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RESUMEN

La 6-Mercaptopurina (6-MP) es un farmaco citotdxico, antimetabolito analogo de las
purinas, especifico de la fase S del ciclo celular y un agente esencial en el tratamiento de
ninos con leucemia aguda linfoblastica (LAL). La enzima tiopurina S-metiltransferasa
(TPMT) cataliza la metilacién y consecuente inactivaciéon de la 6-MP y su analisis en
pacientes con LAL representa uno de los ejemplos mas notables de como la
farmacogenética puede contribuir a individualizarla dosis de un farmaco. Los polimorfismos
del gen de la TPMT generan variantes alélicas, cuyo fenotipo muestra disminucién en la
actividad de la enzima, aumento de los metabolitos activos (6-TGNs), mayor actividad
farmacologica y mayor riesgo de efectos adversos. El gen que codifica para la TPMT se
encuentra en el cromosoma 6p22.3 y sus alelos heredados de manera codominante. El
alelo TPMT™1 corresponde a la forma silvestre, es el mas frecuente y su fenotipo es de alta
actividad enzimatica. El resto son alelos asociados con menor actividad de TPMT. Estudios
epidemiolégicos han demostrado diferencias en las frecuencias de las variantes alélicas del
gen TPMT segun el origen étnico de las poblaciones. Hasta la fecha no existen estudios
sobre el polimorfismo del gen de la TPMT en poblacion pediatrica mexicana.

JUSTIFICACION

El analisis de los polimorfismos del gen TPMT es de gran importancia debido a que estos
se asocian con menor actividad enzimatica y aumento en la toxicidad a 6-MP. En México
solo existen dos estudios publicados sobre las frecuencias del gen TPMT, que tienen
discrepancias entre si, y ninguno de ellos relaciona el genotipo con la toxicidad. En este
estudio analizamos, las variantes alélicas del gen TPMT en nifios mexicanos con LAL y su
impacto en la toxicidad al tratamiento con 6-MP, los resultados obtenidos no sélo
incrementaran el conocimiento sobre la frecuencia variantes alélicas, sino que con esta
informacion y la validacion de la técnica permitiran ser el primer centro de Oncologia
Pediatrica en México en utilizar este biomarcador genético de riesgo de toxicidad en la
evaluacion del paciente tratado con 6-MP para otorgar una terapia individualizada a los
pacientes pediatricos con LAL.

OBJETIVO.
Determinar la asociacion entre las variantes alélicas del gen TPMT y el grado de toxicidad
6-MP en poblacién pediatrica mexicana

HIPOTESIS:

Los pacientes con la variante TPMT*3A, TPMT*3B y TPMT*2 del gen TPMT presentaran
mayor grado de toxicidad al tratamiento en comparacién con aquellos con el genotipo
silvestre.

Material v Métodos: El presente, es un estudio ambispectivo, observacional analitico
donde se analizaron pacientes pediatricos con LAL. Se obtuvieron muestras de sangre
periférica por puncién venosa y se extrajo el ADN por el método de columna. Se
estandariz6 la técnica PCR oligo-especifica para la variante TPMT2 y PCR-RFLP para las
variantes TPMT*3A, TPMT*3B y TPMT*3C. Una vez estandarizada la técnica se realiz6 la
genotipificacion del gen TPMT amplificando cada variable con sus oligonucleétidos
especificos. El producto fue analizado en un gel de agarosa tefido con bromuro de etidio.
Los datos obtenidos se analizaron para relacionar los genotipos de TPMT con el grado de
toxicidad. Se incluyo a pacientes menores de 18 afios con diagnéstico de Leucemia
Linfoblastica Aguda que estuvieron expuestos a 6 Mercaptopurina por mas de 6 meses,




acorde al protocolo HIM 2003. Se relacioné los polimorfimos a toxicidad acorde a los
grados definidos por la OMS.

VARIABLES. Independientes: Genotipo encontrado. Dependientes. Tipo de toxicidad,
Grado de Toxicidad.

RESULTADOS. De un tamafo de muestra calculado en 94 casos y con el fin de aumentar
la sensibilidad del estudio y poder identificar la distribucion real de frecuencias alélicas, se
incluyeron 192 pacientes, de los cuales 56% son de género masculino y 44% femenino, de
ellos, 39 (20.8%) fueron clasificados como de bajo riesgo, 142 (79.1%) como de alto riesgo
y se les administrd el protocolo institucional correspondiente a cada grupo de riesgo, que
en ambos casos incluye el uso de 6-MP.

Las frecuencias alélicas del gen TPMTP fueron: TPMT-1 332 (86.46%), TPMT-2 11 (2-
8%), TPMT-3A 11 (2-8%), TPMT-3B 17 (4.4%) y TPMT-3C 13 (3.3%), lo que representa
un 13.54% de alelos variantes en todo el grupo de 192 pacientes. El momento

De los 192 pacientes incluidos, 2 abandonaron tratamiento, 5 fallecieron antes de la terapia
con 6-MP y 44 aun se encuentran en fases iniciales del tratamiento por lo que no han
tenido aun una exposicion de mas de 6 meses a la 6-MP. Debido a lo anterior sélo se
incluyeron 141 pacientes para el analisis de toxicidad.

De los 141 casos incluidos por haber tenido una exposicién a 6-MP mayor o igual a 6
meses, 37 (26.2%) fueron heterocigotos para alguna variante, de ellos 9 pacientes
desarrollaron al menos un evento de toxicidad infecciosa grado 3 o 4 de la OMS
acompafados de toxicidad hematoldgica y 2 mas tuvieron toxicidad hematoldgica grados 3
0 4, sin toxicidad infecciosa grave, pero que condicionaron interrupciones prolongadas en
el tratamiento debido mielosupresion persistente. Las variantes que se asociaron a
toxicidad fueron TPMT2 (33%), TPMT3A (18%) y TPMT3B (25%). No hubo ningun caso de
toxicidad entre los13 pacientes portadores de la variante TPMT3C.

De acuerdo con lo anterior, el 30% de los pacientes heterocigotos desarrollaron toxicidad
grave, sin embargo sélo en 8% de ellos (3/11) se realizaron reducciones en las dosis de 6
MP. Las reducciones de dosis fueron de 25% en un caso, del 50% en otro y un paciente
requirio reduccion del 75% de la dosis de 6-MP.

Aun no hemos concluido el analisis estadistico, sien embargo podemos identificar varias
diferencias entre estudios previamente publicados y nuestros datos:1) un porcentaje mas
alto de variantes alélicas, con mayor proporcién de genotipos variantes, 2) mayor
frecuencia de individuos con la variante TPMT3B que la reportada en poblaciones
caucasicas, asiaticas y negras, 3) Menor necesidad de reduccion de dosis de 6-MP en los
pacientes que reportan alelos variantes.

Podemos concluir que en base a estos resultados tenemos una incidencia mayor de
pacientes heterocigotos (26.6%) en comparacion con lo descrito en otras series que van de
10 a 12%. Sin embargo a pesar de esto solo 8% requirié reducciones en la dosis de la 6
MP. Este constituye el primer estudio que provee datos de la frecuencia de las variantes de
TPMT en la poblacion mexicana pediatrica con Leucemia Linfoblastica aguda y su
asociacion a toxicidad.



INTRODUCCION

En México el cancer representa la segunda causa de muerte en los nifios de 5 a
14 anos, precedido soélo por los accidentes. Las leucemias agudas son el tipo de
cancer que mas contribuye a esta mortalidad, con una tasa de 2.7/100,000
habitantes en el grupo de 5 a 14 anos y de 2.4/100,000 habitantes en nifios de 1 a
4 afios.® La Leucemia Linfoblastica aguda (LLA) es el cancer mas frecuente de la
edad pediatrica y representa 25-30% de las neoplasias malignas en nifios. En los
Estado Unidos se diagnostican anualmente casi 4,000 casos de LLA." En nuestro
pais la incidencia promedio anual de LLA en menores de 15 afios fue de 44.9 por
millon entre 1996 y 2000. En el HIMFG, se reciben 90 a 110 casos nuevos de
leucemia aguda por afio, 35% de los cuales son LAL.*

El tratamiento de la leucemia aguda linfoblastica se basa en protocolos de
quimioterapia que han derivado de décadas de estudios clinicos que iniciaron en

los afos 50’s y que han llevado a las tasas actuales de curacién cercanas al 80%.
5,6,7

La identificaciéon de factores de riesgo ha hecho posible la estratificacion de los
pacientes, permitiendo con ello el empleo de terapias adaptadas al riesgo
individual, y la disminucion de la mortalidad asociada al tratamiento.’ Sin embargo
aun existe un 2.9% +- 5.3% de pacientes que fallecen durante la induccién y
mantenimiento.?

Las caracteristicas farmacocinéticas o farmacogenéticas de cada paciente podria
contribuir aun mas a individualizar la terapia, reduciendo el riesgo de toxicidad y
muertes por esta causa.

La enzima S-Metiltransferasa es uno de los mejores ejemplos de cédmo la
identificacion de variaciones genéticas individuales puede reducir el riesgo de
toxicidad a un farmaco antineoplasico.



MARCO TEORICO

Leucemia Linfoblastica Aguda

Definicién

Las leucemias agudas son un grupo de enfermedades heterogéneas que alteran
la médula 6sea y se caracterizan por proliferacién desordenada y rapida de células
linfoides inmaduras o linfoblastos que invaden diferentes 6rganos vy tejidos.

Epidemiologia

La LLA constituye el 25% de todos los tipos de cancer pediatrico y abarca el 75%
de los casos de leucemia aguda; se define como la alteracion citogenética que
ocasiona la proliferacion anormal de células linfoides inmaduras que invaden mas
del 25% de la médula 6sea.

De acuerdo a los registros internacionales, se presenta con una incidencia anual
de 3.5 casos nuevos por cada 100.000 nifios menores de 15 afos, con su mas
alta frecuencia en varones entre los 2 y 5 anos.

Etiopatogenia

La causa que desencadena la LLA es aun desconocida. Se considera que su
desarrollo, como otras neoplasias de origen hematolégico, involucra un evento que
causa la tranformacion en un progenitor celular que tiene la capacidad para
expandirse clonalmente de manera indefinida.

También se han asociado con la LLA anormalidades cromosomicas estructurales
como trisomia 21 (Sindrome de Down), Sindrome de Bloom, Anemia de Fanconi y
Ataxia-telangiectasia. Otras condiciones genéticamente determinadas son:
agamaglobulinemia, Sindrome de Shwachmann, Sindrome de Blackfan-Diamond,
Sindrome familiar de monosomia 7, Sindrome de Li Fraumeni vy
Neurofibromatosis.



Sin embargo, estos sindromes solo explican una pequefa fraccién de los casos.
La exposicidon a mutagenos en utero puede ser un evento inicial importante en
algunos casos, pero se requieren alteraciones genéticas adicionales. Para la
mayoria de las leucemias, se necesita de multiples y sutiles polimorfismos
genéticos de enzimas que interactuen con el ambiente, la dieta, factores maternos
y otros factores externos para el desarrollo de la leucemia.

La expansion monoclonal de una célula inmadura condicionara el cese y
abatimiento de los elementos formes en la médula 6sea asi como la infiltracion de
las células leucémicas fuera de la médula ésea incluyendo las gonadas, sistema
nervioso central y cualquier otro sitio del organismo. Por otro lado, el indice de
proliferacion y destruccion de las células malignas sera elevado produciendo
alteraciones tanto electroliticas, metabdlicas, hematoldgicas (anemia, neutropenia,
trombocitopenia) e infecciosas.

Cuadro clinico

El cuadro clinico es heterogéneo. Los signos y sintomas de los nifios con LLA
reflejan la infiltracion de la médula 6sea por células leucémicas y la extensién de la
enfermedad extramedular, llegando a ser del orden de 1x10 '? células malignas al
momento del diagnostico.

Los principales son: fiebre (en 61% de los pacientes), sangrado (48%), dolor 6seo
(23%), linfadenopatia (50%), esplenomegalia (63%), hepatoesplenomegalia (68%),
leucocitosis (47%), anemia (88%), trombocitopenia (75%). La duracién de los
sintomas en los nifios con LLA, puede durar desde dias hasta meses, y algunos
otros sintomas pueden presentarse o continuar por el efecto de los agentes
quimioterapéuticos.

Diagnéstico

El diagndstico se establece con la presencia al menos de 25% de linfoblastos en la
médula 6sea de acuerdo a los criterios de la French-American-British (FAB). La
infiltracion al sistema nervioso central se establece si existen mas de 5
células/microL en la muestra de liquido cefalorraquideo, y en pacientes con signos
neuroldgicos, con la presencia de infiltrados intracerebrales en la tomografia
computada de craneo.



Clasificacion

Existen varios tipos de clasificaciones para las leucemias: morfoldgica,
inmunoldgica, citogenética, bioquimica y de biologia molecular.

La clasificacion morfolégica establecida por la FAB en 1976 define 3 subtipos de
linfoblastos: L1 (blastos usualmente pequefos, con citoplasma escaso, cromatina
homogénea, nucleolo regular y ocasionalmente indentado); L2 (mas grandes,
heterogéneas en cuanto a tamafo, con nucleolo prominente y citoplasma mas
abundante); y finalmente, L3 (son mas grandes, basofilia intensa, vacuolados y
morfolégicamente idénticos a las células del linfoma de Burkitt). Aproximadamente
el 85% de los nifios con LLA tienen morfologia L1, 14% tienen el tipo L2 y el 1%
L3.

La clasificacion inmunoldgica consiste en la identificacion de antigenos de
membrana o intracelulares que identifican el linaje de los blastos y estado de
diferenciacion mediante citometria de flujo (técnica de analisis celular que se basa
en la expresion de caracteristicas de fluorescencia y absorcion de la luz en una
suspension monodispersa de células). Teniendo de esta manera los siguientes
inmunofenotipos: pre B, B temprana, pre B transicional, B maduray T.

El estudio citogenético determina la presencia de alteraciones cromosomicas que
ocurren en los linfoblastos de la médula ésea en pacientes con LLA y que puede
variar de acuerdo a las diversas series hasta 80%. Pueden dividirse en
alteraciones numéricas y estructurales.

Las diferentes alteraciones citogenéticas observadas en nifios con LLA
proporcionan valiosa informacion prondstica. Por ejemplo, las hiperdiploidias se
asocian con pronostico favorable, mientras que la translocacion t (9;22) (q34;q11)
y las hipodiploidias confieren un prondstico desfavorable. Muchas de estas
anormalidades moleculares tienen importancia prondstica independiente en el
contexto de regimenes de tratamiento particulares.

En un estudio realizado en el HIMFG, se clasificaron 315 pacientes con LLA
diagnosticados entre enero de 2003 y diciembre de 2007 encontrandose el subtipo
morfolégico L1 en 179 casos (56.8%) y L2 en 132 (43.2%). En cuanto al
inmunofenotipo realizado a 282 (89.6%) de estos pacientes: 227 (72%) tuvieron
LLA de precursores de células B, 44 (14%) de células T y 11 (3.5%) se clasificaron
como bifenotipicas. El estudio citogenético de 141 de los 315 pacientes, detectd
las siguientes alteraciones cromosdmicas estructurales en 88 (62.4%): t(12;21) en
34 (24%), t(1;19) en 28 (19.8%), t(4;11) en 19 (13.4%) y 1(9;22) en 7 (4.9%).
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Factores prondsticos y definicion de riesgo

Entre un 20-25% de los pacientes presentaran recaida de la enfermedad en algun
momento de su evolucion. Existen varios factores de riesgo para recaida
relacionados al paciente (edad, cuenta leucocitaria al diagnéstico), a la
enfermedad (inmunofenotipo, anormalidades cromosdmicas, enfermedad minima
residual) y los relacionados a la respuesta al tratamiento. La identificacién de estos
factores ha permitido la asignacién de un riesgo (riesgo estandar o habitual y alto
riesgo) y, con ello, un prondstico y tratamiento mas racional. (Ver tabla 1).

Los factores prondsticos independientes mas importantes son la edad menor de 1
afio y mayor de 10 afios y la cuenta de leucocitos al diagnéstico mayor de
50,000mm3, que confieren un peor prondstico.

En estudios previos, el sexo masculino habia sido considerado un factor de peor
prondstico, esto en gran parte a la asociacion con factores de mal prondstico como
mayor incidencia de inmunofenotipo de células T asi como por la posibilidad de
infiltracion testicular.

Existe una marcada influencia de la edad en el prondstico de ciertos subtipos de
LLA. Por ejemplo, el cromosoma Philadelphia positivo—translocaciéon conocida
como 1(9;22) se asocia generalmente con un mal prondstico en adolescentes pero
los resultados en nifios de 1 a 9 afos es relativamente favorable si la cuenta
leucocitaria al diagnédstico es baja.

Entre los pacientes con rearreglos del gen MLL (en el cromosoma 11), los nifios
menores de 1 ano se consideran de peor prondstico de nifios mayores. Otra
consideracion importante es que los rearreglos del gen MLL ocurren no sélo en la
leucemia del lactante sino también en aquellas inducidas por farmacos que inhiben
la topoisomerasa |l.

Los pacientes con hiperploidia tienen un pronéstico favorable. Mas del 97% de los
blastos hiperdiploides tienen 3 o 4 copias del cromosoma 21, el cual contiene el
gen que codifica el transportador de metotrexate dentro de las células, por lo que,
responden bien a los regimenes basados en el uso de este antimetabolito.

En la tabla 1 se describen los factores para clasificar a las LLA en riesgos. En el
protocolo HIM 2003 que es el que se utiliza en el HIMFG se describen dos riesgos:
estandar y alto riesgo. En la literatura estan descritos muy bajo riesgo, riesgo
estandar, alto riesgo y muy alto riesgo. Para fines de este estudio utilizaremos la
clasificacion local.
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Tabla 1.- Clasificacion de la LLA por riesgo

Riesgo Estandar Alto
EDAD >1 ANO <1ANO
<10 ANOS > 10 ANOS
RESPUESTA A NO BLASTOS EN SANGRE PRESENCIA DE BLASTOS EN
PREDNISONA PERIFERICA EL DIA 7 SANGRE PERIFERICAEL DIA 7
RESPUESTA A LA RESPONDEDOR TEMPRANO RESPONDEDOR LENTO
INDUCCION
CUENTA DE < 50,000 > 50,000
LEUCOCITOS
INMUNOFENOTIPO | PRO B, PRE B Y PRE B
TRANSICIONAL
HIPERDIPLOIDIA t1;19
CITOGENETICA t12;21 t4:11 (> 1 ANO) t 9;22
t4;11 U OTRO REARREGLO MLL
EN PAC.<1ANO
SNC STATUS SNC 1 SNC2, SNC3
AUSENTE SNC
ENFERMEDAD TESTICULAR
EXTRAMEDULAR MEDIASTINAL

Tratamiento

El tratamiento de las leucemias se basa en protocolos de quimioterapia disefiados
por centros especializados, en el caso de la LLA, consta de 4 fases: la induccion a
la remisién, la intensificacion, la consolidacién y el mantenimiento.

El protocolo de tratamiento de nifios con LLA en el HIMFG se basa en el protocolo
Total XlII del Hospital St Jude. Consta de un tratamiento comun a todas las
leucemias independientemente del riesgo que tengan; se administra una ventana
de esteroide y la induccion a la remision. En esta fase los pacientes reciben una
semana con dexametasona a 6mgmz2scd para evaluar la quimiosensibilidad in vivo
(ventana de esteroide) y tiene como objetivo subdividir a los pacientes en
“sensibles al esteroide y no sensibles”.

Posterior a la ventana de esteroide, continia la induccion a la remision, que
constituye la primera fase del tratamiento y que tiene como objetivo disminuir la
carga tumoral de 10'? a 10° células. En este periodo los pacientes empiezan a
recuperar la funcion normal de la médula 6sea con un requerimiento menor de
productos hematicos, mayor energia y de manera global mejor estado general. La
induccion a la remision se lleva acabo con la combinaciéon de Vincristina,
Daunorrubicina, L Asparaginasa y Dexametasona, posteriormente en la fase de
intensificacion se incluye Etopdsido y Arabindsido de Citosina.

Los pacientes que se encuentran en remision se definen como aquellos que no

tienen evidencia de leucemia cuando se evalian de forma fisica o a través de
pruebas hematoldgicas (aspirado de médula 6sea y sangre periférica).
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La siguiente fase es la Consolidaciéon cuyo objetivo es intensificar de forma
temprana el tratamiento a sitios santuarios (sistema nervioso central) empleando
altas dosis de antimetabolitos a intervalos de 1 semana por 3 ocasiones. En
nuestro protocolo se emplean altas dosis de metotrexate a 2 o 5 g m?
dependiendo del riesgo establecido.’

El mantenimiento es la fase en la que se busca eliminar la enfermedad residual
que persiste al final de la induccion y erradicar la clona leucémica. En esta fase se
incluyen reinduccion, reintensificacion y reconsolidacion, en caso de tratarse en un
paciente clasificado como de alto riesgo se debe de dar tratamiento multiagente,
semanal para evitar la resistencia.

6-Mercaptopurina

La 6-Mercaptopurina es un farmaco citotdéxico, antimetabolito analogo de las
purinas, especifico de fase S del ciclo celular. Es uno de los principales farmacos
usados en el tratamiento de nifios con leucemia linfoblastica aguda. Se emplea
principalmente como terapia de mantenimiento.

Mecanismo de accion.

La 6 Mercaptopurina y su prodroga azatioprina requieren activacion intracelular
por la hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa en monofosfato de tioinosina
(TIMP) y subsecuentemente en nucleétidos de tioguanina (6TGNs) el metabolito
citotoxico activo. Hay otras dos reacciones que completan este proceso. La
xantina oxidasa oxida la 6 Mercaptopurina en 6 Tioxantina y subsecuentemente
en el acido 6 Tiurico. Ademas la tiopurina S metiltransferasa ( TPMT) convierte la
6 Mercaptopurina en un metabolito inactivo en 6 Metil Mercaptopurina y también
metaboliza el TIMP en nucledtidos 6 Metilmercaptopurina los cuales son
inhibidores potentes de la sintesis de purinas. La enzima TPMT, de forma indirecta
influye en las concentraciones de 6 TGN.10.15.20

La figura 1 esquematiza el mecanismo de accion de la 6-MP.

Efectos adversos

Los pacientes con disminucion en la actividad d la TPMT estan en riego severo,
eventualmente fatal de sufrir toxicicidad hematoldgica.'®'” Mientras que aquellos
que tienen actividad aumentada tienen respuesta clinica disminuida con estos
agentes.!”
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Las tiopurinas se asocian con dos clases de efectos adversos: Idiosincraticos (no
dependiente de dosis) y dosis dependientes. Mas del 25% de los pacientes
tratados con 6 Mercaptopurina presentan efectos adversos no dosis dependientes
que incluyen nausea, fiebre, rash, sintomas flue like, artralgias que pueden
requerir suspension del tratamiento. En estudios retrospectivos que recibieron 6
Mercaptopurina la incidencia de pancreatitis se presentdé en 3.3% y reacciones
alérgicas en 2%.

La leucopenia (menos de 4000 leucocitos) es el principal efecto adverso
hematoldgico que se presenta con la administracion de dosis estandar de 6
Mercapopurina. Se ha documentado que ocurre de 2 al 15%. La leucopenia es
habitualmente asintomatica pero puede ser grave complicandose con sepsis en el
2% de los casos. %°

En Otro grupo de pacientes tratados con 6 Mercaptopurina la mielosupresion
transitoria fue comun reversible con reduccién de la dosis y suspension temporal
del tratamiento. La incidencia de complicaciones infecciosas en este grupo fue del
7.4%, infecciones severas ocurre en el 1.8% de los pacientes, quienes también
recibieron multiples inmunosupresores, incluyendo corticoesteroides.?’

Mecanismos de Resistencia

Se ha observado resistencia natural y adquirida a la 6 mercaptopurina. Un factor
crucial consiste en las actividades relativas de las enzimas anabdlicas vy
catabdlicas que influyen en la conversion de los nuclétidos de 6 Tioguanina. Los
mecanismos de resistencia son identificados para este farmaco incluyen la
disminucion de la expresion de la enzima activadora HGPRT, el aumento en la
expresion de la enzima catabdlica fosfatasa alcalina o de la enzima conjugante
Tiopurina S-metiltransferasa, la disminuciéon del transporte transmembranal del
farmaco y la resistencia cruzada entre 6-Mercaptopurina y 6-Tioguanina.
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Tiopurina S-Metiltransferasa.

La Tiopurina S-Metiltransferasa (TPMT) es una enzima citosodlica que cataliza la S
Metilacion de los compuestos sulfhidrilo, incluyendo 6 Mercaptopurina, 6
Tioguanina y la Azatioprina, dejando metabolitos S metilados inactivos.

La tiopurina S-metiltransferasa (TMPT) representa uno de los ejemplos mas
notables de cdémo la farmacogenética puede contribuir a individualizar un
farmaco.®

Antecedentes

La S metilacién se reporté como una via metabdlica para las drogas tiopurinicas
desde que se comenzaron a administrar en humanos. Los primeros estudios de la
enzima que catalizaba esta reaccion se realizé por Remy en los primeros afios de
los sesentas usando tejido de raton. Sin embargo, no fue hasta los setentas que la
actividad TPMT se estudio en humanos, con el objetivo claro de probar la hipotesis
de que la variacién individual en esta via de la biotransformacion de la tiopurina
podria estar relacionada con diferencias individuales relacionadas con la
toxicicidad y la eficacia terapéutica, por lo tanto los ensayos iniciales realizados
en humanos para determinar la actividad de la TPMT fue en tejidos accesibles
como los eritrocitos. Esto se realizé con el objeto de desarrollar un examen clinico
que pudiese ser valido si se comprobaba que la determinacion de la actividad de
la TPMT en eritrocitos correlacionada con otros sitios implicados en el
metabolismo de la TPMT como el higado. La primera aplicacion de las medidas de
la actividad de TMPT en eritrocitos implicé experimentos realizados en muestras
de poblaciones grandes y familias nucleares. Estos estudios demostraron que los
niveles de actividad de la TPMT se controlan por polimorfismos. En la siguiente
década los experimentos se enfocaron en disefar experimentos para caracterizar
las propiedades bioquimicas de la enzima. El aumento en el conocimiento de la
bioquimica y regulacién de la TPMT en los tejidos humanos durante los ochentas
de forma paralela aumento el entendimiento de la biotransformacién de las drogas
tiopurinicas en humanos. Se demostr6 que las tiopurinas como la 6
Mercaptopurina eran prodrogas que requerian activacion metabdlica para formar
nucledtidos 6 tioguanina, los niveles de estos ultimos medidos en eritrocitos
correlacionaban con la eficacia y la toxicicidad de la 6 Mercaptopurina. El primer
reporte en 1989 por Lennard et al., en el cual se ve que en pacientes con actividad
TPMT genéticamente baja que eran tratados con dosis “estandar’ de estas
drogas presentaban mayor riesgo de desarrollar toxicicidad severa y de forma
simultanea aquellos pacientes que tienen actividad incrementada de la TPMT
presentan eficacia terapéutica disminuida.®
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Polimorfismos del gen TPMT

Los polimorfismos son variantes genéticas en el genoma humano representando
variaciones en las secuencias que ocurren en mas de uno por ciento de los alelos
en una poblacion dada. 10

La existencia de polimorfismo en el gen de la TMPT genera variantes alélicas,
cuyo fenotipo muestra una capacidad disminuida en la S-metilacion de 6-
Mercaptopurina, determinando un aumento de los metabolitos activos (6-TGNs), lo
que produce una mayor actividad farmacoldgica, pero también un mayor riesgo de
efectos adversos.

Estas variantes alélicas resultan de mutaciones puntuales en la secuencia o
mutaciones en sitios intron — exdén. 2 El gen que codifica para la TPMT se
encuentra en el cromosoma 6p22.3, mide 34kb y consiste de 10 exones, siendo
sus alelos heredados de manera codominante y presenta variaciones genéticas
que controlan la actividad enzimatica.”-2°

El mecanismo molecular de la deficiencia de la TPMT fue descrito en 1995,
cuando la primera variante alélica se descubrié, TPMT*2, posteriormente se
descubrieron otras variantes alélicas.?* Se han publicado a la fecha 25 variantes
alélicas para el gen de la TPMT, siendo el alelo TPMT*1 el correspondiente al
alelo wild type, el cual es el mas frecuente y cuyo fenotipo es de alta actividad
enzimatica en el 90% de los casos. El resto corresponden a alelos asociados con
actividad intermedia de TPMT 10%, de los cuales los alelos TPMT2, *3A y *3C dan
cuenta de casos publicados de la disminucion de actividad de la TPMT.? 10 17 Se
ha documentado que 1 de cada 300 tiene baja actividad. '"La actividad de la
TPMT es clasicamente medida en los eritrocitos, ya que la medida de la TPMT en
el higado, rifidn y los linfoblastos correlaciona con las medidas en los eritrocitos. '8

La variante TPMT*2 corresponde a una transversion G238C, que causa la
sustitucidon de un aminoacido en el codén 80 cambio de una alanina por una
prolina. La variante TPMT*32 contiene 2 transiciones G460A y A719G, que
resultan en las sustituciones en el codon 154 cambio de una Alanina por Treonina
y en el codon 240 cambio de una Tirosina por una Cisteina respectivamente. Para
el alelo TPMT *3B se observa solo la transicion G460A que resulta en el cambio
de coddén 154 cambio de una Alanina por Treonina y en el caso del alelo TPMT
*3C existe solo la transicion A719G resultando en el cambio en el codén 240
cambio de una Tirosina por una Cisteina. 11202325
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Figura 2. Variantes alélicas del locus TPMT.

Las cajas blancas son exones no traducidos, y las cajas negras representan exones en traduccion. Las cajas
grises representan exones que contienen mutaciones que resultan en cambios de aminoacidos. La variante
TPMT*1 tiene alta actividad, el resto se relacionan a baja actividad.?®

La presencia de TPMT*2, TPMT*3, TPMT*3C es predictora de fenotipo, debido a
que pacientes heterocigotos para estos alelos tiene actividad enzimatica
intermedia y los pacientes homocigotos para estos mismos alelos presentan
deficiencia en la actividad.?*

Diferencias étnicas

Estudios epidemiologicos han demostrado diferencias en las frecuencias alélicas
de las distintas variantes del gen de la TPMT segun el origen étnico de las
poblaciones. ElI TPMT*3A es el alelo mas comun en los Caucasicos (frecuencia
aproximada del 5%)'®22, mientras que el TPMT*3C es predominante en sujetos
asiaticos y africanos (frecuencias de 0.3%-3% y 5.5-7.6% respectivamente).%-11.17
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Estudios realizados en Latinoamérica muestran una mayor frecuencia de alelo
TPMT*3A en sujetos de Argentina, Colombia, Bolivia y Chile, mientras que en la
poblacién de Brasil el alelo mas frecuente corresponde al TPMT*2. En Japdn e
India el alelo mas frecuente corresponde al TPMT*3C. 21026 En Rusia el TPMT*3A
se ha documentado como el mas frecuente. 2*

En México Taja Ch y cols. Determinaron la frecuencia de los polimorfismos
alélicos de la TPMT, siendo el mas frecuente el TPMT*3A (4.4%),
TPMT*3B(1.7%), TPMT*3C (1.7%). De 39 pacientes mayores de 18 afnos con
leucemia linfoblastica aguda, 22 fueron tratados con tiopurinas, y 5 de 10 con
polimorfismo funcional desarrollaron toxicicidad hematoldgica (4 moderado, 1
severa).?’
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La actividad enzimatica disminuida de la TPMT da lugar a un aumento de
metabolitos activos, produciendo mayor actividad farmacolégica, pero también un
mayor riesgo de efectos adversos como la mielosupresién severa. En México la
informacion es limitada, hasta la fecha sélo hay dos estudios publicados sobre el
tipo y frecuencias de las variantes alélicas del gen de la enzima TPMT, pero no
existe ningun estudio publicado que analice la influencia de los polimorfismos de
esta enzima en la toxicidad a 6-Mercaptopurina en pacientes mexicanos. Esta
informacion es relevante en el tratamiento de las leucemias linfoblasticas agudas,
ya que la 6 Mercaptopurina es parte del mantenimiento.

JUSTIFICACION

El analisis de los polimorfismos del gen que codifica para la enzima tiopurina S
metiltransferasa, enzima clave en el metabolismo de la 6-Mercaptopurina, es de
gran importancia debido a que se asocian con una alteracion en la actividad
enzimatica y aumento en la resistencia al farmaco. En México solo se han
realizado dos estudios en poblaciones de adultos, con un numero de muestra
pequefio y no en todos los casos en pacientes con leucemia linfoblastica aguda,
sin relacionar genotipo con toxicicidad.

El genotipo de TPMT debe de ser estudiado de manera rutinaria en todos los
pacientes con leucemia linfoblastica aguda para individualizar el tratamiento y
evitar toxicicidad grave, ademas de la relevancia de conocer las variantes alélicas
de la TPMT en nuestra poblacién pediatrica.

Este trabajo sera el primero en realizarse en poblacion pediatrica mexicana con
leucemia linfoblastica aguda asociando con el polimorfismo del gen TPMT con la
toxicidad a 6 mercaptopurina. Los resultados  obtenidos seran la base para
determinar biomarcadores genéticos de riesgo a toxicicidad al tratamiento con
mercaptopurina.

Al conocer esta informacion se podra introducir como parte de la evaluacion
diagndstica inicial y asi ser el primer centro de Oncologia pediatrica en México que
la utilice, permitiendo al oncélogo pediatra ofrecer una terapia individualizada a los
nifos y adolescentes con leucemia linfoblastica aguda, con el fin de modificar la
morbilidad y la supervivencia de estos pacientes.

OBJETIVOS
General

e Determinar las frecuencias de las variantes alélicas del gen TPMT en
poblacién pediatrica mexicana con leucemia linfoblastica aguda, para poder
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evaluar la asociacion entre dichas variantes del gen TPMT y el grado de
toxicidad a 6 Mercaptopurina.

Particulares

e Obtener las frecuencias de las variantes del gen TPMT y su distribucién en
un grupo de pacientes pediatricos con LAL

e Determinar los genotipos del gen TPMT y su distribucion en un grupo de
pacientes pediatricos con LAL

e Establecer la asociacion entre las variantes del gen TPMT estudiadas y la
toxicicidad a 6-Mercaptopurina en un grupo de pacientes pediatricos con
LAL tratados con 6-MP.

HIPOTESIS.

Los pacientes con la variante TPMT*3A del gen TPMT presentaran mayor grado
de toxicidad al tratamiento en comparacion con aquellos con el genotipo silvestre.

MATERIAL Y METODOS
Disefno del estudio

Observacional, ambispectivo, analitico.

Célculo de la muestra

En México, no existen datos publicados acerca de la relacion entre variantes
genéticas del gen TPMT vy la toxicidad, por lo que utilizamos los datos reportados
del genotipo TPMT de toxicidad hematolégica para el polimorfismo TPMT 3 en
poblacién caucasica debido a que es una de las variantes mas frecuentes que se
asocia a toxicidad. Empleando una formula para estimacion de riesgo relativo se
obtuvo una muestra de 47 casos, sin embargo para aumentar la sensibilidad del
estudio incrementamos la cifra, incluyendo a un total de 141 pacientes pediatricos
con leucemia linfoblastica aguda.

n=2z> (1-P1)/P1+(1-P2)/P2
1-a/2

(In(1-€))7?
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n=1.96 (1-0.65) / 0.65 + (1-0.26)/0.26 = 46.74 = 47

(In (1- 0.5))2

Donde:

Z1-a;2=1.96

P1= Proporcion de expuestos al factor de estudio que presentaron el evento de
interés = 0.65

P2= La proporcién de no expuestos que presentaron ese mismo evento= 0.26
Nivel de confianza o seguridad = 0.99

Precision relativa = 0.5

Criterios de seleccioén

Criterios inclusion

e Edad menor de 18 afios

e Cualquier sexo

e Diagnostico de LAL establecido por al menos dos de tres criterios
(morfologia de acuerdo a la FAB, inmunofenotipo y citogenética)

e Tratados con el esquema de tratamiento vigente en el Servicio de
Oncologia del HIMFG (protocolo HIM-2003) Anexo 1

¢ Encontrarse en fase de mantenimiento o en vigilancia

e Haber recibido 6-Mercaptopurina por al menos 6 meses.

Criterios de exclusion.

e Muestra insuficiente (Cuando la cantidad de DNA extraida no permita la
realizacion de todas las pruebas necesarias para el estudio)

Criterios de eliminacion

e Abandono voluntario del tratamiento antes de que la toxicidad a 6
Mercaptopurina pueda ser evaluada.

Procedimientos
Recoleccion de la muestra

A cada paciente participante se tratd conforme al protocolo para Leucemia
Linfoblastica Aguda para riesgo habitual y alto riesgo HIM 2003 vigente en el
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Departamento de Hemato Oncologia del Hospital Infantil de México, Federico
Gbémez. (Anexo 1)

Se determind el genotipo en eritrocitos por lo que se obtuvo la muestra de sangre
(2ml).

Metodologia Experimental

La extraccion del DNA se realizé por el método de columna, las células se lisaron
incubandolas con la solucién de lisis, el producto de la lisis se incubara en
proteinasa K. Posteriormente se agregd etanol absoluto volumen a volumen, se
homogeinizé y se paso a través de la columna y por centrifugacién se obtuvo el
DNA.

Los alelos que se buscaron fueron el TPMT1 que corresponde al alelo silvestre.
TPMT2 que corresponde a una transversion G238C, TPMT3A que contiene 2
transiciones G460A y A719G, TPMT3B en el que se observo la transicion G40A y
TPMT3C con una sola transiciéon A 719G.

La identificacidn de alelos de ge TPMT se realizé mediante metodologias de PCR
FLP y PCR alelo especifica. Estos analisis utilizan pares de iniciadores que
incluyen secuencias intronicas y exonicas para asegurar la amplificacion del gen
TPMT y no de un pseudogen. Tabla 2.

SNP Iniciador Secuencia Producto de
la
amplificacion
G238C P238W 5GTATGATTT TAT GCA GGT TTG3 C3’ 256
P238C 5 TAA ATA GGA ACC ATC GGA CAC3’

G238C P238M 5GTATGATTT TAT GCAGGT TTC 3’ 256
P238C 5 TAA ATA GGA ACC ATC GGA CAC3’

G460A P460F 5'ATA ACA GAG TGG GGA GGC TGC3” 365
P460R 5°CTA GAA CCC AGA AAA AGT ATAG3’

A719G P719R 5TGT TGG GAT TAC AGG TGT GAG CCA | 236

C3
Tabla 2.

Evaluacién de la toxicidad

e La toxicidad fue evaluada con base en el sistema de toxicidad de la OMS
(ver anexo 2)

e Se tomd en cuenta que la 6-MP hubiera sido administrada en las dos
semanas previas al evento de toxicidad
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Anélisis estadistico

Para la presentacion de la primera parte de los resultados, que es lo que
comprende esta tesis, se realizd estadistica descriptiva de los datos obtenidos
empleando frecuencias simples y relativas de las variables categdéricas con
medias, medianas y rangos para las variables numéricas.

En una segunda fase de analisis se determinara la asociacion entre el genotipo del
gen TPMT identificado en cada paciente y el grado de toxicidad a 6-MP. Se
obtendran las razones de momios empleando intervalos de confianza al 95% para
evaluar el riesgo de complicaciones y la necesidad de reduccion de dosis entre los
individuos con diferentes genotipos de TPMT y estratificando por grupo de riesgo.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio se realizé de conformidad con los principios que establece la 182
Asamblea Médica Mundial (Helsinki, 1964) y todas las modificacioes aplicables
establecidas por las Asambleas Médicas Mundiales y los lineamientos ICH para la
Buena Practica Clinica (GCP).

Es un estudio con riesgo minimo debido a que en una sola ocasion se tom6 de
rango de edad de 2 ml de sangre periférica de pacientes con Leucemia
Linfoblastica Aguda de 0 a 18 anos. Esta toma no alter6 el tratamiento.

CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

En el presente estudio, la toma de muestra se realiz6 en el area de
hospitalizacién oncoldgica y fue procesada en el laboratorio de oncologia
de Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Los desechos bioldgicos fueron tratados y eliminados de acuerdo al manual
de procedimientos del laboratorio. Los desechos fueron eliminados en los
contenedores especificos de acuerdo al tipo de desecho, y recolectados por
el area de control de medio ambiente del Hospital Infantii de México
Federico Gomez.
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RESULTADOS

Poblacion Estudiada

Se recolectaron muestras para la extraccion de DNA en 144 pacientes con
diagnodstico de LAL tratados en el Servicio de Oncologia en el periodo
comprendido de enero 2008 a diciembre 2010, de ellos se eliminaron 3 casos por
abandono antes de haber cumplido 6 meses de tratamiento con 6-MP.

De los 141 pacientes incluidos para el analisis 85 (60.2%) fueron masculinos y 56
(39.7%) femeninos, el rango de edad al diagnéstico fue de 6 meses a 192 meses,
con una mediana de 58 meses y un promedio de 70 meses. De los pacientes
incluidos 106 (75.1%) fueron catalogados como de alto riesgo y 35 (24.8%) como
de bajo riesgo. La tabla 3 describe las caracteristicas generales de estos 141
pacientes.

Edad media al diagnostico | Pacientes
Género
Femenino 56 39.7%
Masculino 85 60.2%
Riesgo
Alto 106 75.1%
Bajo 35 24.8%
Morfologia
L1 66 46.8%
L2 75 53.1%
Inmunofenotipo
PreB 93 65.9%
T 31 21.9%
Bifenotipia 2 1.4%
No cuenta estudio 15 10.6%

Tabla 3. Caracteristicas generales de los 141 pacientes incluidos

De los 141 pacientes incluidos en el analisis 37 (26.2%) presentaron recaidas, 4
(2.8%) fueron tempranas y 33 (23.4%) tardias acorde a los criterios de Saint Jude,
de las que se presentaron 24 (17%) fueron hematoldgicas, 10 (7.0%) aisladas a
Sistema Nervioso Central, una aislada a testiculo y 2 combinadas a Sistema
nervioso central y meédula ésea.

Se presentaron 12 (8.5%) defunciones en todo el grupo, de ellas 8 fueron por

toxicidad y 5 por progresion de la leucemia. Una de las muertes por toxicidad
podria ser atribuible a 6-MP.
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Frecuencias alélicas y Genotipos del gen TPMT

Las frecuencias alélicas del gen TPMTP fueron: TPMT-1 245 (86.8%), TPMT-2 7
(2.4%), TPMT-3A 7 (2.4%), TPMT-3B 14 (4.9%) y TPMT-3C 9 (3.1%), lo que
representa un X% de alelos variantes en todo el grupo de 141 pacientes.

Frecuencias alélicas

5% 3%

2%
0

ETPMT1 BETMPT2 TPMT3A ETPMT3B M TPMT3C

De los 141 casos incluidos, 104 (73.8%) fueron homocigotos silvestres, 37 (26.2%)
heterocigotos para alguna variante y no encontramos ningun homocigoto para dos
variantes.

Toxicidad por 6-Mercaptopurina

De los pacientes heterocigotos para alguna variante 8 pacientes (5.6%)
desarrollaron al menos un evento de toxicidad infecciosa grados 3 6 4 de la OMS
acompanados de toxicidad hematoldgica y 2 mas tuvieron toxicidad hematoldgica
grados 3 0 4, sin toxicidad infecciosa grave, pero que condicionaron interrupciones
prolongadas en el tratamiento debido mielosupresion persistente condicionando
recaida en 1 de ellos.

La toxicidad hematoldgica Grado 2 se encontrdé en este grupo en 13 pacientes
(9.2%) de los cuales 4 tuvieron interrupciones prolongadas debido a
mielosupresion persistente, sin presentar recaida hasta el momento.
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Relacion entre Toxicidad y Genotipo

Las variantes que se asociaron a toxicidad fueron TPMT2 3(42.8%), TPMT3A 2
(28.5%) y TPMT3B 4 (28.5%). No hubo ningun caso de toxicidad entre los 9
pacientes portadores de la variante TPMT3C.

De acuerdo con lo anterior, 10 (27%) de los pacientes heterocigotos desarrollaron
toxicidad grave, sin embargo sélo en 8% de ellos (3/11) se realizaron reducciones

en las dosis de 6 MP. Las reducciones de dosis fueron de 25% en un caso, del
50% en otro y un paciente requirio reduccién del 75% de la dosis de 6-MP

Impacto del la Toxicidad a 6-MP en los Eventos de Recaida y Muerte

De los pacientes heterocigotos 6 (16.2%) tuvieron atrasos prolongados y 1
presento recaida tardia por ello.

Pacientes heterocigotos que murieron por toxicidad por 6 MP 1 se puede atribuir a
la misma consecuencia de mielosupresion y complicaciones infecciosas.
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DISCUSION

El analisis de los polimorfismos del gen TPMT es importante en la evaluacion 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 algunos centros este analisis se realiza de manera rutinaria
con el fin de individualizar las dosis de estos medicamentos.

La variacioén 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) “°.
Estudios in vitro han demostrado que cuando la variante TPMT*2 se presenta en
forma heterocigota, la capacidad enzimatica de la TPMT disminuye 100 veces 38y
cuando existe homocigocidad para la variante TPMT*3A, hay una pérdida total de
la actividad enzimatica #4. 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.

Estan bien demostradas las diferencias en la frecuencia de las variantes del gen
entre grupos étnicos. En poblacién caucasica, 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 ha sido evaluada en la mayoria
de las series que analizan a este tipo de poblacién. Estudios realizados en
latinoamérica muestran una mayor frecuencia de alelo TPMT*3A en sujetos de
Argentina*!, Colombia*? y Bolivia*3. En Brasil las variantes TPMT*2 y TPMT*3C
son las mas comunes'® '°. En poblacion asiatica, la variante TPMT*3C es la mas
frecuente®®. Kapoor en la India analizé 25 pacientes con LAL, encontrando 4.1%
de heterocigotos para el alelo TPMT*3C, ningun caso portaba el alelo TPMT3*A y
no identificé homocigotos variantes 4.

En México la informacién publicada sobre el tipo y frecuencias de las variantes
alélicas del gen de la enzima TPMT se limita a dos estudios. Taja-Chaveb public
en 2008 el primer analisis de polimorfismos de este gen en poblacion mexicana 22,
se estudiaron 39 pacientes adultos, 38 de ellos con LAL y uno con colitis ulcerativa
cronica, ademas de 108 voluntarios sanos; las variantes fueron identificadas
mediante DHPLC (denaturating high performance liquid chromatography). De sus
resultados, que se detallan en la tabla 4, resalta la mayor frecuencia del alelo
TPMT*3A, pero también la diversidad de alelos variantes y el hallazgo de
porcentajes 2 a 3 veces mas altos para las variantes TPMT*2, *3A y *3C en el
grupo de pacientes con LAL, aunque hay que tomar en cuenta que el numero de
individuos en este ultimo grupo fue reducido. El segundo trabajo, publicado por
Gonzalez del Angel en 2009 fue realizado con DNA extraido de gotas de sangre
seca colectadas en papel filtro, obtenidas de 360 recién nacidos del Distrito
Federal y sugiere que aproximadamente 1 de cada 180 personas nacidas en la
Ciudad de México podria tener actividad enzimatica de TPMT baja o indetectable,
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en este estudio se encontré también predominio de la variante TPMT*3A, con
porcentajes menores al 1% para las otras tres variantes.

Hacemos énfasis en el hecho de que nuestro estudio representa un analisis
descriptivo de base hospitalaria que no pretende en este momento hacer ninguna
correlacion clinica.

Analizamos a un grupo heterogéneo de neoplasias malignas pediatricas, que en
su mayoria son leucemias agudas, y decidimos mostrar también los datos de los
tumores solidos, ya que en una pequefia muestra aleatoria de 9 pacientes
encontramos un caso homocigoto para dos variantes de TPMT.

En esta serie encontramos una elevada frecuencia de individuos portadores de
alelos variantes, con mayor frecuencia del alelo TPMT*3B y porcentajes altos para
las cuatro variantes analizadas. Lo anterior contrasta con los descrito en
poblaciones caucasicas, asiaticas o africanas en las que existe claro predominio
de alguna variante y en ninguna de ellas se reporta mayor frecuencia de la
variante TPMT*3B, aunque como se puede observar en la tabla 4, el alelo
TPMT*3B no fue determinado en muchas de las series que reportan las
frecuencias en distintos grupos étnicos?0: 43, 27, 48-51,

La serie que muestra mayor semejanza con nuestros hallazgos en lo que respecta
a la frecuencia y diversidad de variantes alélicas, corresponde al estudio realizado
en el Instituto Nacional de Cancerologia de México. El INCan, al igual que nuestro
hospital es un centro de referencia que recibe a pacientes de todo el pais y eso
puede explicar en parte la diversidad de variantes. Es de notar que en el grupo de
voluntarios sanos el alelo TPMT*3B se encontr6 en 2.3% de los casos, siendo el
segundo en frecuencia, esta es una proporcion considerablemente mas alta a la
encontrada en la mayoria de las series, que reportan por lo general menos del 1%
de esta variante. Ademas de estas series mexicanas, hay dos estudios espafoles
que encontraron mas 1% de este alelo; uno de ellos realizado en 44 pacientes con
LAL en el que se encontraron 9% de heterocigotos para el gen TPMT, dos casos
portaban el alelo TPMT*2 (4.5%) uno el TPMT*3B (2.27%) y uno el TPMT*3C®?; en
el otro estudio se analizaron 276 espanoles identificando 4 casos (1.45%) del alelo
TPMT*3B*%. Aunque son pocos los estudios sobre frecuencias alélicas hasta ahora
realizados en México, es posible que el alelo TPMT*3B sea mas frecuente en
poblacion mexicana que en otras poblaciones, de ser asi, seria interesante
identificar si esta diferencia se limita a algun subgrupo étnico.

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 espanoles, también hay poblacion caucasica, asiatica y afromexicana
cuya distribucion se relaciona en parte con el lugar de origen. Los pacientes que
estudiamos proceden de diversos estados del pais y esto puede explicar al menos
parcialmente la elevada frecuencia encontrada para las distintas variantes. Esta
distribucion de alelos variantes no sigue ningun patron de los reportados en
estudios previos, de hecho no hubo claro predominio de ninguna variante y la
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diferencia entre algunas de ellas fue de uno a dos casos. Sin embargo creemos
que estos datos deben tomarse en cuenta cuando se estudie el genotipo de la
enzima TPMT en pacientes mexicanos, y mas aun si se trata de un centro de
referencia nacional como el Hospital Infantil de México.

Es importante considerar también que la frecuencia de genotipos variantes
encontrada en este grupo de pacientes pediatricos con cancer, de los cuales la
gran mayoria corresponde a leucemias agudas, hace manifiesta la importancia de
implementar esta prueba diagndstica, ya que los protocolos nacionales mexicanos
del Seguro Popular para el tratamiento de cancer en nifios incluyen el uso de 6-
mercaptopurina, tanto para LAL como para LAM, ademas de que estas leucemias
juntas representan en México mas del 40% de todas las neoplasias malignas de la
edad pediatrica 53544, A pesar de lo anterior, no existen en México centros que
atiendan a niflos con cancer en donde se realice el analisis rutinario de los
polimorfismos del gen TPMT.

Ante la falta del recurso diagnostico para determinar el genotipo de TPMT, esta
justificado ajustar la dosis de 6-MP cuando el paciente presenta toxicidad grados 3
0 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
poliquimioterapia y no se puede tampoco asumir que es debida a genotipos
variantes del gen TPMT. Una practica frecuente es disminuir en 25% la dosis de
mas de un farmaco y esta reduccién no elimina el riesgo de toxicidad grave a 6-
MP en pacientes TPMT-deficientes. Siempre que se haga una reduccién en la
dosis de 6-MP hay que tener presente 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. Hay que considerar también que pueden ser varios los
factores que determinan toxicidad a 6MP, incluyendo la disminucion en la tasa de
excrecion, la interaccion del medicamento con otros farmacos, o polimorfismos en
distintas proteinas que participan en su metabolismo o transporte.

En nuestro estudio en base a los resultados descritos tenemos una incidencia
mayor de pacientes heterocigotos (26.6%) en comparacién con lo descrito en otras
series que van de 10 a 12%. Sin embargo a pesar de esto solo 8% requirié
reducciones en la dosis de la 6 MP por lo que es controversial.

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 hematolégica grave y modificaria
de forma favorable la morbilidad y la supervivencia de los pacientes que requieren
estos farmacos.

Las técnicas de PCR-RFLP y PCR-alelo especifica son relativamente sencillas y
no conllevan un costo elevado. En muchos centros de paises desarrollados, la
busqueda de polimorfismos génicos empleando métodos basados en PCR ha
caido en desuso, debido a la introduccién de tecnologias para la secuenciacion de
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ADN, pero es innegable que las técnicas de PCR pueden ser faciimente
implementadas y ampliamente aplicadas a un bajo costo en centros que cuenten
con un laboratorio basico de biologia molecular.
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CONCLUSIONES

e El polimorfismo genético de la TPMT representa el ejemplo del impacto
potencial de la farmacogenética en la medicina.

e Se concluye que la individualizacién de la terapia con estos agentes es
controversial.

e Las tiopurinas, tienen multiples vias de transformacién, sin embargo, a lo
largo de la historia se ha destacado que el polimorfismo genético de la S
metilacion catalizado por la TPMT es el factor mas importante responsable
de la variacion en el metabolismo, toxicicidad y eficacia terapéutica.

e Este constituye el primer estudio que provee datos de la frecuencia de las
variantes de TPMT en la poblacidn mexicana pediatrica con Leucemia
Linfoblastica aguda y su asociacion a toxicidad.

¢ En cuanto a la toxicidad pudimos corroborar que el 8% de los pacientes con
polimorfismos del gen TPMT cursaban con toxicidad grave, pero no hubo
consistencia entre la presencia del polimorfismo y la toxicidad grave a 6-
Mercaptopurina
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ANEXO 1.- PROTOCOLO HIM 2003

EVALUACION INICIAL

Examenes de laboratorio

A todos los pacientes con sospecha de LLA se les debera realizar:

- Biometria Hematica completa con revisién del frotis de sangre periférica que
debera ser archivado en el laboratorio de oncologia.

- Quimica Sanguinea: urea, creatinina, acido urico,

- Electrolitos séricos: sodio, potasio, calcio, fosforo, magnesio

- Funcién hepatica: transaminasas (TGO, TGP), bilirrubinas, proteinas séricas

- Pruebas de coagulacion: TP, TTP

- Otros: deshidrogenasa lactica, amilasa sérica, fosfatasa alcalina

Estudios de gabinete:

Radiografia de térax en proyecciones PA y lateral

Ecocardiograma con determinacion de fraccion de eyeccidon ventricular y
fraccion de acortamiento

TC de craneo cuando exista sospecha de Hipertensibn o hemorragia
intracraneanas o cuando se presenten crisis convulsivas

Toma y procesamiento de las muestras de Médula 6sea

La puncion de médula 6sea debera realizarse de acuerdo a la edad

tuberosidad anterior de la tibia en menores de 3 meses
cresta iliaca posterior: sitio de eleccion en la mayoria de los casos (la cresta
iliaca posterior es alternativa en los casos de dificil toma)

Tomar tres muestras con diferentes jeringas

La primera muestra debe ser de 0.2 a 0.3 MI. En todos los casos debera
tefiirse con Wright, PAS.

La segunda muestra se hara con jeringa de 10 6 20 mL que contenga 1 mL
de heparina y deberan aspirarse 5 mL. Esta muestra se empleara para
anticuerpos monoclonales. El panel minimo debera incluir CD10, CD19,
CD22, CD3, CD5, CD7, CD13, CD14, CD15, CD33.

La obtencién de tercera muestra se hara con heparina de la misma forma
gue la anterior para estudio citogenético y molecular.

Puncién Lumbar

Debera realizarse en todos los casos en que se tenga la sospecha
diagnodstica de LLA.
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- Cuando se tenga certeza en el diagnodstico de LLA, podra administrarse
quimioterapia intratecal de acuerdo al esquema recomendado por edad (ver mas
adelante)

El liquido obtenido de la puncidn lumbar diagndstica debera procesarse para
citologico y citocentrifuga (para definir el Status SNC); en punciones subsecuentes
podra procesarse unicamente para citocentrifuga, a menos que se demuestre la
presencia de blastos.

TRATAMIENTO
El tratamiento se divide en fases que tienen objetivos precisos:

Inducciéon a la Remision: es la fase inicial del tratamiento que tiene como
objetivo reducir 100 a 1000 veces (2 a 3 log) la carga leucémica, eliminando en lo
posible las células con resistencia primaria. La remision se ve reflejada en la
desaparicion clinica de enfermedad detectable, en la recuperacion hematoldgica,
en la disminucion de los blastos en MO a menos de 5%, ausencia de blastos en el
LCR y un nivel de enfermedad minima residual detectable por PCR o citometria de
flujo menor a 10-. Lo anterior puede ser logrado en 98% de los casos empleando
una combinacion de 4 a 6 medicamentos en un programa intensivo durante las
primeras 4-6 semanas e incluye el uso de quimioterapia intratecal.

En este protocolo esta fase de tratamiento dura seis semanas. La primera semana
incluye una ventana con esteroide que se emplea con el fin de evaluar la
respuesta al medicamento como factor prondstico, ademas de reducir las
complicaciones metabdlicas relacionadas con la carga leucémica que se
presentan al iniciar quimioterapia. Las siguientes 3 semanas consisten en la
combinacion de Vincristina, Daunorrubicina, L-Asparaginasa y Prednisona y las
ultimas dos semanas de Intensificacion de la Remision incluyen Etoposido y
Arabinosido de Citosina. En esta fase debe iniciarse el tratamiento presintomatico
al SNC.

Consolidacion: esta fase sigue a la induccién y uno de sus principales objetivos
es intensificar de manera temprana el tratamiento a sitios santuarios
(principalmente sistema nervioso central y testiculo), empleando altas dosis de
antimetabolitos con intervalos de 1 a 2 semanas por 3 a 4 dosis. En este protocolo
se emplearan altas dosis de Metotrexate a 2 6 5 g/m2 dependiendo del grupo de
riesgo, inmunofenotipo y caracteristicas citogenéticas, por tres dosis con intervalos
de una semana.

Mantenimiento: el objetivo de esta fase es eliminar la enfermedad residual que
persiste al final de la induccion y erradicar la clona leucémica. Esta fase debe
contemplar el uso de tratamiento presintomatico al SNC, una fase de
reintensificacion y esquemas de continuacion dirigidos al grupo de riesgo.
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EVALUACION DE LA RESPUESTA

Durante esta fase de tratamiento se realizara MO cada semana (dias 0, 7, 14, 21,
28) y en los casos en que no se obtenga remision al dia 28 se hara una MO mas
en el dia 35.

En los dias 0 a 7 el paciente recibira una ventana de esteroide, al término de la
cual se determinara la respuesta al medicamento mediante BH y aspirado de MO,
considerandose buena respuesta cuando haya menos de 1000 blastos absolutos
en sangre periférica.

Respondedor temprano rapido: MO en M1 el dia 14 (tomando como dia 1
el dia de inicio del esteroide)

Respondedor temprano: MO en M1 hasta el dia 21

Respondedor Lento: MO en M1 hasta el dia 35

FALLA A LA INDUCCION.

La MO del dia 21 (14 de quimioterapia + 7 de esteroide) evalua la falla en esta
fase de tratamiento

MO en M2 o M3: agregar ciclofosfamida 300 mg/m2 dosis/6 dosis.

LEUCEMIA EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Es necesario definir el status de la enfermedad en Sistema Nervioso Central
(SNC) al diagnostico

SNC1: ausencia de blastos

SNC2: < 5 leucocitos/pL con evidencia de blastos en el examen de citocentrifuga
SNC3: > 5 leucocitos/uL con evidencia de blastos en el examen de citocentrifuga
0 pares craneales afectados

INTENSIFICACION

Etopdésido (VP-16): se administra a dosis de 300 mg/m2 en infusién de 2 horas el
dia 28, iniciando con la 4a dosis de VCR) posteriormente cada 5 dias por dos
dosis mas, dias 33 y 38.

Arabindsido de Citosina (Ara-C): se administra a dosis de 300 mg/m2 en
infusidén de 4 horas el dia 28, iniciando con la 4a dosis de VCR, posteriormente
cada 5 dias por dos dosis mas, dias 33 y 38.

CONSOLIDACION

Inicia 10 dias después de la 3a dosis de VP16+ Ara-C si el paciente se encuentra
en condiciones.

Dosis de Metotrexate

2 gramos/m2: recibiran esta dosis todos los pacientes de bajo riesgo y 5
gramos/m2: esta dosis serd empleada sélo en esta fase de tratamiento en los
siguientes casos:

- Respondedor tardio
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Leucemia meningea al diagndstico
Infiltracion primaria a testiculos
Leucemia de Células T
Traslocacion 9;22

Traslocacion 1;19

Traslocacion 4;11

TERAPIA DE MANTENIMIENTO
RIESGO ALTO Y MUY ALTO*

Semana | Medicamentos
1 MTX + 6MP IT
2 MTX +AraC 300
3 VCR + ASP+Dexa
4 CF + Ara-C 300
5 MTX + 6MP IT
6 VCR + DNR
7 ADMTX
8 Reinduccién | DNR + VCR + ASP(3)+Dexa
9 Reinduccién | DNR + VCR + ASP(3)+Dexa
10 Reinduccién| VCR + ASP(3)+Dexa
11 Reinducciéon | IT VCR +Dexa
12 ADMTX
13 ADMTX
14 ADMTX
15 6MP + MTX IT
16 Reinduccién Il DNR + VCR + ASP(3)+Dexa
17 Reinduccién Il DNR + VCR + ASP(3)+Dexa
18 Reinduccién Il VCR + ASP(3)+Dexa
19 Reinducciéon Il VCR +Dexa IT
20 VP 16 + Ara-C300
21 VP 16 + Ara-C300
22 VP 16 + Ara-C300
23 MTX + 6MP IT
24 MTX +AraC600
25 VCR + ASP+Dexa
26 CF + Ara-C300
27 MTX + 6MP IT
28 VCR + DNR
29 ADMTX
30 MTX + 6MP
31 MTX +AraC600 IT
32 VCR + ASP+Dexa
33 CF + Ara-C300
34 MTX + 6MP
35 VCR + DNR IT
36 ADMTX
37 MTX + 6MP
38 MTX +AraC600
39 VCR+ ASP+Dexa IT
40 CF + Ara-C300
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41 MTX + 6MP

42 VCR + DNR

43 ADMTX

44 MTX + 6MP IT
45 MTX +AraC600
46 VCR + ASP+Dexa
47 CF + Ara-C300
48 MTX + 6MP IT
49 VCR + DNR

50 ADMTX

51 MTX + 6MP

52 MTX +AraC600
53 VCR + ASP+Dexa
54 CF + Ara-C300
55 MTX + 6MP

56 VCR + Dexa

57 ADMTX

58 MTX + 6MP

59 MTX +AraC600
60 VCR + ASP+Dexa
61 CF + Ara-C300
62 MTX + 6MP

63 VCR + Dexa

64 ADMTX

65 MTX + 6MP

66 MTX +AraC600
67 VCR + ASP+Dexa
68 CF + Ara-C300
69 MTX + 6MP

70 VCR + Dexa

71 ADMTX

72 MTX + 6MP

73 MTX +AraC600
74 VCR + ASP+Dexa
75 CF + Ara-C300
76 MTX + 6MP

77 VCR + Dexa

78 ADMTX

79 MTX + 6MP

80 MTX +AraC600
81 6MP + MTX

82 6MP + MTX

83 6MP + MTX

84 VCR + Dexa

85 6MP + MTX

86 6MP + MTX

87 6MP + MTX

88 VCR + Dexa

89 6MP + MTX

90 6MP + MTX

91 6MP + MTX

92 VCR + Dexa

93 6MP + MTX

94 6MP + MTX
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95 6MP + MTX
96 VCR + Dexa
97 6MP + MTX
98 6MP + MTX
99 6MP + MTX
100 VCR + Dexa
101 6MP + MTX
102 6MP + MTX
103 6MP + MTX
104 VCR + Dexa
105 6MP + MTX
106 6MP + MTX
107 6MP + MTX
108 VCR + Dexa
109 6MP + MTX
110 6MP + MTX
111 6MP + MTX
112 VCR + Dexa
113 6MP + MTX
114 6MP + MTX
115 6MP + MTX
116 VCR + Dexa
117 6MP + MTX
118 6MP + MTX
119 6MP + MTX
120 6MP + MTX

TERAPIA DE MANTENIMIENTO
RIESGO ESTANDAR

Semana | Medicamentos

1 VCR+Dexa

2 6MP + MTX

3 6MP + MTX

4 6MP + MTX

5 VCR+Dexa

6 6MP + MTX

7 ADMTX (1)

8 Reinduction | DNR + VCR + ASP(3)+Dexa
9 Reinduction | DNR + VCR + ASP(3)+Dexa
10 Reinduction | VCR + ASP(3)+Dexa

11 Reinduction | IT VCR +Dexa

12 ADMTX (2)

13 ADMTX (3)

14 ADMTX (4)

15 6MP + MTX IT

16 Reinduction Il DNR + VCR + ASP(3)+Dexa
17 Reinduction | DNR + VCR + ASP(3)+Dexa

18 Reinduction Il VCR + ASP(3)+Dexa

19 Reinduction Il VCR +Dexa IT
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20 VP 16 + Ara-C300
21 VP 16 + Ara-C300
22 VP 16 + Ara-C300
23 6MP + MTX
24 ADMTX (5)
25 VCR+Dexa
26 6MP + MTX
27 6MP + MTX
28 6MP + MTX
29 VCR+Dexa
30 6MP + MTX
31 6MP + MTX
32 ADMTX (6)
33 VCR+Dexa
34 6MP + MTX
35 6MP + MTX
36 6MP + MTX
37 VCR+Dexa
38 6MP + MTX
39 6MP + MTX
40 ADMTX (7)
41 VCR+Dexa
42 6MP + MTX
43 6MP + MTX
44 6MP + MTX
45 VCR+Dexa
46 6MP + MTX
47 6MP + MTX
48 ADMTX (8)
49 VCR+Dexa
50 6MP + MTX
51 6MP + MTX
52 6MP + MTX
53 VCR+Dexa
54 6MP + MTX
55 6MP + MTX
56 6MP + MTX
57 VCR+Dexa
58 6MP + MTX
59 6MP + MTX
60 6MP + MTX
61 VCR+Dexa
62 6MP + MTX
63 6MP + MTX
64 6MP + MTX
65 VCR+Dexa
66 6MP + MTX
67 6MP + MTX
68 6MP + MTX
69 VCR+Dexa
70 6MP + MTX
71 6MP + MTX
72 6MP + MTX
73 VCR+Dexa
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74 6MP + MTX
75 6MP + MTX
76 6MP + MTX
77 VCR+Dexa

78 6MP + MTX
79 6MP + MTX
80 6MP + MTX
81 VCR+Dexa

82 6MP + MTX
83 6MP + MTX
84 6MP + MTX
85 VCR+Dexa

86 6MP + MTX
87 6MP + MTX
88 6MP + MTX
89 VCR+Dexa
90 6MP + MTX
91 6MP + MTX
92 6MP + MTX
93 VCR+Dexa
94 6MP + MTX
95 6MP + MTX
96 6MP + MTX
97 VCR+Dexa
98 6MP + MTX
99 6MP + MTX
100 6MP + MTX
101 VCR+Dexa
102 6MP + MTX
103 6MP + MTX
104 6MP + MTX
105 VCR+Dexa

106 6MP + MTX
107 6MP + MTX
108 6MP + MTX
109 VCR+Dexa

110 6MP + MTX
111 6MP + MTX
112 6MP + MTX
113 VCR+Dexa

114 6MP + MTX
115 6MP + MTX
116 6MP + MTX
117 VCR+Dexa

118 6MP + MTX
119 6MP + MTX
120 6MP + MTX
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