterocigotos) y 0.3% muestra una actividad metiltransferasa nula,
porque heredan los dos alelos no funcionales. Las proteinas codificadas por estas variantes
geneticas son degradadas rapidamente, resultando una baja actividad enzimatica. Se ha
demostrado que el genotipo de la TPMT se correlaciona directamente con la actividad de la enzima y
esta a su vez tiene una correlacion inversa con los niveles de TGNs dentro de los eritrocitos y
células leucémicas. Existen numerosos estudios que demuestran que se puede presentar toxicidad
hematoldgica grave posterior a la administracion de dosis estandar de tiopurinas en pacientes que
portan variantes no funcionales de TPMT y por lo tanto el genotipo de TPMT predice el riesgo de
toxicidad e influye en la respuesta al tratamiento en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica
aguda que reciben 6-MP. En México existen pocos estudios sobre la distribucion del polimorfismo
del gen de la TPMT, sin embargo los 3 estudios publicados los cuales se realizaron en centros de
referencia tales como INCan, HIM e INP, donde reportan que la variante mas frecuente en nuestra
poblacion es la TPMT*1. Es por ello, que se considero importante conocer cual es la frecuencia de
polimorfismos de la TPMT en los pacientes con diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda en el
servicio de hematologia pediatrica de la UMAE Centro Médico Nacional “La Raza”, ya que al
establecer la relacién de estos polimorfismos con la respuesta de cada paciente al tratamiento,
permitiria valorar la modificacion de las dosis de acuerdo al genotipo, disminuyendo de esta manera
la toxicidad hematologica, y asi disminuyendo los costos producidos por las hospitalizaciones
secundarias a toxicidad hematoldgica e incrementando la supervivencia en nuestra poblacidn. Por lo

anterior, deseamos contestar a la siguiente pregunta de investigacion.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es la frecuencia de polimorfismos de la tiopurina S-metiltransferasa (TPMT) en los pacientes
con diagndstico de leucemia linfoblastica aguda en el servicio de hematologia pediatrica de la UMAE
Centro Médico Nacional “La Raza™?

OBJETIVOS GENERAL

Conocer la frecuencia de polimorfismos de la tiopurina S-metiltransferasa (TPMT) en los pacientes
con diagnosticos de leucemia Linfoblastica aguda en el servicio de hematologia pediatrica de la
UMAE centro medico nacional “la raza”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e |dentificar las frecuencias alélicas y genotipicas de tiopurina S-metil transferasa

JUSTIFICACION

La leucemia linfoblastica aguda es el tipo de cancer mas comun en menores de 15 afios y la
frecuencia de presentacion en la Ciudad de México puede llegar hasta un 57.6 por millén de nifios, el
impacto a la salud es muy alto, llegandose a considerar es un tema prioritario de salud a nivel
Nacional dentro de Instituto Mexicano del Seguro Social. EI Centro Médico Nacional “La Raza”, es
uno de los centros con mayor experiencia en el tratamiento de los pacientes pediatricos con LLA. La
variabilidad de la respuesta a los esquemas de quimioterapia ha generado lineas de investigacion a
nivel mundial. Se ha demostrado que el genotipo de la TPMT se correlaciona directamente con la
actividad de la enzima y esta a su vez tiene una correlacion inversa con los niveles de TGNs dentro
de los eritrocitos y células leucémicas. Numerosos estudios han demostrado toxicidad hematoldgica
grave que puede poner en riesgo la vida, después de la administracién de dosis estandar de
tiopurinas a pacientes que portan variantes no funcionales de TPMT y el genotipo de TPMT predice
el riesgo de toxicidad y parece influir en la respuesta al tratamiento en pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda que reciben 6-MP. La deteccién y tipificacion de polimorfismos
genéticos como la TPMT que se propone en este estudio no se detecta de manera rutinaria en el
servicio de Hematologia Pediatrica y tampoco hemos evaluado las variaciones clinicas de los
pacientes con LLA a las tiopurinas durante su esquema de quimioterapia.
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Este trabajo permitira evaluar la frecuencia de polimorfismos de TPMT que tenemos en nuestra
poblacidn de pacientes pediatricos con LLA y de esta manera conocer si la pérdida congénita de la
actividad del TPMT esta asociada a la respuesta clinica que presentan los pacientes con LLA
durante el tratamiento de quimioterapia a base de tiopurinas.

La informacion permitira revisar y detectar condiciones de mejora para alcanzar las metas
internacionales, asi como difundir los resultados a la comunidad médica con fines de mayor apoyo y

confianza en el tratamiento.

MATERIAL Y METODOS
a. DISENO DEL ESTUDIO
Observacional, descriptivo, Transversal, Riesgo minimo.
Periodo del Estudio
Enero del 2015 a Enero 2017

UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes menores de 16 afios de edad, de ambos géneros, con diagnéstico de Leucemia
Linfoblastica Aguda, atendidos en el servicio de Hematologia Pediatrica de la UMAE Hospital
General del Centro Médico Nacional La Raza.

TAMANO DE LA MUESTRA

De acuerdo al estudio realizado al grupo de Pérez-Saldivar y colaboradores en 2011, reporta que la
leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el tipo mas frecuente de leucemia presentada en la edad
pediatrica constituyendo el 85.1% de los casos. Si consideramos que dentro de la presentacion de
los polimorfismos de TPMT que pudiera tener una repercusion clinica por tener una actividad
intermedia, se presenta en el 6%, por lo que proponemos:
N=Z2pq_

d2
n=(1.96)2 (0.06) (0.94)

(0.05)2

n=(3.84) (0.564) =86.6
0.0025

n= 87 pacientes
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Considerando un 10% de pérdidas, se considerara una muestra de 96 pacientes.

Deteccion de Polimorfismos:

La deteccion de las variantes se realizo a partir de extraccién de DNA de 2 ml de sangre periférica
con un kit comercial Pure Link ™ (genomic DNA Mini Kit, Invitrogen).

Para la determinacion de cada uno de las variantes (TPMT *2, *3A y *3C) se utilizard Sondas
TagMan (TagMan® SNP Genotyping Assay, Life Technologies)

TPMT*3A rs1800460:
TCACCTGGATTGATGGCAACTAATGIT/CITCCTCTATCCCAAATCATGTCAAAT

TPMT*3C, rs1142345 719>G o Y240C
TCTCATTTACTTTTCTGTAAGTAGA[C/TJATAACTTTTCAAAAAGACAGTCAAT

TPMT*2 rs1800462 A80P,
CCAACTACACTGTGTCCCCGGTCTG[C/GJAAACCTGCATAAAATCATACATTTA

Las muestras se amplificaron por PCR Tiempo Real en un termociclador,

De Applied Biosystems® 7500 (Fast Dx Real-Time PCR Instrument).

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo utilizando:

® Los resultados se analizaron y presentaron por medio de tablas o graficas.
e Para las variables cualitativas se determino las frecuencias de polimorfismos genéticos.

e Para las variables cuantitativas por medio de medidas de tendencia central y de dispersion.

Recursos e Infraestructura

La unidad cuenta con un laboratorio e instalaciones que permiten de manera segura emplear
técnicas de biologia para realizar y llevar a buen término la propuesta de determinacion de las
variantes de tiopurina en estos pacientes con LLA que se incluirdn como parte del estudio en este
protocolo. Se tiene un sistema de recepcion que asegura que la muestra sea procesada en un
tiempo Optimo. Se cuenta con campanas de bioseguridad para el correcto aislamiento y extraccidn
de DNA. También se cuenta con instalaciones que evitan la contaminacion en los pasos criticos
como es la adicion de la mezcla y amplificacion de la muestra con los iniciadores especificos. Se
cuenta con equipo especializado para llevar a cabo las determinaciones de las variables con
técnicas de biologia molecular como es el empleo de sondas TagMan.
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CRITERIOS DE SELECCION
CRITERIOS DE INCLUSION:
5. Pacientes mayores de 1 mes y menores de 16 afios con Diagnostico de LLA del servicio de
Hematologia Pediatrica del HG CMN Raza.
6. Que tutores o responsables firmen carta de consentimiento informado y con aceptacion
mediante carta de asentimiento informado para nifios mayores de 8 afios.
7. Que contaran con expediente completo y con datos de laboratorio.
8. Pacientes sin comorbilidad durante el Tratamiento de LLA
CRITERIOS DE EXCLUSION:
d) Pacientes con hepatopatias y enfermedad renal primarias.
e) Sindrome de Down
f) Pacientes con LLA, que no cuente con expediente completo o que contenga los datos a
analizar.
CRITERIOS DE ELIMINACION:
4. Pacientes que fallezcan durante su tratamiento.
5. Pacientes que no tengan completos los resultados de laboratorio.
6. Muestra insuficiente para deteccidn de polimorfismo

VARIABLES DE ESTUDIO

VARIABLES DEMOGRAFICAS:

EDAD

DEFINICON CONCEPTUAL: Tiempo trascurrido desde el nacimiento del individuo hasta el
diagndstico de la leucemia.

DEFINICION OPERACIONAL: Se verificara la edad en afios desde el nacimiento hasta el
diagnostico de LLA-B de riesgo habitual registrada en el expediente del paciente y se registrara en la
hoja de recoleccion de datos.

TIPO DE VARIABLE: Cuantitativa

ESCALA DE MEDICION: Discreta

INDICADOR: Afios
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GENERO

DEFINICON CONCEPTUAL: Condicidn bioldgica que distingue entre hombre y muijer.
DEFINICION OPERACIONAL: Se verificara en el expediente clinico que se consigné durante el
examen fisico.

TIPO DE VARIABLE: Cualitativa

ESCALA DE MEDICION: Nominal dicotémica

INDICADOR: Hombre / Muijer

VARIABLE DEPENDIENTE:

TIOPURINA

DEFINICON CONCEPTUAL: Antineoplasico antimetabolito no nucleosidico de las bases puricas.
DEFINICION OPERACIONAL: Se verificara en el expediente clinico.

TIPO DE VARIABLE: Cualitativa

ESCALA DE MEDICION: Nominal dicotémica

INDICADOR: Toma o no toma el farmaco.

VARIABLE INDEPENDIENTE:

POLIMORFISMOS DE TIOPURINA S-METILTRANSFERASA

DEFINICON CONCEPTUAL: Variacion en la secuencia de un lugar determinado del ADN entre los
individuos de una poblacién.

DEFINICION OPERACIONAL: Determinacion por PCR tiempo real con sondas Tagman de los
polimorfismos de TPMT (2, 3*A, 3*B, 3*C)

TIPO DE VARIABLE: Cualitativa politémica

ESCALA DE MEDICION: Porcentaje

INDICADOR: Presente o ausente en uno 0 ambos alelos
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DESCRIPCION DEL ESTUDIO
El estudio se realizo en el Servicio de Hematologia pediatrica de la UMAE Hospital General Dr.
Gaudencio Gonzalez Garza del Centro Médico Nacional La Raza, previo registro y aprobacion del
protocolo por el Comité Local de Investigacion en Salud. Se incluyeron en el estudio a todos los
pacientes que fueron diagnosticados como LLA de riesgo habitual en el periodo comprendido entre
el afo 2015y 2017, menores de 16 afios y de ambos generos.

a) Pacientes

A todos los nifios mayores de 1 mes y menores de 16 afios con Leucemia aguda se les invito a
participar en el estudio con autorizacion bajo consentimiento informado de padres o tutores y a los
mayores de 8 afios con carta de asentimiento informado.

Como parte del protocolo de estudio de leucemia aguda, se requiere la realizacion de biometrias
hematicas, se tomo de éstas 2 ml de sangre en un tubo con EDTA.

Los pacientes con LLA se ingresaron al estudio y se destind los 2 ml para el estudio de
genotipificacion.

b) Quimicos

Medicamento: 6-mercaptopurina, 6-MP

Purinethol

Nombre genérico: Mercaptopurina

Nombre comercial: Purinethol® GLAXOSMITHKLINE
Cuadro bésico del IMSS.

Para la Genotipificacion de TPMT

1.- Extraccion de DNA

La extraccion de DNA de las muestras se realizara con el unikit comercial Pure Link ™ (genomic
DNA Mini Kit, Invitrogen). Segun las especificaciones del Producto.

2.- Amplificacion de TPMT

Para la determinacion de cada uno de las variantes (TPMT *2, 3*A y 3*C) se utilizard Sondas
TagMan (TagMan® SNP Genotyping Assay, Life Technologies) con numero de referencia:
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rs1800460 o A154T, codifica al alelo TPMT*3A
TCACCTGGATTGATGGCAACTAATG[TICITCCTCTATCCCAAATCATGTCAAAT
rs1142345 719>G o Y240C, codifica al alelo TPMT*3C
TCTCATTTACTTTTCTGTAAGTAGA[C/ITIATAACTTTTCAAAAAGACAGTCAAT
rs1800462 A80P, codifica a TPMT*2
CCAACTACACTGTGTCCCCGGTCTG[C/G]JAAACCTGCATAAAATCATACATTTA

La determinacion de TPMT*3B se hara por excluision.

Las muestras seran amplificadas por PCR Tiempo Real en un termociclador,

De Applied Biosystems® 7500 (Fast Dx Real-Time PCR Instrument) disefiado para placas de 96-
pOZ0s.

Ensayos de genotipificacion. Los ensayos de genotipificacion se llevo 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
discriminacion 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 (Figura 3) asi como una molécula que “apaga” la

fluorescencia (Non fluorescent quencher, NFQ).
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Figura 3. Discriminacion alélica de polimorfismos mediante sondas Tagman.
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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 unidn 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 supresion 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 la
fluorescencia especifica para el reportero. Este incremento ocurre solo si la secuencia amplificada es
complementaria a la sonda. Asi, la sefial fluorescente generada por el PCR indica a los alelos
presentes en la muestra (Figura 3).

El incremento en una sola sefial de fluorescencia indica homocigocidad (para el alelo 1 6 el alelo 2)
mientras que el incremento en ambas sefiales de fluorescencia indica heterocigocidad. Por lo tanto
para llevar a cabo el ensayo se requiere de 2 oligonucleétidos (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 por Applied Biosystems es el siguiente:

Se prepard la mezcla de reaccién mediante la adicion de la cantidad adecuada de 2X Tagman
Genotyping PCR Master Mix (12.5 pl), 20X SNP Genotyping assay mix (1.25 pl), DNA gendmico (1 a
20 ng) y adecuar a 25 pl con agua esteril libre de DNAsa. Se configuro bajo las siguientes
condiciones el sistema Abi Prism 7500 SDS para llevar a cabo la amplificacion por tiempo real. Se
realizé una lectura Pre-read para analizar la flourescencia de fondo y posteriormente se realiza una
cuantifiacion absoluta el cual lleva el siguiente protocolo. El primer paso fue desnaturalizacion a 95
°C por 10 minutos; seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion por 15 segundos a 95 °C y una
extensién de 1 minuto a 60 °C. Después de la amplificacion, se realiz6 una lectura de placa. 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 Rn basados en las sefiales de cada
pozo. Con este software se puede determinar que alelos estan presentes en cada muestra. En
nuestro estudio, en cada una de las muestras de DNA de los pacientes en estudio se llevd a cabo un
ensayo de genotipificacion para cada SNP a determinar.

27



ASPECTOS ETICOS

Este proyecto de investigacion fue de riesgo minimo, con apego a la Ley General de Salud en
materia de investigacion para la salud, en el articulo 17, ya que se considera dentro de estos
aquellos estudios prospectivos que emplean el riesgo de datos a través de procedimiento comunes
en examenes fisicos o psicologicos de diagndsticos o tratamiento rutinarios entre los que se
considera: toma de muestra de laboratorio de 2 ml.

Como parte del protocolo de estudio de leucemia aguda, se requiere la realizacion de
biometrias hematicas, por lo que a todos los nifios mayores de 1 mes y menores de 16 afios con
Leucemia aguda se les invito a participar en el estudio con autorizacion bajo consentimiento
informado de padres o tutores y a los mayores de 8 afios con carta de asentimiento informado. Se
tomd de éstas 2 ml de sangre en un tubo con EDTA y se destind la muestra para el estudio de
genotipificacion.

La investigacion se desarrollo con apego a la declaracion de Helsinki del afio 2013 y el reglamento
de la ley General de salud en materia de investigacion. Es importante destacar que las personas que
participaron en el proyecto tienen respeto por la confidencialidad del paciente, asi como sensibilidad
hacia ellos, conociendo la importancia y el impacto que tiene el proyecto.

Los resultados se entregaran al servicio de Hematologia Pediatrica del Hospital General “Dr.
Gaudencio Gonzélez Garza® para realizar un seguimiento y permitir estudios posteriores que

permitan disminuir la toxicidad de la quimioterapia generada por la 6-MP.
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RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron 48 pacientes mayores de 1 mes y menores de 16 afios con
diagndstico de LLA del servicio de Hematologia Pediatrica del HG CMN Raza, que contaban con
expediente completo y cuya muestra del boton leucocitario disponible en el banco del centro de
investigacion de la UMAE Centro Médico Nacional la Raza para analizar la muestra y sin
comorbilidad durante el Tratamiento de LLA. De estos 48 pacientes 23 (49%) corresponden al
género femenino y 25 pacientes del género masculino (51%), con un rango de edad de 6 meses a
15.5 afios de edad, con una media de 7.9 afios, 22 pacientes (45.8%) se encontraban dentro del
rango de edad mayor a 9 afios (Tabla 1).

Los pacientes que se incluyeron en este estudio se clasificaron por morfologia e inmunofenotipo. De
acuerdo al grupo Francés-Americano-Britanico (FAB) la clasificacion por morfologia en nuestros
pacientes fue con una distribucion de 45 pacientes (93.85%) con morfologia L1 y 3 pacientes (6.2%)
con morfologia L2 (tabla 1). De acuerdo al inmunofenotipo se encontr6 que 42 pacientes (87.5%)
correspondian a células B y solo 6 pacientes con inmunofenotipo de células T (12.5%) (tabla 1).

Numero Porcentaje
GENERO
Masculino 25 51
Femenino 23 49
EDAD
<1 afho 1 2.2
>1-6 afos 12 25
>6-9 afos 13 27
>9 aios 22 45.8
CLASIFICACION DE LA FAB
L1 45 93.8
L2 3 6.2
L3 0 0
INMUNOFENOTIPO
Estirpe B 42 87.5
Estirpe T 6 12.5

Tabla 1.- Caracteristicas generales de los pacientes estudiados.

29



Por otro lado, de acuerdo al riesgo los pacientes que se estudiaron se distribuyeron de la siguiente

manera: 31 pacientes (64.5%) de riesgo alto y 17 pacientes (35.5%) de riesgo habitual (grafico 3).
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Grafico 3.- Clasificacion del riesgo de la leucemia linfoblastica aguda.

En nuestro estudio el genotipo homocigoto silvestre TPMT*1 se encontrd en 45 pacientes (93.7%) y solo 3

pacientes (6.2%) presentaron alguna de las variantes alélicas, en forma de heterocigoto, 6.2% (N=3) tuvieron
genotipo TPMT*1/TPMT*3A. Las frecuencias en los 96 alelos analizados fueron: TPMT*1 en 93 (96.8%),

TPMT*3A en 3 pacientes (3.2%). El cuadro 3 muestra las frecuencias por genotipo y por alelo en los 48

pacientes estudiados.

Fenotipo

TPMT*1/TPMT*1
TPMT*1/TPMT*3A

Tabla 3.- Genotipo de pacientes con Leucemia Aguda.

Numero

Porcentaje
45 93.7%
3 6.2%
48 100%

Se observa un predominio de presentacion de la forma silvestre correspondiente a TPMT*1/TPMT*1

con un 96.8% en los pacientes con leucemia linfoblastica aguda. Asi mismo la segunda variante
encontrada fue TPMT*1/TPMT*3? con 6.2%.
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Genotipo

B TPMT*1/TPMT*1
B TPMT*1/TPMT*3A
Grafico 4.- Genotipo de polimorfismo de TPMT.
Alelos Namero Porcentaje
TPMT*1 93 96.8 %
TPMT*3A 3 3.2%
TPMT*3C 0 0%
TPMT*2 0 0%
Total 96 100 %

Tabla 4. Frecuencia de alelos estudiados.

DISCUSION

El frecuente uso de 6-MP en el tratamiento de pacientes con LLA, ha despertado el interés del
estudio de las variantes alélicas de la TPMT. Los efectos adversos descritos causados por la
administracion de estos farmacos han sido asociados a la presencia de polimorfismos en el gen de
la enzima y obliga a la suspension del tratamiento en 15-30% de los pacientes.’

El analisis de polimorfismos de la TPMT se realiza de manera rutinaria en algunos centros con el fin
de individualizar las dosis de estos medicamentos, esta es importante en la evaluacion de los
pacientes que requieren tiopurinas como parte de su tratamiento de LLA. La variacion individual en
la capacidad de S-metilacion de la enzima TPMT, esta determinada por el genotipo que resulta de
los alelos paterno y materno que cada individuo hereda (homocigoto silvestre, heterocigoto u
homocigoto variante). La disminucion o pérdida de esta actividad da lugar a un aumento en los
metabolitos activos de tiopurinas, incrementando la accion farmacoldgica y los efectos adversos de
estos medicamentos.

En nuestra poblacion se observa que la presencia de polimorfismo en la enzima TPMT es similar a la
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descrita en los estudios realizados por Moreno-Guerrero, Taja-Chayec y Gonzalez del Angel,
encontrando que la variante alélica mas frecuente es la TPMT*1 con 96.8%, sin embargo difiriendo
respecto a la segunda variante alélica més frecuente encontrada con 3.2% es el TPMT*3C, ya que
los estudios previamente realizados reportan la variante TPMT*2 y TPMT*3A con mayor frecuencia.
Observamos que el comportamiento de las frecuencias genotipicas es similar al reportado en la
poblacién caucésica americana siendo el genotipo homocigoto silvestre TPMT*1/TPMT*1 el de
mayor representacion en la poblacion de nuestro estudio encontrandose en 45 pacientes (93.7%),
seguido de TPMT*1/TPMT*3A con 3 pacientes (6.2%). La serie que mostrd6 mayor semejanza con
nuestros hallazgos en lo que respecta a la frecuencia y diversidad de variantes alélicas, corresponde
al estudio realizado en el INCan, que al igual que el Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez
Garza” UMAE Centro Médico Nacional La Raza, es un centro de referencia que recibe a pacientes
de todo el pais y eso puede explicar en parte la distribucion de las variantes.

Ademas de estas series mexicanas, hay dos estudios espafioles que encontraron mas del 1% del
TPMT*3B; uno de ellos realizado en 44 pacientes con LLA en el que se encontraron 9% (4
pacientes) de heterocigotos para el gen TPMT, dos casos portaban el alelo TPMT*2 (4.5%) uno el
TPMT*3B (2.25%) y uno el TPMT*3C (2.25%); en el otro estudio se analizaron 276 espafioles
identificando cuatro casos (1.45%) del alelo TPMT*3B. La poblacién mexicana es étnicamente
heterogénea, se compone de individuos de diferentes origenes y aunque la mayor parte es mestiza,
resultado de la mezcla de indigenas y espafioles, también hay poblacion caucésica y asiatica, cuya
distribucion se relaciona en parte con el lugar de origen. Estan bien demostradas las diferencias en
las frecuencias de las variantes del gen entre las diferentes poblaciones.

En poblacién caucésica, el alelo TPMT*3A tiene una frecuencia de 3.2-5.7%, el TPMT*3C se
presenta en 0.2-0.8% y el TPMT*2 en 0.2-0.5%, y la frecuencia de la variante TPMT*3B no se ha
evaluado en la mayoria de las series que analizan a este tipo de poblacion. La frecuencias varia
desde 0.5 a 0.2% para TPMT*2, TPMT*32 de 0.8 a 5.7%.16-19

Estudios realizados en Latinoamérica muestran una mayor frecuencia de alelo TPMT*3A en sujetos
de Argentina, Colombia y Bolivia. En Brasil las variantes TPMT*2 y TPMT*3C son las mas comunes.
En poblacién asiatica, la variante TPMT *3C es la mas frecuente. Kapoor en la India analiz6 25
pacientes con LAL, encontrando 4.1% de heterocigotos para el alelo TPMT*3C, ningun caso portaba
el alelo TPMT*3A y no identificaron homocigotos variantes.

32



Es importante conocer la frecuencia de genotipos en pacientes pediatricos con LLA de nuestra
poblacién, para implementar esta prueba diagndstica, ya que los protocolos para el tratamiento
incluyen el uso de 6-mercaptopurina, ademas de que la LLA ocupa el primer lugar en las neoplasias
malignas en nifios en nuestro pais. A pesar de lo anterior, no existen en México centros que
atiendan a nifios con cancer en donde se realice el andlisis rutinario de los polimorfismos del gen
TPMT.

Ante la falta del recurso diagnéstico para determinar el genotipo de TPMT, esta justificado ajustar la
dosis de 6-MP cuando el paciente presenta toxicidad grados 3 o 4 atribuible a este medicamento.
Sin embargo, muchas veces no es posible asegurar que la toxicidad se debe a la 6-MP, ya que los
pacientes reciben multiples farmacos quimioterapéuticos, por lo que no se puede asumir que €s
debida a genotipos variantes del gen TPMT, ademés no es el unico factor involucrado, sino que
existen varios factores que determinan toxicidad a 6MP, incluyendo la disminucién en la tasa de
excrecion, la interaccidn del medicamento con otros farmacos, o polimorfismos en distintas proteinas
que participan en su metabolismo o transporte, una préactica frecuente en nuestro medio es disminuir
en 25% la dosis, teniendo en cuenta que esta accion puede dar lugar a bajas concentraciones
intracelulares de TGNs, condicionando menor efectividad del farmaco y aumentando el riesgo de
recaidas, ademas de que el uso de dosis subterapéuticas puede explicar al menos en parte el
desarrollo de resistencia a agentes antineoplasicos.

La identificacion del genotipo de TPMT es un elemento objetivo que permite definir las dosis de
tiopurinas de manera individualizada aun antes de iniciar el tratamiento. Esto reduciria el riesgo de
toxicidad hematoldgica grave y modificaria de forma favorable la morbilidad y la supervivencia de los
pacientes con LLA que requieren tratamiento con 6-MP.
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CONCLUSION

Este trabajo contribuye en el conocimiento de la variantes genéticas relacionadas con los
polimorfismos que se consideran relevantes para la enzima TPMT, encontrandose una frecuencia
similar a las descritas en los estudios realizados en la poblacion mexicana.

Por lo tanto el beneficio en la la poblaciéon pediatrica con LLA de la determinacién de los
polimorfismos para la enzima TPMT al diagnostico contribuye a identificar aquellos pacientes que se
beneficien por cambios en los regimenes terapéuticos, de esta manera se disminuye la toxicidad
hematologica, la mielosupresion prolongada, el retraso de la quimioterapia secundario a la
mielosupresion prolongada. Se necesitan incluir estudios posteriores para evaluar la actividad
fenotipica de los pacientes y evaluar la supervivencia a 5 afios en los pacientes que se presentaron
los polimorfismos.

Nuestro Hospital es un centro de referencia con una incidencia alta de LLA en pacientes pediatricos,
por lo que la determinacion de polimorfismos de la enzima TPMT al didnostico por ténicas de PCR
pueden ser facilmente implementadas y amplaimente aplicadas a un bajo costo en centros que
cuenten con un laboratorio basico de biologia molecular, lo que posibilita el inicio de un tratamiento
mas individualizado, sin necesidad de la metodologia de ensayo y error usada tradicionalmente y de
esta manera se modificaria de forma favorable la morbilidad y supervivencia de los pacientes
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Carta de Consentimiento informado I MSS

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

UNIDAD DE INVESTIGACION EN INMUNOLOGIA
CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA.

México D.F., a de de 20

Carta de Consentimiento Informado

Por medio de la presente autorizo que el paciente (nombre)

de quien soy (padre/madre o tutor(a)) participe en el estudio titulado: “FRECUENCIA
DE POLIMORFIMOS DEL GEN DE LA TIOPURINA s-METILTRANSFERASA TIOPURINAS EN
PACIENTES PEDIATRICOS CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA EN CMN LA RAZA”

, registrado ante el Comité Local de Investigacion en ética en Investigacion en Salud, con el numero:

El estudio de investigacidn involucra pacientes menores de edad (de 16 afios) de la UMAE Hospital
General Dr. Gaudencio Gonzélez Garza del CMN La Raza del IMSS, a quienes se hayan
diagnosticado diagnostico de Leucemia Aguda. La Leucemia Aguda es una enfermedad que se
desarrolla por varios factores ambientales, pero también tiene causas hereditarias que se
encuentran en la informacion genética de cada individuo y que se manifiesta de diversas formas, sus
sintomas mas frecuentes son la anemia, sangrados, multiplicacion en la sangre de muchas células
leucémicas (leucocitos), fiebre, cansancio, etc.

La informacién genética de cada persona hace que esta enfermedad y la respuesta a los
tratamientos como la quimioterapia varien de persona a persona. Es por ello que resulta importante
estudiar cuales son los cambios en los genes relacionados con el metabolismo de algunos
medicamentos (la forma en que se comportan los medicamentos en nuestro cuerpo) que se usan en
la quimioterapia como los son las tiopurinas.

Se me ha explicado que la participacion del paciente a quien represento consistira en donar una
pequefia muestra de sangre que sera extraida de las mismas muestras tomadas para realizar los
estudios como parte del protocolo de estudio de la leucemia, esto implica que no se realizara una
puncion extra para este estudio.

La toma de la muestra de sangre no tiene mayores consecuencias que las de dolor al momento de la
puncidn y solo en algunos casos dejar un pequefio moreton en esa zona que se quitara en el
transcurso de unos dias.

Los beneficios de este estudio es saber si mi paciente tiene algun cambio genético relacionado al
uso de los medicamentos llamados tiopurinas y que pudiera hacer que se conozca mas sobre su
tratamiento de quimioterapia.
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Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias
y beneficios derivados de la participacion en el estudio.
No se guardara ninguna parte del material biolégico obtenido para otro estudio no especificado.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a
responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos
que se llevardn a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la
investigacion o con mi tratamiento.

El Investigador Responsable me ha dado la seguridad de que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con
mi privacidad serdn manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio.

Marque con una “X” la opcion que usted considera mas conveniente con respecto a la
autorizacion para recoleccion de la muestra de sangre periférica:

No autorizo que se tome la muestra
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio
Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros

Nombre del Paciente

Investigador Principal
Dra. Vilma Carolina Bekker Méndez

Investigador Asociado
Dra. Maria Teresa Ramos Cervantes
Matricula 10864903

Nombre y firma del padre o tutor

Nombre y firma de la madre

Nombre y firma del Represente Legal

Nombre y firma del testigo

Av. Jacarandas y Vallejo Sin Numero. Col La Raza
Tel 57245900, ext 23383 y 84
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