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GLOSARIO

Leucemia: Enfermedad de los 6rganos productores de la sangre que se caracteriza
por la proliferacion excesiva de leucocitos o glébulos blancos en la sangre y en la

médula Osea.
Monolix: Software estadistico para el andlisis no lineal de efectos mixtos.
Tumorigenesis: Proceso de iniciar y promover el desarrollo de un tumor.

Carcinogenesis: Conjunto de fenbmenos que determinan la aparicion y desarrollo

de un cancer.

Polimorfismo: variacion en la secuencia de un lugar determinado del ADN entre los
individuos de una poblacion, con una frecuencia mayor al 1%.

Farmacocinética: rama de la farmacologia que estudia los procesos cinéticos a los
que un farmaco es sometido a través de su paso por el organismo. Trata de dilucidar
qué sucede con un farmaco desde el momento en el que es administrado hasta su
total eliminacién del cuerpo.

Efecto Sinérgico: forma de interaccién que da como resultado efectos combinados
o aditivos.

Método Bayesiano: tipo de inferencia estadistica en la que las evidencias u
observaciones se emplean para actualizar o inferir la probabilidad de que una
hipotesis pueda ser cierta. El nombre «bayesiano» proviene del uso frecuente que se
hace del teorema de Bayes durante el proceso de inferencia.

Criterio Akaike (AIC): medida de la calidad relativa de un modelo estadistico, para
un conjunto dado de datos. Como tal, el AIC proporciona un medio para la seleccion
del modelo farmacocinético.
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ACRONIMOS, SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

%: Por ciento.

ml: mililitro.

pL: microlitro.

Ka: Constante de absorcion.

V: Volumen de distribucion.

K: Constante de eliminacion.

TPMT: Tiopurina Metil Transferasa.

MTHFR: Metilen Tetrahidrofolato Reductasa.

XO: Xantina Oxidasa

HPRT: Hipoxantina Fosforribosil Transferasa

LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda.

SAM: S- Adenosil Metionina.

NCI: Instituto Nacional del Cancer del inglés National Cancer Institute.
ADN: Acido Desoxirribonucleico.

EDTA: anticoagulante &cido etilendiaminotetracetico.

PRC: Reaccion en cadena de la polimerasa del inglés polimerase chain reaction.
6-MP: 6-Mercaptopurina

6-TG: 6-Tioguanina

6-mMP: 6-metil Mercaptopurina
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RESUMEN

Objetivo. Determinar la asociacion de los polimorfismos de la TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C y la MTHFR
(677C>T y 1298A>C) con la farmacocinética de 6-Mercaptopurina, las reacciones adversas y la
susceptibilidad a Leucemia Linfoblastica Aguda en pacientes pediatricos.

Material y métodos. 1. Para el andlisis farmacocinético, los datos fueron colectados
prospectivamente en 10 pacientes con LLA (periodo de seleccion Marzo 2013- Julio 2014), siendo el
escrutinio exclusivamente durante la etapa de mantenimiento y bajo tratamiento con 6-MP (dosis
estandar 75 mg/m?dia) del Centro Estatal de Cancerologia de Durango (CECAN). Las
concentraciones plasmaticas de 6-MP (n=56), fueron cuantificadas usando un método HPLC
(modificado y validado). EI modelo de un compartimento con absorcion oral y de primer orden fue
usado para el modelaje de la farmacocinética poblacional de 6-MP, asi mismo se implementd un
analisis de efectos mixtos para definir las covariables bioldgicas (edad, sexo) y genéticas (TPMT
*1,*2,*3A,*3B,*3C y MTHFR (677C>T y 1298A>C) asociadas a la variabilidad en la farmacocinética de
6-MP, los analisis fueron desarrollados en el software Monolix v4.2.0 2. Para el analisis de las
reacciones adversas, se colectaron datos prospectivamente de 39 pacientes con diagnéstico de LLA
(Marzo 2013- Julio 2014) y bajo tratamiento con 6-MP (dosis estandar), en cualquiera de las etapas de
tratamiento de la enfermedad, las reacciones adversas fueron definidas segun criterios del NCI
mediante parametros hematolégicos y/o bioquimicos en cada paciente.). Todos los pacientes fueron
genotipados para TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C y MTHFR (677C>T y 1298A>C), realizando el consecuente
analisis de asociacién con los datos obtenidos. 3. En el caso de susceptibilidad a LLA se realizdé un
estudio de casos y controles, el grupo de casos conformado por 70 nifios con diagnéstico de LLA 'y
edad < 15 afios, comparados con el grupo control (152 individuos sin LLA). Los grupos se parearon
por edad y género. Los pacientes fueron reclutados del CECAN, Durango y del Centro Oncolégico
Pediatrico de Baja California. Todos los pacientes fueron genotipados para TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C y
MTHFR (677C>T y 1298A>C) mediante PCR en tiempo real (PCRrT) Resultados. Los pardmetros
farmacocinéticos poblacionales para 6-MP oral fueron Ka 0.0624 h™, V 0.0290 L/Kgy K 3.03 h'l. La
Unica covariable influyente en la variabilidad farmacocinética de 6-MP fué la edad (p < 0.001) para el
caso de los parametros Kay V (p < 0.001) no asi para la K (p=0.47). El sexo, y los polimorfismos de
TPMT y MTHFR no presentaron asociacion significativa con la farmacocinética de 6-MP; No se
encontré asociacion de los polimorfismos de TPMT y MTHFR con las reacciones adversas de 6-MP;
El genotipo MTHFR 1298CC esta asociado a susceptibilidad a LLA (OR = 6.48; IC del 95%, 1.26-
33.2, p=0.025). El haplotipo de MTHFR 677CC+1298AC (OR=0.23; 95% CI, 0.06-0.82, p=0.023)
ejerce un efecto protector a LLA. No existid significancia estadistica para los genotipos MTHFR
677CT, MTHFR 677TT, TPMT*2 y *3A. Conclusion. La edad provoca una variabilidad inter-individual
en los pacientes bajo tratamiento con 6-MP. Los genotipos MTHFR 1298CC y MTHFR
677CC+1298AC se asocian a riesgo y efecto protector a LLA sucesivamente en poblacién mexicana.

Palabras clave. TPMT, MTHFR, 6-MP, Farmacocinética, Reacciones adversas.
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ABSTRACT

Objective. To determine the association of the TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C and the MTHFR (677C>T and
1298A>C) genetic polymorphisms with the 6-Mercaptopurine pharmacokinetics, possible adverse
reactions and susceptibility to acute lymphoblastic Leukemia in Mexican paediatric patients.

Material and Methods. 1. Data from ten ALL patients were collected prospectively (selection period,
March 2013 - July 2014). The scrutiny was realized during the maintenance phase of the treatment
with 6-mercaptopurine (standard dose 75mg/m?/day) from Centro Estatal de Cancerologia de Durango
(CECAN). The 6-MP plasmatic concentrations (n=56) were quantified using a HPLC method (modified
and validated). A one compartment model with first order oral absorption was used for the population
pharmacokinetics modeling of 6-MP. Also, a mixed-effect analysis was implemented to define the
covariates involved, as biological (age, sex), and genetic (TPMT *1,*2*3A,*3B,*3C and MTHFR
(677C>T and 1298A>C) associated to variability of 6-MP population pharmacokinetics. Software
Monolix v4.2.0 was employed for these analyses. 2. For the adverse reaction analysis, data from 39
diagnosed ALL patients were collected prospectively (March 2013 — July 2014) with 6-MP treatment
(standard dose) at any treatment stage of the disease. The adverse reactions were defined according
to the NCI criteria by the hematological and/or biochemical parameters in each patient. After
genotyping of ALL patients for TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C and MTHFR (677C>T and 1298A>C), the
association study was realized with the data obtained. 3. To test ALL susceptibility, a case- control
study was undertaken. The case group included 70 children with ALL diagnosis and age < 15 years
compared to the control group of 152 individuals without ALL. Groups were paired by age and gender.
ALL patients were recruited from CECAN Durango and Centro Oncoldgico Pediatrico de Baja
California. They were genotyped for the aforementioned polymorphisms by Real Time PCR. Results.
Population pharmacokinetics parameters for oral 6-MP were Ka 0.0624 h™, V 0.0290 L/Kg and K 3.03
h™. The solely influential covariate in the pharmacokinetics variability of 6-MP was age (p < 0.001) for
parameters Ka and V (p < 0.001) without influencing K (p=0.47). Gender, TMPT and MTHFR genetic
polymorphisms showed no significant association to 6-MP pharmacokinetics, nor 6-MP adverse
reactions. However, MTHFR 1298CC genotype showed a significant association to ALL susceptibility
(OR = 6.48; IC del 95%, 1.26-33.2, p=0.025). More importantly, the MTHFR 677CC+1298AC
(OR=0.23; 95% ClI, 0.06—0.82, p=0.023) haplotype promotes a protective effect to ALL. No significant
statistical difference for the MTHFR 677CT, MTHFR 677TT, TPMT*2 and *3A genotypes was found.
Conclusion. Age is a causing factor of inter-individual variability in ALL patients with 6-MP treatment.
In Mexican population MTHFR 1298CC genotype is associated to ALL susceptibility while the MTHFR
677CC+1298AC genotype is related to a protective effect to ALL.

Key words. TPMT, MTHFR, 6-MP, pharmacokinetics, adverse reactions.
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I. INTRODUCCION

El farmaco 6-Mercaptopurina (6-MP) es uno de los agentes anticancerigenos usados desde
hace mas de medio siglo cuando investigadores como Farber et al. (1948) y Burchenal et al.
(1953) demostraron que dicho medicamento podria inducir remisiones temporales en la
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) infantil. Los protocolos para LLA al dia de hoy
(Schmiegelow et al, 2010; Gaynon et al, 2010; Salzer et al, 2010; Moricke et al, 2010;
Schrappe et al, 2010) incluyen un régimen de induccion con 3 o 4 farmacos antineoplésicos,
seguido por varios meses de terapia de consolidacion, para luego continuar con la terapia de
mantenimiento con 6-Mercaptopurina/Metotrexate durante 2-3 afios desde el diagnéstico del
paciente, la terapia es en forma oral y diariamente para en el caso de 6-MP (Rivera et al,
1993; Rocha JC et al, 2005), siendo hasta nuestros dias un pilar en el tratamiento ya que
contribuye al 90% de la tasa de supervivencia en los pacientes pediatricos con LLA (Zerra et
al, 2016; Thipaine et al, 2016). Tomando en cuenta que la absorcion de 6-MP es rapida, la
vida media de eliminaciéon es corta (1-2 h) y la alta variabilidad inter-individual de este
farmaco, diferentes estudios han realizado analisis farmacocinéticos de 6-MP llegando a
diferentes conclusiones, 1) la monitorizacion terapéutica es esencial para la dosificaciéon
racional de 6-MP (Derijks et al, 2004), 2) la administracion intravenosa del rib6sido de 6-MP
alcanza niveles sanguineos estables del farmaco activo en nifios con LLA en comparacion
con 6-MP por via oral (Mawatari et al, 2001), 3) para el ajuste correcto de las dosis de 6-MP
resulta necesario definir modelos farmacocinéticos poblacionales y matematicos (Hayder et
al, 1989; Ogugbenro et al, 2015; Jayachandran et al, 2014; Noble et al, 2010), 4) deben de
considerarse la mayor cantidad de covariables que podrian afectar la farmacocinética de
este farmaco (Nguyen et al, 2013), y por ende su dosificacion (Fakhoury et al, 2007; Farfan
et al, 2013).

Cabe sefialar que la variabilidad inter-individual alta de este farmaco se debe en gran parte a
los polimorfismos genéticos de complejos enzimaticos involucrados en la biotransformacion y
eliminacion del medicamento (Lennard, 1999), de entre los cuales se encuentran la Tiopurina
Metil Transferasa (TPMT) y la 5-10 Metilen Tetrahidrofolato Reductasa (MTHFR), la
actividad enzimética concerniente a TPMT se reduce debido a polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) (Armstrong VW et al, 2004), los alelos que representan del 80 al 95% de
variantes que contribuyen en la disminucion de la actividad enzimatica son TPMT*2 (238
G>C) y TPMT*3A (460 G>A y 719 A>G), las mutaciones 460G>A (*3B) y 719A>G (*3C)

son usualmente heredadas juntas como el alelo *3A (Milek et al, 2006; Tai et al, 1997), la
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actividad enzimatica reducida es debido al aumento en la tasa de protedlisis de las proteinas
mutantes, el mecanismo post-transcripcional de la pérdida de la funcién de TPMT no ha sido
aclarado ya sea para *2 y *3A (Tai et al, 1999). Para en el caso de MTHFR, existen mas de
20 polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs), los mas importantes son el 677 C>T
(Ala22Vval) y el 1298 A>G (Glu429Ala) (Wall M et al, 2003; van der Put et al, 1998). Su
importancia radica en la disminucién enzimética severa a la proteina, para el polimorfismo
C677T (Ala22Val) genotipo homocigoto, la disminucion es del 70%, en comparacion con
sujetos homocigotos silvestres (Guéant et al, 2006; Frosst et al, 1995). Y para la transicion
A1298C generada en el aminoacido 429, dentro del dominio regulador de la MTHFR, la
disminucién en la actividad enzimatica es del 60- 70 %. (Van der Put et al, 1998; Weisberg
et al, 1998; Scriver et al, 2001).
Arenas et al (2005) sugiere por primera vez, que el cofactor de TPMT, S-Adenosil Metionina
(SAM) sintetizado en el ciclo del folato por MTHFR, podria influenciar la actividad de TPMT.
Ha sido propuesto que el sitio de unién de SAM estabiliza la estructura tridimensional de
TPMT afectando la terapia (Scheuermann et al, 2004), por lo que resulta necesario una
correcta funcién de ambas enzimas con el fin del proceso de eliminacién de 6-MP. Estas
enzimas en conjunto, podrian ser marcadores de toxicidad al estar involucrados en el
proceso de biotransformacion del medicamento. En adicion a esto, al ser MTHFR uno de los
principales elementos en la via del folato, desempefia un papel importante en la metilacion
del ADN vy la sintesis de nucleétidos, sugiriendo (Silva et al, 2013) que la deficiencia
enzimatica de MTHFR y la leucemogénesis podrian estar asociadas (Lamm et al, 2015) esto
debido a una escasa cantidad de folato intracelular y por ende el dafio al ADN, por otra parte
los individuos con genotipo heterocigoto y homocigoto para TPMT, podrian ser
excepcionalmente sensibles al efecto mielosupresor del medicamento, y consecuentemente
el posible riesgo de cancer asociado a esto (Rocha et al, 2005).
A la fecha, no existen reportes del analisis conjunto de ambas enzimas (TPMT y MTHFR)
como covariables involucradas en la variabilidad inter-individual del farmaco 6-MP, ademas
de su asociacion conjunta a las reacciones adversas y a la susceptibilidad a LLA en
pacientes pediatricos.
Por lo que el objetivo de este estudio es:

Determinar la asociacion de los Polimorfismos de la TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C y la

MTHFR (677C>T y 1298A>C) con la Farmacocinética de 6-Mercaptopurina, las

reacciones adversas y la susceptibilidad a Leucemia Linfoblastica Aguda en

pacientes pediatricos.
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. ANTECEDENTES
2.1 Leucemia

2.1.1 Generalidades

La Leucemia es una neoplasia maligna caracterizada por una alteracion citogenética
que ocasiona la proliferacibn anormal monoclonal de células precursoras de la serie
linfoide y que infiltra mas de 25% de la médula 6sea (Pizzo PA & Poplack DG, 2006),
es la neoplasia maligna mas frecuente en los nifios y representa 25% de todos los
tipos de cancer en éstos. Los datos mas recientes en México reportados en 2008,
mencionan que la Leucemia ocupa el séptimo lugar en cuanto a mortalidad en nifios
de uno a cuatro afios de edad (Tabla 1), con una tasa de 2.4/100 000 habitantes, y
en los nifios de 5 a 14 afos es la segunda causa de muerte, s6lo después de los
accidentes de transito de vehiculo de motor, con una tasa de 2.7/ 100 000 habitantes
(Tabla 2) (SINAIS 2008).

Tabla 1. Principales causas de mortalidad en edad preescolar Nacional (de 1 a 4 afios), 2008.

Orden Clave CIE 10a. Rev. Descripcién Defunciones Tasa '/ %
A00-Y98 Total 5720 73.6 100.0
1 AO00-A09 Enfermedades infecciosas intestinales 460 5.9 8.0
2 J10-J18, J20-J22 Infecciones respiratorias agudas bajas 448 5.8 7.8
3 2 Accidentes de vehiculo de motor 425 55 7.4
4 Q20-Q24 Malformaciones congénitas del corazén 391 5.0 6.8
5 W65-W74 Ahogamiento y sumersién accidentales 291 3.7 51
6 E40-E46 Desnutriciéon calérico protéica 234 3.0 4.1
L7 C91-C95 Leucemia 189 2.4 3.3|
8 G40-G41 Epilepsia 102 1.3 1.8
9 X85-Y09, Y87.1 Agresiones (homicidios) 84 1.1 1.5
10 WO00-W19 Caidas accidentales 60 0.8 1.0
11 NOO-N19 Nefritis y nefrosis 54 0.7 0.9
12

FO1, FO3, G30-G31.1, Demencia y otros trastornos degenerativos y hereditarios

G31.8-G31.9, G91 del Sist. Nervioso Cent 53 0.7 0.9

13 J45-346 Asma 50 0.6 0.9

14 D50-D64 Anemia 49 0.6 0.9

15 160-169 Enfermedad cerebrovascular 48 0.6 0.8

16 X00-X09 Exposicion al fuego, humo y llamas 47 0.6 0.8

17 X40-X49 Envenenamiento accidental 43 0.6 0.8

18 130-133, 138, 140, 142 Enferfjedades inflamatorias del corazén (excluye Fiebre 35 05 0.6
reumatica)

19 JO0-J06 Infecciones respiratorias agudas altas 33 0.4 0.6

20 Q90 Sindrome de Dow n 27 0.3 0.5

R00-R99 Causas mal definidas 97 1.2 1.7

Las demas 2 500 32.2 43.7

'/ Tasa por 100,000 habitantes

No se incluyen defunciones de residentes en el extranjero

2/ V02-V04 (.1, .9), V09.2-V09.3, V09.9, V12-V14 (.3-.9), V19.4-V19.6, V20-V28 (.3-.9), V29-V79 (.4-.9), V80.3-V80.5, V81.1, V82.1, V83-
V86(.0-.3), V87.0-V87.8, V89.2,v89.9, Y85.0

Las principales causas de mortalidad estan basadas en la lista GBD de 165

Fuente: Secretaria de Salud/Direccién General de Informacién en Salud. Haborado a partir de la base de datos de defunciones 1979-2008 INEGI/SS

y de las Proyecciones de la Poblacién de México 2005 - 2050, y proyeccion retrospectiva 1990-2004. CONAPO 2006.
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Tabla 2. Principales causas de mortalidad en edad escolar Nacional (de 5 a 14 afios), 2008.

Orden Clave CIE 10a. Rev. Descripcion Defunciones Tasa '/ %

A00-Y98 Total 6,565 304 100.0

1 2 Accidentes de vehiculo de motor 878 4.1 13.4
2 C91-C95 Leucemia 574 2.7 8.7
3 W65-W74 Ahogamiento y sumersion accidentales 317 15 4.8
4 X60-X84, Y87.0 Lesiones autoinfligidas intencionalmente (suicidios) 191 0.9 29
5 X85-Y09, Y87.1 Agresiones (homicidios) 189 0.9 29
6 Q20-Q24 Malformaciones congénitas del corazén 184 0.9 2.8
7 NOO-N19 Nefritis y nefrosis 170 0.8 2.6
8 J10-J18, J20-J22 Infecciones respiratorias agudas bajas 145 0.7 2.2
9 E40-E46 Desnutricién calérico protéica 112 0.5 17
10 G40-G41 Epilepsia 111 0.5 1.7
11 A00-A09 Enfermedades infecciosas intestinales 101 0.5 15
12 160-169 Enfermedad cerebrovascular 93 0.4 14
13 C81-C90 Linfomas y mieloma multiple 92 0.4 14
14 W00-W19 Caidas accidentales 78 0.4 1.2
15 D50-D64 Anemia 70 0.3 11
16 J45-J46 Asma 52 0.2 0.8
17 130-133, 138, KO, U2 Enfer,mledades inflamatorias del corazén (excluye Fiebre 3 02 07

reumatica)

18 X40-X49 Envenenamiento accidental 36 0.2 0.5
19 QO05, Q07.0 Espina bffida 34 0.2 0.5
20 X00-X09 Exposicion al fuego, humo y llamas 31 0.1 0.5
R00-R99 Causas mal definidas 81 0.4 1.2

Las demas 2,983 13.8 454

*/ Tasa por 100,000 habitantes
No se incluyen defunciones de residentes en el extranjero
%/ V02-V04 (.1, .9), V09.2-V09.3, V09.9, V12-V14 (.3-.9), V19.4-V19.6, V20-V28 (.3-.9), V29-V79 (.4-.9), V80.3-V80.5, V81.1, V82.1, V83-
V86(.0-.3), V87.0-v87.8,V89.2,VV89.9, Y85.0

Las principales causas de mortalidad estan basadas en la lista GBD de 165

Fuente: Secretaria de Salud/Direccién General de Informacién en Salud. Elaborado a partir de la base de datos de defunciones 1979-2008 INEGISS
y de las Proyecciones de la Poblacién de México 2005 - 2050, y proyeccion retrospectiva 1990-2004. CONAPO 2006.

Existe segun la Asociacion FAB (Franco Americana Britanica) una clasificacion
morfologica de las Leucemias la cual se presenta en la Tabla 3. Para en el caso de
las leucemias agudas, en especial la LLA al ser una neoplasia de células precursoras
(linfoblastos) comprometidas a un linaje, ya sea B o T, con afeccidon a médula 6sea
y/o a sangre periférica, es clasificada en base a las caracteristicas morfolégicas de
los linfoblastos en tres grupos, L1, L2 y L3 (Bennett et al, 1981). La LLA es la
neoplasia mas comun diagnosticada en pacientes menores de 15 afos, constituye la
cuarta parte de las neoplasias diagnosticadas en este grupo de edad y 76% de todas

las leucemias. (Bennett et al, 1981).
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Tabla 3. Clasificacién morfol6gica de las Leucemias (11 tipos segun la Asociacion de la FAB- Franco
Americana Britanica)

Leucemias mieloblasticas agudas (LMA)

MO Leucemia aguda Mieloblastica con diferenciacién minima

M1 Leucemia aguda mieloblastica sin maduracion

M2 Leucemia aguda mieloblastica con maduracién

M3 Leucemia aguda promielocitica

M4 Leucemia aguda mielomonoblastica

M4Eo Leucemia aguda mielomonoblastica con eosinéfilos anormales
M5 Leucemia aguda monoblastica pura

M6 Eritroleucemia

M7 Leucemia aguda megacarioblastica

Leucemias Linfoblasticas agudas (LLA)

L1 Leucemia linfoblastica tipica
L2 Leucemia linfoblastica atipica
L3 Leucemia similar al linfoma de Burkit

Tomado de Benett et al, 1981.

2.1.2 Diagnéstico de la LLA
La LLA es una enfermedad aguda caracterizada por dolor 6seo, sindrome anémico
(palidez, taquicardia, astenia, fatiga), trombocitopenia (petequias, hemorragia),
neutropenia (infecciones) y organomegalia (hepato-esplenomegalia), con la
presencia de pancitopenia, bicitopenia o leucocitosis y blastos en la médula 6sea o
sangre periférica. El diagndstico inicial se realiza por la sospecha clinica y se
confirma con el andlisis morfol6gico de la medula 6sea.
La sospecha clinica debe ser complementada con pruebas hematoldgicas y
metabdlicas. El estandar de oro para el diagndstico es el aspirado de médula 6sea,
de donde se obtiene muestra para realizar estudios de morfologia, citoquimica,
fenotipo, cariotipo y de biologia molecular. Ademas, deben realizarse la puncion
lumbar para andlisis de liquido cefalorraquideo y la radiografia de torax para la
busqueda de masas mediastinales (Tefferi & Killmann, 2008).
A continuacion se detallan mas claramente cada uno de los procedimientos para el
paciente que ingresa por primera vez con sospecha de LLA:
e Examen fisico y antecedentes: examen del cuerpo para verificar los signos
generales de salud, como la revisién de signos de enfermedad. Se toman
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también los antecedentes patoldgicos de las enfermedades y los tratamientos
previos del paciente.

e Recuento sanguineo completo (RSC) con diferencial: procedimiento
mediante el cual se toma una muestra de sangre y se analiza lo siguiente:
Biometria hemética, quimica sanguinea, electrolitos completos, pruebas de
funcién hepética, perfil de hierro, acido félico, vitamina B12, ferritina, hepatitis
virales, HIV (con hoja de consentimiento informado), fraccion de expulsion del
ventriculo izquierdo por gammagrafia (MUGA), puncion lumbar (se realiza con
menos de 20,000 leucocitos y mas de 50,000 plaquetas).

e Aspiracion de la médula 6sea y biopsia: extraccibn de una muestra de
médula 6sea, sangre, y un trozo pequefio de hueso mediante la insercion de
una aguja en el hueso de la cadera o el esternén. El patélogo observa las
muestras de médula 6sea, sangre y hueso bajo un microscopio para verificar
si hay signos de cancer (Tefferi A & Killmann NM, 2008).

e Clasificacion de la LLA por morfologia segun la FAB (Bennett et al, 1981).
en:

1) L1: Células pequeias con cromatina homogénea, escaso citoplasma.

2) L2: Células grandes y heterogéneas, con nucleo irregular y citoplasma
variable.

3) L3: Células grandes y homogéneas, con mas de 5% de mitosis y por lo
menos 25% de células vacuoladas.

Inmunofenotipificacion: prueba en la que se observan bajo un microscopio
las células de una muestra de sangre o de médula 6sea para verificar si los
linfocitos malignos (cancerosos) son de estirpe B 6 T (Shuster et al, 1998). El
fenotipo mas comun en pacientes con LLA corresponde al de células
precursoras B y representa el 80-85% de los casos de LLA infantil. El
inmunofenotipo T se asocia con caracteristicas clinicas de mal prondstico
(Shuster et al,1998).

» Marcadores de células tempranas:

CD 34, CD 117, HLA, TdT

* Marcadores de células B:


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45107&version=Patient&language=Spanish
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CD19, CD79a, CD22, CD10, clgM, migM.
* Marcadores de células T:
CD3, CD5, CD2, CD1a, CD7.

e Analisis citogenético: prueba de laboratorio en la que se observan bajo un
microscopio las células de una muestra de sangre o de médula 6sea para
verificar si hay alteraciones cromosémicas numeéricas y estructurales en los
linfocitos. También se pueden realizar otras pruebas, como la hibridacion
fluorescente in situ (FISH), para determinar si hay ciertos cambios en los
cromosomas.

FISH para el paciente de primera vez con leucemia de origen B
*t(4;11) AL1-AF4 MLL

* 1(9;22) BCR/ABL

* T(1;19) PBX-E2A

* 1(12;21) TEL/AML1 (raro adulto)

* 11923

FISH y biologia molecular de paciente con leucemia T
* Notch 1

* t(10;14)

* HIX11-TCR

*t(11;14)

* LMO/TCR

* SIL-TAL1

* NUP213-ABL1

* HOX11

* HOX 11L2

e Radiografia del torax: rayos X de los 6rganos y huesos del interior del térax,
La radiografia del térax se realiza para ver si las células leucémicas estan

formando una masa a nivel mediastinico provocando agrandamiento de los

noédulos linfaticos.

2.1.3 Etiologiade laLLA

No hay una unica causa conocida sin embargo hay una serie de factores asociados a

la presencia de la enfermedad (Ross et al, 2002): La leucemia, al igual que otros

tipos de neoplasias, es el resultado de mutaciones del ADN. Ciertas mutaciones

producen la activacion de oncogenes o la desactivacion de los genes supresores de
9
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tumores (Redaelli et al, 2005) y con ello alteran la regulacion de la muerte celular, la
diferenciacion o la mitosis. Estas mutaciones ocurren espontaneamente o0 como
resultado de la exposicidn a la radiacion o a sustancias cancerigenas, ademas de la
probable influencia de factores genéticos.

Aparentemente, la leucemia se inicia con un evento in-utero, el cual se ha
demostrado por analisis molecular en células mononucleares de muestras de sangre
de corddn al nacimiento. Dichas alteraciones, son expresadas de igual modo en el
fenotipo neoplasico (Ziegler et al, 2005, Rubnitz JE Pui Ch 2003, Ravindranath
2003).

Se ha establecido que el uso por la gestante de ciertas sustancias como marihuana,
antihistaminicos, anfetaminas, entre otras, pueden incrementar el riesgo en el hijo de
presentar leucemia en la nifiez, mientras que el uso sistematico de folato durante el
embarazo ha reducido hasta en 60% los casos de neoplasia (Ziegler et al, 2005). No
se ha podido establecer el papel de factores medioambientales tales como campos
electromagnéticos, exposicion a radén y tabaquismo materno en el desarrollo de la
enfermedad (Chan KW 2002). Otros factores posiblemente implicados incluyen
exposicién nuclear residencial u ocupacional en los nifios o los padres, radiaciones
no ionizantes, pesticidas, benceno, vitamina K, aceite de higado de bacalao,
inhibidores de la topoisomerasa Il naturales y manufacturados, nitratos de la dieta
(carnes frias procesadas) y el consumo de agua contaminada con tricloroetileno
(Redaelli et al, 2005). Ademas de incluir factores bioldgicos como infecciones viricas
que se han vinculado a leucemia. Experimentos en ratones y otros mamiferos han
demostrado la relacion entre los retrovirus y la leucemia , esta relacién se ha
identificado en retrovirus humanos. El primer retrovirus humano identificado fue el
virus linfotropico T humano o HTLV-1, el cual causa la leucemia de células T (Barry
L, 1998). Ademas de estas cuestiones, las personas con anomalias cromosémicas o
ciertas enfermedades genéticas (Sindrome de Down, Sindrome de Li-Fraumeni,
Neurofibromatosis, Anemia de Fanconi), tienen un mayor riesgo de padecer
leucemia (Brunning 2001; Stass et al, 2000; Ziegler et al, 2005; Chan 2002).

Por ultimo, otra teoria que ha tomado importancia a raiz de la demostracion del

potencial oncogénico de ciertas infecciones, corresponde a la infeccion tardia.
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Contrario a lo que ocurre en la mayoria de secuencias infeccion-oncogénesis, en el
caso de la leucemia linfoblastica, la carencia de una infeccién temprana en la infancia
retrasaria la maduracion del sistema inmune que se da con el cambio de fenotipo
Th2 a Thl, el cual es esencial en la respuesta mediada por interferon gamma, con lo
que se desarrollaria la neoplasia. Esta apreciacion se respalda con el hallazgo de
susceptibilidad a citotoxicidad y heterofagia por células NK y T que se presenta en
casos de leucemia linfoblastica TEL-AML1 (Ravindranath 2003).

2.1.4 Tratamiento de la Leucemia

El tratamiento inmediato de la LLA requiere manejo efectivo de los efectos
colaterales de la enfermedad, destruccion de las células tumorales, y manejo
apropiado de los efectos adversos del tratamiento (Redaelli et al, 2005). El

tratamiento de la LLA infantil se realiza en 3 etapas:

o Terapia de induccidn. Es la primera etapa del tratamiento. El objetivo de la
quimioterapia de induccion es una remision. Esto significa que ya no se
encuentren células leucémicas en las muestras de médula 6sea, que regresen
las células normales de la médula y que las cuentas de sangre sean normales.
Sin embargo, una remision no es necesariamente una cura, ya que las células
leucémicas aun pudieran estar escondidas en algun lugar del cuerpo.
También se llama fase de induccion de la remisién (Redaelli et al, 2005). Esta
es una fase de quimioterapia intensiva que usualmente dura un mes mas o
menos. Puede que se usen diferentes combinaciones de medicamentos de
guimioterapia, aunque tipicamente incluye: Vincristina, Dexametasona o
prednisona, Doxorrubicina (Adriamycin) o daunorrubicina o un medicamento
similar de antraciclina. Con base en los factores prondsticos del paciente,
algunos regimenes también pueden incluir ciclofosfamida (Cytoxan), L-
asparaginasa, etoposido (VP-16), 6-mercaptopurina y/o altas dosis de
metotrexato o citarabina (ara-C) como parte de la fase de induccién. Para

aguellos pacientes con ALL cuyas células leucémicas tienen un cromosoma
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Filadelfia, con frecuencia también se incluye un medicamento dirigido tal como
imatinib (Gleevec). (Redaelli et al, 2005).

o« Terapia de consolidacion e intensificacion: es la segunda etapa de la
terapia. Si la leucemia entra en remision, la siguiente fase con frecuencia
consiste en otro curso bastante corto de quimioterapia, usando muchos de los
mismos medicamentos que se utilizaron en la terapia de induccion. Esto
usualmente dura varios meses. Usualmente los medicamentos se administran
en dosis altas, por lo que el tratamiento es bastante intenso. Durante el
tratamiento de mantenimiento, se puede continuar la profilaxis del sistema
nervioso central. También se continla con un medicamento dirigido, como el
imatinib, para pacientes cuyas células leucémicas tienen el cromosoma
Filadelfia. Algunos pacientes que estan en remision, como aquellos que tienen
ciertos subtipos de ALL u otros factores prondsticos desfavorables, ain corren
un alto riesgo de recurrencia (regreso de la leucemia).

o Terapia de mantenimiento: es la tercera etapa del tratamiento. Después de
la consolidacion, generalmente se pone al paciente en un programa de
mantenimiento con quimioterapia que consiste en metotrexato y 6-
mercaptopurina (6-MP). En algunos casos esto se puede combinar con otros
medicamentos como vincristina y prednisona. Para aquellos pacientes con
LLA, cuyas células leucémicas tienen el cromosoma Filadelfia, con frecuencia
también se incluye algun medicamento dirigido como el imatinib. Usualmente
el mantenimiento dura aproximadamente dos afios. Durante el tratamiento de
mantenimiento, se puede continuar la profilaxis del CNS. Algunos médicos
consideran que la terapia de mantenimiento puede no ser necesaria para
algunas leucemias como la LLA de células T y la ALL de células B maduras

(leucemia de Burkitt).

La biopsia de la médula ésea y los aspirados se realizan a lo largo de todas las fases
para observar si la leucemia esta respondiendo bien al tratamiento.

El tratamiento llamado terapia santuario del sistema nervioso central (SNC) se
administra generalmente durante cada fase de la terapia. Debido a que la
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quimioterapia que se administra oralmente o por via intravenosa, puede no llegar a

las células leucémicas en el SNC (cerebro y espina dorsal), las células pueden

encontrar un “santuario” (se esconden) en el SNC. La quimioterapia intratecal y la

radioterapia pueden llegar a las células leucémicas del SNC y se administran para

destruir las células leucémicas y evitar que el cancer recidive (vuelva). La terapia

santuario del SNC también se llama profilaxis del SNC. Por ultimo, es valido anotar

que las recaidas de la enfermedad se correlacionan con dosis inadecuadas mas que

resistencia tumoral, por lo que la individualizacion de la terapia ha generado mejores

resultados (Redaelli et al, 2005). Un resumen de los farmacos empleados en el

tratamiento de leucemia junto con sus efectos adversos se presenta en la tabla 4.

Tabla 4. Farmacos empleados en el tratamiento de la LLA

Tratamiento ‘ Tipo ‘ Funcién Efectos adversos
Prednisona Glucocorticoides Interacciona con receptores citoplasmaticos | Hiperglicemia, cambios
Dexametasona sintéticos intracelulares especificos, formando el complejo | del animo, acné,

receptor-glucocorticoide, éste penetra en el | ganancia de peso,
nacleo, donde interactia con secuencias | hepatomegalia, necrosis
especificas de ADN, que estimulan o reprimen | a vascular del hueso,
la trascripcién génica de ARNm especificos que | osteoporosis.
codifican la sintesis de determinadas proteinas
en los 6rganos diana.
Metotrexate Anélogo del folato, Inhibe la accion de las enzimas relacionadas | Nausea/vomito (NV),
antimetabolito con la sintesis de purinas y pirimidinas, lo que | disfuncién hepatica,
resulta en la deplecion celular de éstas y en la | mielosupresion, foto-
alteracion de la sintesis de los acidos nucleicos. | sensibilidad, leuco-
encefalopatia,
osteoporosis.
Administracion intratecal:
cefalea, fiebre,
convulsiones.

Vincristina Alcaloide Inhibe la division celular durante la mitosis | Neuropatia periférica,
temprana. La vincristina se wune a los | constirpacion,
monémeros de tubulina preveniendo la | convulsiones, pérdida de
formacion de los microtdbulos del huso. Al | peso, celulitis quimica.
unirse a los componentes basicos de los
microtibulos, la vincristina incapacita el
mecanismo celular del alineamiento y el
movimiento de las cromosomas.

Doxorrubicina Antraciclina Las topoisomerasas son enzimas que | NV, pérdida de peso,

Daunorrubicina desempefian un papel fundamental en los | mucositis,
procesos de replicacion, transcripcion y | mielosupresion, celulitis
reparacion del ADN. Modifican la estructura | quimica, cardiomiopatia.
terciaria de doble hélice del ADN sin alterar la
secuencia de nucledtidos. En humanos se han
identificado tres tipos de topoisomerasas (I, Il y
).
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L- asparaginasa

Enzima

Es una enzima natural presente en muchas
plantas 'y microorganismos. Su accién
antitumoral se debe a que reduce los niveles
plasméticos de L-asparagina, que es un
aminoacido esencial para la sintesis de
proteinas y la viabilidad celular. Se emplea para
el tratamiento de leucemia linfatica aguda en
nifios.

NV, reacciones alérgicas,

hiperglicemia,
pancreatitis,  disfuncion
hepética, trombosis vy

encefalopatia.

6-Mercaptopurina

Anélogo de purinas

Este farmaco tiene una estructura similar a la de
los componentes del metabolismo intermediario
celular, de modo que interfiere en su
metabolismo y en concreto en la sintesis de
acidos nucleicos.

NV, mucositis,
mielosupresion,
fotosensibilidad,
disfuncion
0Steoporosis.

hepatica,

Etopdsido Epipodofilotoxina Dafia el ADN al inhibir la topoisomerasa Il, una | NV, pérdida de peso,
enzima que normalmente desenrolla el ADN | mucositis,
durante la replicacion para aliviar la tensién en | mielosupresion,
las estrandas de ADN. El etopdsido para la | reacciones alérgicas.
accion de la topoisomerasa Il después de que
crea un fragmento en una estranda del ADN. El
ADN fragmentado es incapaz de desenrollarse y
se rompe eventualmente.

Citarabina Antimetabolito Afecta sélo a las células durante la fase S de la | NV, fiebre, rash,
division celular. En el interior de la célula, | mucositis,
citarabina es convertida en citarabina-5-trifosfato | mielosupresion,
(ara-CTP), que es el metabolito activo. El | disfuncion hepética,

mecanismo de accion no estd comprendido
totalmente, pero parece ser que el ara-CTP
acta fundamentalmente a través de la
inhibicion de la sintesis de ADN.

conjuntivitis, infertilidad.

Ciclofosfamida

Agente alquilante

Lesiona el ADN e interfiere en la replicacion
celular. Provocan su accion citotéxica mediante
la formacion de enlaces covalentes entre sus
grupos alquilo y di-versas moléculas nucledfilas
presentes en las células, especialmente las
bases nitrogenadas del ADN.

NV, cistitis hemorragica,
mielosupresién, pérdida
de peso, cancer de
vejiga, infertilidad.

Tomado de Redaelli 2005

Uno de los farmacos utilizados en la etapa de mantenimiento (durante 2-3 afios) es la

6-Mercaptopurina (6-MP) el cual es el principal analogo de las purinas, y

ampliamente utilizado en la clinica. En este estudio es el farmaco se eligio este

farmaco debido al tiempo que el paciente debe tomarlo, los efectos adversos que

causa en el individuo y los factores genéticos involucrados en su metabolismo.
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2.2 FARMACO 6-MERCAPTOPURINA

2.2.1 Generalidades Figura 1. Molécula de 6-MP
Es un anti metabolito 6-tiol-hidratopurina, analogo

estructural de la Hipoxantina (Figura 1). Mecanismo SH

de accion: se transforma de manera intracelular en su

forma activa a través de la fosforilacion de la N NH
hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferasa (HGPRT) @ >

y luego metabolizado a la forma trifosfato, estado en N N

el que se incorpora a los acidos nucleicos. Inhibe la 6-MERCAPTOPURINA
sintesis de purinas y actia sobre la reaccion

catalizada por la 5-fosforribosil-1-pirofosfato-amidotransferasa. La incorporacion de
nucleotidos tiopurina trifosfato al ADN inhibe su sintesis y funcién, asi como del ARN,
donde altera su procesamiento y traduccioén. Interfieren con la funcion de las ADN
polimerasas, ligasas, endonucleasas, asi como IMP deshidrogenasa o ribonucle6tido
reductasa. Es un farmaco fase-especifico (fase S) del ciclo celular.

La 6-mercaptopurina (6-MP) es un pro farmaco, activo por via oral y parenteral, es
utiizado en el tratamiento de varias y diferentes entidades clinicas, como
coadyuvante para la proteccion contra el rechazo en pacientes trasplantados de
organos y en diversas enfermedades inflamatorias y del sistema inmune
(enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide severa, psoriasis artritica y
lupus nefritico) (Sahasranaman et al, 2008; Von Ahsen et al, 2005), ademas es
utilizado durante la terapia de leucemia aguda infantil, como resultado de sus
propiedades inmunosupresoras (Murray et al, 1963; Elion GB. 1993).

2.2.2 Farmacocinética de 6-MP

La 6-mercaptopurina muestra variacion diurna en su farmacocinética y eficacia. La
administracion nocturna, en comparacion con la administracion matutina, puede
reducir el riesgo de recidiva. Por consiguiente, la dosis diaria se debe tomar por la
noche. Posterior a la administracion, la absorcion es variable e incompleta (16-50 %)
(Loftus, 2004). Tiene un importante efecto de primer paso hepatico. Es ampliamente

distribuido. Apenas atraviesa la barrera hematoencefalica. Su union a proteinas
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plasmaticas es del 20 %. ElI metabolismo es principalmente hepatico a través de la
oxidacion por la xantina oxidasa a metabolitos inactivos como el 4cido 6-tiirico o por
la metilacion, a través de la tiopurina metiltransferasa, dando lugar a la formacion de
la 6-metilmercaptopurina, que puede ser fosforilada y originar nucleotidos activos. La
eliminacién es mas o menos 50 % del farmaco y sus metabolitos se excretan a través
de la orina en las primeras 24 h. La vida media de eliminacion tras la administracion
oral es entre 1y 3 h (Barabino et al, 2002, Lennard 1992).

Una caracteristica de la accion farmacolégica de la 6-MP es su retraso en la
aparicién de su efecto, que puede tomar 8-12 semanas, posiblemente debido a la
lenta acumulacion de nucleotidos 6 Tioguanina (6-TGN) dentro de las células. Esto
se relaciona con los efectos toxicos de la 6-MP, algunos de los cuales pueden ocurrir
en cualquier momento durante el tratamiento (por ejemplo, la pancreatitis que suele
aparecer a los pocos dias de iniciada la terapia) (Wright et al, 2004; Cuffari et al,
1996).

Otros parametros farmacocinéticos de 6-MP son descritos en la siguiente tabla:

Tabla 5. Parametros farmacocinéticos de 6-MP

Biodisponibilidad (F): 60% + 31%

Volumen de Distribucion (Vd): 0.85 £ 0.65 L/Kg — Nifios

Concentracion terapéutica en plasma y suero. No reportada, so6lo monitoreo plasmatico en el
paciente, vigilando la presencia de efectos adversos.

Tiempo en llegar al estado estable (steady 2- 3 meses

state)

Guia para la prescripcion segura y efectiva de la Azatioprina. The British Journal of Dermatology 2011; 165(4): 711-734.

2.2.3 Efectos adversos (EA) al tratamiento con 6-MP

La 6-MP es generalmente bien tolerada sin Efectos Adversos (EA) serios. Sin
embargo, algunos EA son muy importantes y necesitan una rapida atencion; otros
pueden suceder mientras el organismo se acostumbra al farmaco. Durante el
tratamiento, entre un 15 y un 30% de los pacientes que reciben 6-MP llegan a
desarrollar algun tipo de EA (Fraser et al, 2002; Barabino et al, 2002; Lamers et al,
1999; George et al, 1996; Kirschner et al, 1998). Estos se han clasificado en relacion
a la dosis, como dosis independientes y dosis dependientes. Los del primer grupo
suelen ser de rapida aparicion y se incluyen la hepatitis, pancreatitis, erupciones de

la piel, fiebre, diarrea, artralgias y nauseas. El segundo grupo son dosis
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dependientes y entre ellos destacan la mielosupresion y la hepatotoxicidad (Al
Hadithy et al, 2005)

2.2.4 Metabolismo de 6-MP

La 6-MP no posee actividad metabdlica intrinseca, por lo que, antes de ejercer su
efecto debe sufrir un proceso de transformacion metabdlico bastante complejo.

Tras la captacion intracelular, la 6-MP se metaboliza por tres vias enzimaticas
principales (Figura 2), dos catabdlicas mediadas por las enzimas Xantina Oxidasa
(XO) y la Tiopurina S-Metiltransferasa (TPMT) y una anabdlica, dirigida por la
Hipoxantina Fosforibosil Transferasa (HPRT) (Figura 1) (Dubinsky et al, 2000,
Lennard 1992; Lennard 2002; Chan et al, 1990).

La XO y la TPMT catalizan la conversion de 6-MP a los metabolitos inactivos Acido
6- Tiourico (6-TU) y 6-metil-mercaptopurina (6-MMP). La Hipoxantina Fosforribosil
Transferasa (HPRT) , la Inosina Monofosfato Deshidrogenasa (IMPD) vy la GMP
(Guanosina Monofosfato) son las responsables de la formacion de los nucleotidos de
6-tioguanina (6-TGNs), metabolitos activos encargados de ejercer el efecto
terapéutico del farmaco (Wright, et al 2004; Cuffari et al, 1996; Cuffari et al, 2001 ),
dichos metabolitos resultado de su similitud estructural con las purinas endogenas,
interfieren con la biosintesis de nuevas purinas, asi, son eventualmente incorporados
en el Acido Desoxirribonucleico (ADN) como bases anormales, modificando su
estructura e interfiriendo con la sintesis de proteinas y acidos nucleicos (Marathias
et al, 1999; Elion GB, 1989; Krynetski et al, 2001). Al mismo tiempo, por su
homologia con el GTP (mensajero intracelular) los nucleotidos de 6-TGN pueden
producir un efecto supresor de la proliferacion de células involucradas en la
determinacién y amplificacion de la respuesta inmune; como las células T y B, vy, por
tanto, la supresion de la sobreactividad de los mecanismos de defensa inmunolégica
en los pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda.

Alternativamente, el 6 Tioinosina-5 Monofosfato (6-TIMP) se puede convertir en
ribonucledtidos de 6-metilmercaptopurina (6-MMPR), los cuales son citotéxicos y se
han reportado que estan relacionados con el desarrollo de hepatotoxicidad (Dubinsky
et al 2000; Dubinsky et al, 2002).
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Figura 2. Metabolismo de 6-MP

Catabolismo Anabolismo

Ribonucledtidos de
6- metilmercaptopurina
(6-MMPR)

6- metilmercaptopurinai
(6-MMP)

TPMT TPMT

. HERT LrallP :
Azatioprina__! ferriiérieg : 6 Tioinosina, 5 |
a‘ - ptopurma‘ ’ !

(AZA) monofosfato !
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. IMPD '
. GMP ‘
, © @ ©

X0

Nucleotidos de 6
Tioguanina (6-TGN)

Modificado de Dubinsky et al, 2000
2.2.5 Farmacogenética de 6-MP
Parte de la variabilidad en la respuesta a los farmacos es consecuencia de la
presencia de variantes alélicas en genes relacionados con la absorcion, distribucion,
metabolismo, proteinas trasportadoras, receptores y dianas de los farmacos. En el
caso de las tiopurinas como el farmaco 6-MP, el principal enfoque de la investigacion
farmacogenética ha recaido sobre el estudio de la enzima TPMT, que juega un papel
importante en su metabolismo catabdlico y, como resultado de estas investigaciones,
se ha demostrado que su actividad se encuentra regulada genéticamente (Stocco et
al, 2005; Uchiyama et al, 2009; Weinshilboum RM & Sladek SL, 1980).
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2.3 EL GEN TPMT

2.3.1 Generalidades

El gen que codifica para la enzima TPMT se encuentra en el cromosoma 6 posicion
6p22.3, contiene 10 exones, Figura 3 (Lee et al, 1995). Hasta la fecha por lo menos
26 variantes alélicas de TPMT se han descrito y varios de ellas se han asociado con
la modulacion de la actividad enzimatica (Ujiie et al, 2008; Kham et al, 2009; Garat et

al, 2008).

Figura 3. Posiciéon del Gen TPMT (6p22.3)

Modificado de Dubinsky et al, 2000

El alelo silvestre con actividad enzimatica normal, se reconoce como *1 y el resto de
los alelos descritos varian desde los alelos de actividad disminuida o baja (*2, *3A,
*3B y *3C), hasta alelos que no afectan el fenotipo (*5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, *12,
*13, *14, *16, *17, *18, *19, *20, *21, *22, *23, *24, *25 y *26) (Figura 4) (Rocha et al,
2005).

Adicionalmente, se ha descrito un polimorfismo del tipo VNTR (variable number of
tandem repeats) ubicado en la region promotora del gen y que regula la actividad de
la enzima aumentandola, y ha sido asociado con un fenotipo metabolizador
ultrarapido (Roberts et al, 2008).
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Figura 4. Variantes alélicas de la TPMT
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Entre las variantes de baja actividad (Figura 5), las mas comunes especialmente en
poblaciones caucasoides son los alelos TPMT *2, *3A,*3B y *3C (Figura 4) (Tai et al,
1997; Tai et al, 1999; Krynetski et al, 2000; Otterness et al, 1997). El alelo TPMT *2
(rs1800462) se caracteriza por la presencia de la transversion 238G>C (Ala80Pro); el
TPMT *3A (rs1800460, rs1142345) por presentar las transiciones 460G>A
(Alal54Thr) y 719A>G (Tyr240Cys); el TPMT *3B (rs1800460) por solo poseer la
transicion 460G>A (Alal54Thr) y el TPMT *3C (rs1142345) por solo presentar la
transicion 719A>G (Tyr240Cys). Las mutaciones 460G>A and 719A>G son
usualmente heredadas juntas como el alelo *3A. (Rocha & Cheng, 2005).

Estos alelos representan del 80 al 95% de variantes que contribuyen en la
disminucion de la actividad enzimatica de TPMT debido al aumento en la tasa de
protedlisis de las proteinas mutantes, el mecanismo post-transcripcional de la
pérdida de la funcion de TPMT no ha sido aclarado ya sea para *2 y *3A (Tai et al,
1999), Cabe mencionar, que se ha evidenciado una importante variabilidad en la

distribucion de las frecuencias alélicas entre diferentes grupos étnicos estudiados.

Figura 5. Variantes alélicas de TPMT en poblaciones caucasicas
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2.3.2 Efectos adversos y TPMT

La actividad de la enzima TPMT es el factor mas importante en la regulaciéon de las
concentraciones de los nucleotidos de 6-TGN (Gisbert et al, 2002). Asi, en los
pacientes con baja actividad de la TPMT se observan elevadas concentraciones de
estos metabolitos, mientras que en aquellos con alta actividad enzimatica las
concentraciones de los nucleotidos de 6-TGN son bajas (Dubinsky et al, 2000;
Seidman EG, 2003; Anstey et al, 2000; Bloomfeld RS & Onken JE, 2003).

La farmacocinética de la 6-MP estd sujeta a una importante variabilidad
interindividual que se debe en gran parte a los polimorfismos genéticos de la TPMT
(Lennard, 1999). De este modo, desde el punto de vista genotipico, hace ya mas de
dos décadas que Weinshilboum y Sladek (Weinshilboum RM & Sladek SL, 1980)
estudiaron una muestra aleatoria de poblacion de aproximadamente 300 individuos y
encontraron la siguiente distribucion genotipica: el 88.6% eran homocigotos para el
alelo de alta actividad (TPMT*1), el 11.1% eran heterocigotos (TPMT *1/*2, *1/*3A), y
tan sélo el 0.3% eran homocigotos para el alelo de baja actividad (TPMT *2/*2,
*3A/*3A).

Existen dos estrategias para identificar a los pacientes con deficiencia de TPMT: la
medicién de la actividad de esta enzima en los eritrocitos (es decir, el fenotipo)
(Jacgz et al, 1994) y la determinacion de las diversas mutaciones presentes en el
DNA celular (esto es, el genotipo) (Yates et al, 1999; Otterness et al, 1999; Reuther
et al, 2003). Mdltiples estudios han demostrado que existe una elevada concordancia
entre la clasificacién genotipica y fenotipica de la actividad de la TPMT, que ha sido
tan alta como del 97-98% (Yates et al, 1999; Otterness et al, 1999; Reuther et al,
2003; Rossi et al, 2001) o incluso del 100% (Relling et al, 1999) en algunos casos.
Diversos estudios han evidenciado una correlacion entre el fenotipo o el genotipo de
la TPMT y el riesgo de mielotoxicidad (Dubinsky et al, 2000; Lennard et al, 1989;
Sandborn WJ, Faubion WA, 2000; Anstey et al, 1992; Relling et al, 1999).

De este modo, los pacientes homocigotos para los alelos de baja actividad de TPMT
tienen el riesgo de llevar a la sobreproduccién de nucleétidos de 6-TGN vy, asi

provocar citotoxicidad y supresién exagerada del sistema inmune, consecuencia de
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que una cantidad mayor de 6-MP es metabolizada por la ruta enzimética de la
hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (Vesell ES, 1997; Black et al, 1998) . El
grado de déficit de actividad de la TPMT guarda relacion con el periodo de tiempo
transcurrido entre la administracion del tratamiento con 6-MP y la aparicion de los
efectos adversos hematologicos.

Asi, se ha descrito que este periodo de latencia es corto (de aproximadamente 1,5
meses) en los pacientes homocigotos para los alelos de baja actividad, mientras que
seria algo mas prolongado en los heterocigotos y mas aun en los homocigotos para
el alelo de alta actividad dado que la actividad elevada de la enzima da como
resultado una eliminacion rapida del farmaco, lo que corresponde con tolerancia al
mismo (Anstey et al, 1992; Colombel et al, 2000). Dicho de otro modo, la
determinacién de la actividad de la TPMT es Util para predecir la aparicion de
mielotoxicidad precoz tras el inicio del tratamiento con 6-MP, pero el conocimiento de
dicha actividad probablemente no proporcione informacion fiable en los pacientes
que llevan muchos meses recibiendo este farmaco (Lennard 2002; Martinez et al,
2001), por lo que resulta util la determinacion de los polimorfismos genéticos de
TPMT durante el tratamiento con 6-MP debido a falla en el tratamiento y/6 la muerte
del paciente debido a los efectos colaterales provocados por el farmaco.

2.4 OTROS POLIMORFISMOS QUE CAUSAN REACCIONES ADVERSAS
ASOCIADAS A 6-MP

Durante del tratamiento con 6-MP ha llamado la atencion que los pacientes que
tienen un genotipo homocigoto silvestre para la enzima TPMT tengan efectos
adversos que aun no son entendidos (Milek et al, 2009; Tai et al, 1997). Por lo
anterior se inicio la valuacién de otros genes implicados en el metabolismo de 6-MP
como la Metilen-Tetrahidrofolato-Reductasa (MTHFR).

La MTHFR es una enzima clave en el metabolismo de la homocisteina. Cataliza la
conversion de 5,10—-metilentetrahidrofolato en 5—metiltetrahidrofolato (5—-MTF), que
es la forma circulante predominante de folato. El 5-MTF participa en la remetilacién
de la homocisteina, proceso dependiente de vitamina Bi,, donando un grupo metilo

para la sintesis de metionina, reaccion catalizada por la enzima metionina sintasa, la
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cual utiliza vitamina B, como cofactor. La metionina es metabolizada por la enzima
metionina adenosil-transferasa a S—adenosil metionina (SAM), la cual actia como
donador de grupos metilo para la adecuada funcién de la TPMT, ya que la TPMT
cataliza la metilacion-S de farmacos como la 6-MP con la presencia de S-

adenosilmetionina (SAM), el donante de metilos, produciendo 6mMP (Figura 6y 7).

Figura 6. Funcién de la MTHFR
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Diversos autores (Milek et al, 2009; Tai et al, 1997) han informado sobre la
estabilizacion de TPMT por su cofactor S-adenosilmetionina (SAM), que representa
un biomarcador candidato que afecta a la actividad de esta enzima y que podria
explicar en cierta medida la discordancia entre el genotipo y el fenotipo de TPMT.
Ademas se ha demostrado que los polimorfismos en la enzima MTHFR, se
correlacionan con la apariciéon de eventos hematotoxicos durante la terapia con 6-MP
en la LLA (Milek et al, 2009; Tai et al, 1997).
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Figura 7. Efectos adversos debidos a TPMT (SAM como donador de metilos)
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6MMP: 6 Metil Mercaptopurina , 6-MP: 6-Mercaptopurina, TPMT: Tiopurina Metiltransferasa SAM: S-
Adenosil-metionina, TGN: Nucleotidos de Tioguanina, MeTIMP: Metil Tioinosina Monofosfato.
Tomado de: Karas-Kuzelicki et al, 2008

La influencia de MTHFR sobre la actividad de TPMT también se demostro en un
estudio reciente llevando a toxicidad a pacientes pediatricos con LLA bajo
tratamiento con 6-MP. El efecto sinérgico de las variantes alélicas de TPMT vy
MTHFR fue observado en los pacientes que tenian polimorfismos en ambos genes,
reflejando una severa hematotoxicidad en el 82% de estos pacientes, en contraste,
s6lo 4% de los pacientes con genotipo silvestre en TPMT y MTHFR present6 dicho
efecto. Ademas de que a los pacientes que tenian polimorfismos en ambos genes, se
les realizé una reduccidén en la dosis de 6-MP ya que presentaron mas efectos

adversos como estomatitis y algunas infecciones (Karas-Kuzelicki et al, 2008).
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2.5 EL GEN MTHFR
2.5.1 Generalidades

El gen MTHFR esta localizado en el cromosoma 1p36.3 y consta de 11 exones, los
cuales tienen una extension variable de entre 102 a 432 pares de bases (Goyette et
al, 1994) (Figura 8).

Figura 8. Posicién del Gen MTHFR (6p22.3)
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A la fecha, se han identificado mas de 20 mutaciones en el gen MTHFR. De los
cuales los méas estudiados son el 677 C>T (Ala22Val) y el 1298 A>G (Glu429Ala)
dado que en estado homocigoto causan una deficiencia enzimatica severa (Wilcken
et al, 2003; Van der Put et al, 1998; Weisberg et al, 1998).

La homocigocidad para el alelo 677 C>T (Ala22Vval) mutado, resulta en una
disminucién de la actividad enzimatica del 70%, en comparacion con sujetos
homocigotos silvestres para este polimorfismo (Guéant et al, 2006; Frosst et al, 1995)
con un aumento de los niveles de homocisteina en el caso de ingesta baja de acido
félico (Frosst et al, 1995; Botto LD, 2000)

La transicion 1298 A>C, resulta en la sustitucion de glutamato por alanina en el
aminoacido 429, dentro del dominio regulador de la MTHFR. Se ha reportado que la
homocigocidad del alelo 1298 A>C induce una disminucion en la actividad enzimatica

del 70 %, y, de acuerdo con algunos estudios, los individuos heterocigotos
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compuestos para los alelos 677 C>T y 1298 A>C (los cuales presentan un genotipo
C677T/A1298C), tienen una reduccion en la actividad de MTHFR in vitro de 40 a
50% y un perfil bioquimico similar al observado en individuos homocigotos para el
alelo 677 C>T, con incremento en los niveles de homocisteina y disminucion de los
niveles de folato (Van der Put et al, 1998; Weisberg et al, 1998; Scriver et al, 2001).

La prevalencia del polimorfismo 677 C>T varia dependiendo de la poblacion
estudiada. Se ha encontrado una mayor frecuencia en poblacion italiana (44 a 47%),
en hispanos de Atlanta y California (41.1 y 42%), asi como en poblacién francesay
japonesa (36 y 34%, respectivamente) (Botto LD, 2000; Guéant et al, 2006).

En poblacion mestiza mexicana, el polimorfismo 677 C>T se presenta entre un 44 %
a 58.5%, y en poblacién indigena tarahumara en un 34% (Guéant et al, 2006;
Davalos et al, 2006; Mutchinick et al, 1999; Gonzalez—Herrera et al, 2002, Wilcken et
al, 2003).

La frecuencia del polimorfismo 1298 A>C reportada para México es de 14.7% y la
frecuencia del genotipo homocigoto CC es de 2.3%, lo cual es una proporcion baja,
comparada con la reportada en otras poblaciones, como la francesa que es de 11.5%
(Guéant et al, 2006).
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2.6 POLIMORFISMOS EN LOS GENES TPMT Y MTHFR Y EL RIESGO A
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

El mecanismo preciso de la tumorigenesis es poco conocido, aunque es probable
gue incluya las interacciones entre los factores de riesgo genéticos y ambientales
(Potter, 2011). Kandy & Vadakedath describen el metabolismo del folato y la sintesis
de metionina como vias implicadas en la metilacién y sintesis del ADN, por lo que
parece que podrian desempefiar un papel importante en la carcinogénesis. Uno de
los principales componentes en la via del folato es la enzima MTHFR ya que permite
la generacién de donantes de metilo para la sintesis de S-adenosil-metionina (SAM),
que esta implicado en las reacciones de metilacion del ADN (Christensen et al, 2015)
Algunos investigadores (Silva et al, 2013; Lamm et al, 2015) han descrito una
asociacion entre los polimorfismos funcionales de MTHFR (C677T y A1298C) y
riesgo a LLA, y han propuesto una relacion entre la concentracion de folato y la
susceptibilidad de dafio genético en las células implicadas en la hematopoyesis.

Por otra parte, SAM participa en numerosos procesos de metilacion (Arenas et al,
2005; Scheuermann et al, 2004) , entre los cuales proporciona donacién de grupos
metilo a la enzima TPMT, regulando la eliminacion de medicamentos
antineoplasicos, tales como: Azatioprina (AZA), 6-Mercaptopurina (6-MP) y 6-
Tioguanina (6-TG) (Rocha et al, 2005). Los individuos portadores de las variantes
alélicas mas comunes en el gen TPMT (*2 y *3A), podrian ser excepcionalmente
sensibles al efecto mielosupresor del farmaco y a un riesgo carcinogénico asociado a
éste.

Actualmente, solo el estudio de Ouerhani et al, (2013), ha informado que no existe
asociacion de las mutaciones *2 y *3C con el riesgo a LLA.

A la fecha, no existen estudios que evalien un analisis del efecto sinérgico de ambos

genes con la susceptibilidad a LLA.
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I1l. JUSTIFICACION

El tratamiento de la Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es uno de los focos de
atencion de la poblacion mundial debido a la estrecha ventana terapéutica de los
quimioterapicos, uno de los cuales, el farmaco 6-Mercaptopurina es utilizado para
reducir el riesgo de recurrencia de la enfermedad. La respuesta al tratamiento
depende del perfil genético de las enzimas metabolizadoras de este farmaco (TPMT
y MTHFR), y predispone a reacciones adversas, asi como a la susceptibilidad a la
enfermedad. Por lo tanto, la monitorizacion de los niveles del farmaco asi como un
analisis farmacocinético y farmacogenético del individuo/poblacién, podria potenciar

el efecto antitumoral sin aumentar el riesgo de los pacientes.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

1. ¢Existe asociacion de los polimorfismos de la TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C vy la
MTHFR (677C>T y 1298A>C) con la Farmacocinética de 6-Mercaptopurina,
las reacciones adversas y la susceptibilidad a Leucemia Linfoblastica Aguda

en pacientes pediatricos?

V. HIPOTESIS

1. Los polimorfismos de la TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C y la MTHFR (677C>T y
1298A>C) estan asociados con la Farmacocinética de 6-Mercaptopurina, las
reacciones adversas y la susceptibilidad a Leucemia Linfoblastica Aguda en

pacientes pediatricos
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

1.

Determinar la asociacién de los Polimorfismos de la TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C y
la MTHFR (677C>T y 1298A>C) con la Farmacocinética de 6-Mercaptopurina,
las reacciones adversas y la susceptibilidad a Leucemia Linfoblastica Aguda

en pacientes pediatricos.

6.2 Objetivos Especificos

1.

Modificar y validar un método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

(HPLC) para la cuantificacién de 6-MP en plasma.

Cuantificar los niveles plasmaticos de 6-MP en pacientes pediatricos con LLA

(Centro Estatal de Cancerologia del Estado de Durango).

Determinar los parametros farmacocinéticos poblaciones de 6-MP (Ka, V y K)
mediante el disefio de un modelo farmacocinético de un compartimento, de

absorcién oral y de primer orden mediante el uso del software Monolix v4.2.0.

Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de la
TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C y la MTHFR (677C>T y 1298A>C) en nifios con
leucemia linfoblastica aguda del Centro Estatal de Cancerologia del Estado de

Durango.

Determinar la asociacion de los polimorfismos de la TPMT *1,*2 *3A,*3B,*3C y
la MTHFR (677C>T y 1298A>C) con la farmacocinética de 6-MP utilizando un

modelo de efectos mixtos y modelo de covariables (Software Monolix).

Realizar un analisis de las reacciones adversas presentadas en los pacientes
del Centro Estatal de Cancerologia del Estado de Durango de acuerdo a los

criterios del National Cancer Institute (NCI).
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7. Determinar la asociacion de los polimorfismos de la TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C y
la MTHFR (677C>T y 1298A>C) con las reacciones adversas presentadas en

los pacientes.

8. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de la
TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C y la MTHFR (677C>T y 1298A>C) en niflos con
leucemia linfobldstica aguda del Centro Oncoldgico Pediatrico de Baja
California y del Centro Estatal de Cancerologia del Estado de Durango.

9. Determinar la asociacion de los polimorfismos de la TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C
y la MTHFR (677C>T y 1298A>C) con el riesgo a LLA en nifios mexicanos
(Centro Estatal de Cancerologia del Estado de Durango y Centro Oncolégico

Pediatrico de Tijuana, B.C. México).
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefio del estudio
Objetivo 1-7: Estudio observacional, prospectivo, longitudinal y de asociacion.
Objetivo 8-9: Estudio de casos y controles (nifios mexicanos)

7.2 Universo de estudio
Pacientes pediatricos con diagnéstico de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) con

edad < 15 anos.

7.3 Universo muestral
Individuos con diagndstico de LLA del Centro Estatal de Cancerologia del Estado de
Durango y del Centro Oncoldgico Pediatrico de Tijuana, Baja California, México.

7.4 Criterios de Seleccion
7.4.1 Criterios de Inclusion
e Pacientes de ambos géneros con diagnostico de LLA.
e Con cualquiera de las variedades de LLA (L1, L2, L3)
e Edad < 15 afios
e Bajo tratamiento con 6 MP (al menos 2 meses)

e Firma de carta de consentimiento informado.

7.4.2 Criterios de exclusion
¢ Nifios con diagndstico de VIH y LLA.

¢ Nifios con sindrome de Downy LLA

7.4.3 Criterios de eliminacion
e Muestras degradadas y/o insuficientes

e Abandono del estudio y/o retiro de la carta de consentimiento informado.
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7.5 Tamafo de muestra
7.5.1 Para el cumplimiento de los objetivos del 1 al 7

Los pacientes del Centro Estatal de Cancerologia del Estado de Durango fueron
reclutados desde el mes de Marzo del 2013, hasta el mes de Julio del afio 2014.
Segun la frecuencia obtenida en este periodo y realizado el escrutinio con base en
los criterios de seleccion, la muestra total fue de 39 pacientes pediatricos con LLA, el
tamafio muestral cumple con el requerimiento estadistico del teorema del limite
central. La regla general de este teorema establece que un tamafio de muestra de al
menos 30 sujetos sera suficiente si la distribucion basica se aproxima a una

distribuciéon normal con el fin de asegurar una verdadera significancia estadistica.

7.5.2 Para el cumplimiento de los objetivos 8-9
La muestra fue determinada con base en la frecuencia de exposicion entre casos y
controles con a=95% y p=0.80, con dos controles por cada caso, de acuerdo a la
férmula de Pértega Diaz (2002). El numero de casos fue de 70 pacientes con LLA y

en el de controles de 152 nifios seleccionados al azar y con pareamiento por edad.
7.6 Variables en estudio
7.6.1 Variables independientes

Polimorfismos de TPMT (*1,*2,*3A, 3B, 3C)

Variable cualitativa

Para fines de este estudio se realizo la determinacion de los polimorfismos del
gen TPMT por PCR en tiempo Real mediante sondas Tagman especificas
para cada polimorfismo genético, TPMT*2 (C_12091552 30), TPMT*3A
(C__19567_20, C_30634116_20), TPMT *3B (C_30634116 _20) y TPMT*3C
(C__19567_20) detectando tres posibles genotipos para cada forma alélica:
homocigoto mutado, homocigoto silvestre y heterocigoto.

Indicador: Presencia de polimorfismos de TPMT

Homocigoto Wild Type, Heterocigoto, Homocigoto mutado.
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Polimorfismos de MTFHR (677C>T y 1298A>C)

Variable cualitativa

Para fines de este estudio se realizo la determinacion de los polimorfismos del
gen MTHFR por PCR en tiempo Real mediante sondas Tagman especificas
segun cada polimorfismo genético, MTHFR 677 C>T (C_1202883 20),
MTHFR 1298 A>C (C_850486_20), detectando tres posibles genotipos para

cada forma alélica: homocigoto mutado, homocigoto silvestre y heterocigoto.

Indicador: Presencia de polimorfismos de TPMT

Homocigoto Wild Type, Heterocigoto, Homocigoto mutado.

7.6.2 Variables dependientes
Farmacocinética de 6-MP
Variable cuantitativa continua
Para efectos del presente estudio se cuantificaron las concentraciones
plasmaticas de 6- mercaptopurina por el método de Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC) en los pacientes del CECAN Durango, dichas
concentraciones fueron evaluadas a diferentes tiempos después de ingerir el
medicamento (0.5, 1, 2, 2.5 3 y 3.5 horas); se consider6 ese intervalo por el
tiempo de vida media de 6-MP.
Posterior a esto, se analizaron los datos en el programa Monolix Software
v4.20 para determinar los pardmetros farmacocinéticos (Ka, V y K) tanto del

individuo como de la poblacién.

Indicador: Valores de la constante de absorcién de 6-MP (Ka), Volumen de

distribucion (V) y constante de eliminacién (K).

Reacciones adversas

Para fines de este estudio se monitorearon durante 24 semanas los efectos
adversos asociados a 6-MP en cada paciente del Centro Estatal de
Cancerologia del Estado de Durango, de acuerdo a la Guia del “National

Cancer Institute Common Terminology Criteria for adverse events v3.0 y v4.0”
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(NCI 2006, NCI 2009 respectivamente). Se definid toxicidad hematoldgica
como baja en el recuento de leucocitos y/o baja en cuenta de plaquetas.
Toxicidad Hepatica: aumento de bilirrubinas, TGP o TGO. Toxicidad Renal:
aumento de creatinina sérica. Toxicidad Gastrointestinal: diarreas, nauseas
y/o vomitos. Toxicidad cutdnea: hiperpigmentacion y/o hipopigmentacion.
Dicha guia establece una escala de severidad por efecto adverso tomando en
cuenta las cifras obtenidas en los parametros hematoldgicos y/é bioquimicos y
se reporta el resultado segun el grado correspondiente; Grado 1= Efecto
Adverso Leve, Grado 2= Efecto Adverso Moderado, Grado 3= Efecto Adverso
Grave, Grado 4= Potencialmente mortal o efecto adverso incapacitante y
Grado 5= Muerte relacionada con efecto adverso. Para el analisis, se evaluo
el grado de toxicidad en cada efecto toxico observado, calculando la moda

estadistica aritmética de estas 24 observaciones en cada clasificacion.

Indicador: Grado 1, 2,3405

Para evaluar la seguridad de cada paciente se integré en el expediente de
cada individuo un cuestionario de Farmacovigilancia (basado en el formato de
COFEPRIS), afiadiendo a su vez las interacciones que tiene la 6-MP con

alimentos y otros farmacos.

7.6.3 Variables Intervinientes

Género
Variable nominal dicotomica.
De acuerdo a su fenotipo, se consigné el género de los participantes.

Indicador: masculino, femenino.

Edad

Variable cuantitativa continua.

Para fines de este estudio, se considerd6 como edad a los afios cumplidos por
el individuo al momento del estudio.

Indicador: edad en afios.
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VIIl. PROCEDIMIENTOS

8.1 MODIFICACION Y VALIDACION DE UN METODO DE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC) PARA LA CUANTIFICACION DE 6-MP.

Figura 9. Equipo de Cromatografia 8.1.1 Reactivos:
Liquida Agilent 1100

6-Mercaptopurina  grado  analitico  (6-MP),
Ditiotreitol (DTT) y Acido Perclorico (HCIO,)
adquiridos de Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA);
Hidroxido de Sodio (NaOH) y Acido Clorhidrico
(HCI), marca Merck (Darmstadt, Germany);
Metanol (CHsOH) y Acido acético glacial
(CH3CO2H ) grado HPLC de marca J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, USA). El agua fue purificada
usando un equipo Millipore Milli-Q plus Water
System (Millipore, Watford, UK).

8.1.2 Solucién Madre

La solucién de 6-MP (0.1 M) fue preparada disolviendo el compuesto con 1 ml de

NaOH (0.1 M) y ajustando el volumen en 50 ml de agua y fue almacenada a 4°C.

8.1.3 Preparacion de las soluciones estandar y calibradores

Las soluciones de trabajo fueron preparadas a 7 concentraciones de 6-MP, diluyendo
la solucion madre con fase moévil en lugar de agua. Las soluciones de trabajo fueron
usadas para preparar los calibradores en plasma. La curva de calibracion fue
disefiada con concentraciones de 6-mercaptopurina en el rango de 25-800 ng/ml
plasma (25, 50, 100, 200, 400, 600 and 800 ng/ml).

8.1.4 Preparacion de la muestra y extraccion
La extraccion de 6-Mercaptopurina proveniente de la muestral biolégica (plasma) fue
desarrollada segun Dervieux and Bolieu (1998) con algunas modificaciones: 200 pl

de plasma fueron mezclados con 100 pl de DTT (75mg/ml), 50 ul de fase maovil y 50
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Ml de acido perclorico (700 ml/L) por 30 segundos en vortex en un tubo eppendorf de
1.5 ml (Sarstedt, Germany). EIl tubo fue después centrifugado por 10 minutos a
10,000 x g a temperatura ambiente. El sobrenadante (300 ul) fue transferido a otro

tubo eppendorf y una alicuota de 50 ul fue inyectada posteriormente a la columna.

8.1.5 Cromatografia

El equipo HPLC usado para la validacion consisti6 en un sistema Agilent 1100
(Figura 9) con__bomba binaria, desgasificador incluido, detector UV, vy
automuestreador. La columna analitica fue una Zorbax Extend C18, 4.6 x 250 mm, 5
Mm de tamafio de particula (Agilent PN: 770450-902). La fase mdvil contenia acido
acético glacial 0.01 M y Metanol 15% v/v ajustado a un pH de 2.2 con acido
clorhidrico (HCI). Después fue desgasificado con un filtro de 0.45 uym y bombeado a
un flujo de 1ml/min. La temperatura de la columna se mantuvo a 25 °C. La deteccion
de 6-mercaptopurina fue desarrollada a 322 nm. El pico de identidad fue confirmado

comparandolo con el espectro del calibrador.
8.1.6 Validacion del método analitico

El método analitico fue validado en adherencia a la guia FDA para la validaciéon de
métodos bio-analiticos y la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998 en los
siguientes parametros: linealidad, especificidad, precision, exactitud, recuperacion,
limite de cuantificacion, limite de deteccion y estabilidad.

La linealidad fue evaluada en el rango de 25-800 ng/ml en solucion y en plasma y fue
calculada por un andlisis de regresion lineal. La curva estandar del analisis fue
realizado por el software HPLC Chemstation™ (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA). La especificidad del método fue establecida analizando 6 muestras plasmaticas
de nifios con diagnéstico médico de LLA, los cuales fueron dosificados oralmente con
50 mg de 6-MP durante la terapia de mantenimiento; fue verificada la ausencia de
alguna interferencia o sefial en el tiempo de retencion del analito de interés debido a
productos enddgenos de la matriz bioldgica. La validacion intra-dia fue llevada a
cabo usando las corridas de un dia (n=5), mientras que la validacion inter-dia fue

realizada usando los datos colectados en tres dias (n=3). Tres diferentes
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concentraciones (75, 150 y 300 ng/ml) fueron analizadas dentro del intervalo de
linealidad para 6-MP en plasma. Estas concentraciones fueron diferentes de las
presentadas en la curva de calibracién, aunque estas fueron representativas dentro
del intervalo lineal como lo estable la NOM-177-SSA1-1998. La precision fue
caracterizada por los valores con un error relativo estdndar (RSD %) menor a 15%.
Mientras que la exactitud fue expresada en un porcentaje de error (PE%) de la
concentracion nominal medida. La recuperacion fue calculada al determinar tres
concentraciones en plasma y en solucion (75,150 y 300 ng/ml). La respuesta de las
muestras plasmaticas, fue comparada con la respuesta de las soluciones estandar a
las mismas concentraciones.

El limite de cuantificacion (LOQ) fue determinado por quintuplicado con un
coeficiente de variacion menor al 20%. El limite de deteccién (LOD) fue considerado
en la concentracion a la cual la sefial de 6-MP podia discernirse del ruido de fondo
(relacion sefal/ruido = 3.0). La estabilidad de 6-MP fue probada en plasma,
diferentes concentraciones fueron guardadas a -70°C por 0,6, 24 horas y 7,14, 30 y

60 dias para luego ser medidas en el equipo de HPLC.

8.2 FARMACOCINETICA DE 6-MERCAPTOPURINA

8.2.1. Pacientes y coleccion de datos

De los 39 pacientes del Centro Estatal de

Cancerologia, las muestras de sangre

fueron colectadas s6lo de aquellos nifios Figura 10.
. Sotware
quiénes: (1) se encontraban en la etapa Monolix v4.20

de mantenimiento con el farmaco 6-MP

<
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durante al menos 1 mes, (2) no recibieron

terapia de intensificacion durante el

periodo del estudio, (3) no presentaron

falta de adherencia al tratamiento segun lo - "

’ i
dicho por el médico tratante. De estos - A\‘\k
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pacientes (10 nifios) fueron colectados; la edad (afios), sexo y dosis (mg).

La quimioterapia de mantenimiento para los pacientes consistio en una dosis oral
diaria de 6-MP y metotrexato semanalmente. . La quimioterapia de mantenimiento se
administra generalmente por 2 o 3 afios. La dosis de 6-MP estandar (75 mg/m?%/dia)
es en base al protocolo St Jude XV implementado en el Centro Estatal de
Cancerologia de Durango, la dosis es ajustada para cada nifio de acuerdo con el

recuento de leucocitos y la presencia de infecciones clinicamente relevantes.

En adicién a esto, se les dio una dosis mensual de vincristina por via intravenosa a
todos los nifios independientemente de su recuento sanguineo. Los nifios tenian sus
recuentos sanguineos completos evaluados en cada visita clinica (cada 2-3
semanas). Las muestras de sangre (n = 56) fueron extraidas en la fase del
tratamiento en la que los nifios tenian una canula intravenosa permanente para la
terapia de vincristina, dichas muestras fueron extraidas antes de la administracion de
vincristina y al menos 12 h después de la dosis anterior de 6-MP. Fueron colectadas
por lo menos cinco muestras en cada paciente a diferentes tiempos: 0,5, 1, 2, 2,5, 3y
3,5 h (teniendo en cuenta la vida media de 6 -MP), Nota: (El Nifio con ID 8, Tiene 2
Muestras Unicamente debido a complicaciones de salud en el tiempo de muestreo).
Las concentraciones del farmaco se analizaron mediante el método HPLC

modificado y validado (anteriormente descrito en la seccién 8.2).

Las muestras de sangre (1.5 ml) fueron colectadas en tubos con EDTA y se
mantuvieron en hielo hasta que se centrifugaron a 1000 g durante 10 min para
separar el plasma de los glébulos rojos (RBC). El plasma se congel6 a -20 °C en

tubos Eppendorf para su posterior procesamiento.

Las concentraciones plasmaticas fueron analizadas posteriormente en el programa
farmacocinético Monolix v4.2.0. (Figura 10), con el fin del modelaje farmacocinético

adecuado para el farmaco 6-MP. (Seccion Analisis estadistico).
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8.3 REACCIONES ADVERSAS

- .
8.3.1 Cuestionario. Se realizd un breve cuestionario I ONA

_ i o Figura 11. Efectos adversos
Estado de Durango, el cual incluyé las siguientes criterios del NCI

(validado por contenido, de acuerdo a opinién del

meédico tratante y del investigador) en los 39

pacientes del Centro Estatal de Cancerologia del

variables: Nombre del paciente, No. de expediente clinico, Edad, Sexo, Fecha de
inicio del estudio. Este cuestionario incluy6 a su vez un formato de Farmacovigilancia
basado en el de COFEPRIS para la correcta monitorizacién de efectos adversos por
6-Mercaptopurina (NCI), ademas de interacciones del medicamento con alimentos,
bebidas, otros farmacos, entre ellos algunos antineopldsicos usados en la
qguimioterapia durante el tratamiento de la LLA. Anexo 1

Para investigar la asociacion de los genotipos de TPMT y MTHFR con los efectos
toxicos debidos a 6-MP y excluir la interaccion de otros farmacos usados en la
terapia de LLA, este estudio se centrd en la etapa de mantenimiento Unicamente
durante 45 semanas (desde la semana 25-120). Esta etapa consiste exclusivamente
de una dosis oral de 6-MP (75 mg/m?) y una dosis oral baja de Metotrexate
semanalmente (MTX) (20 mg/m?). Las muestras sanguineas (2 ml tubo EDTA) fueron
tomadas 3 dias antes de la administracion oral de MTX llevando a cabo el analisis
sanguineo correspondiente para cada paciente (biometria hematica, quimica
sanguinea). Escogimos 24 de las 45 semanas en este periodo (teniendo entonces 24
determinaciones hematoldgicas y clinicas en cada paciente), dependiendo la semana
de tratamiento en la cual se encontraba cada individuo al momento del estudio.
Todos los pacientes fueron clasificados en dos grupos de toxicidad (segun resultados
de cada paciente). En el primero se agrupé a los pacientes con grados de toxicidad
1-4 y a aquellos con grado de toxicidad O; (segun criterios de corte del NCI Tabla 6).
En el segundo grupo, se integro a los pacientes con grados 2-4 y aquellos con
grados 0-1 con el fin de analizar si los genotipos se encontraban asociados con algun

grado de toxicidad en nuestra poblacion.
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Tabla 6. Evaluacion de toxicidad debido a 6-MP de acuerdo a los efectos adversos en los pacientes

(Adaptado de NCI 2006, NCI 2009)

Toxicidad Efecto adverso Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Disminucion en =3000 mm?® 2000 mm? - 2999 1000 mm®-1999 <1000 mm?
G'OEU:COS Blancos 3.0x10% u/L mm® mm® 1.0x 10%u /L
eferencia B 3 B 3
Hematologica ~ (4500-11000 mma3) 20-299x10°wL 10-20x10
Plaquetas =75000 mm® 50,000 — 74,999/mm?® <50,000 — <25,000/mm®
Referencia 75.0 x 10° 50.0 - 75.0 x 10% u/L 25,000/mm? <25.0x 10°
(150000-450000 u/L <50.0 — 25.0 X u/L
u/L
Incremento en
ALAT/GPT = 2.5 veces 2.-5.0 SLN 5.0-10.0 OLN 10.0-20.0 SLN
Referencia SLN
Hepatica (Hasta to 41 U/L)
Increased AST/GOT = 2.5 veces 2.-5.0 SLN 5.0-10.0 OLN 10.0-20.0 SLN
Baseline SLN
(Hasta to 42 U/L)
Creatinina 1.5- 1.99 mg/dL 2.0- 2.99 mg/dL 3.0- 4.0 mg/dL dialisis
Renal Referencia
(0.1-1.5mg / dL)
Diarrea <4 L o ___
evacuaciones
por dia
Gastrointestinal Néauseas Pérdida del Disminucion en la Ingesta Amenaza
apetito sin ingesta oral, pérdida inadecuada de alavida
alteracion en de peso no comida mayor a
los héabitos significativa, 24 horas..
alimenticios malnutricion.
Voémitos 1-2 episodios en 3-5 episodios en 24 < 6 episodios en serias
24 horas horas 24 horas consecuencias
Prurito Leve o Intenso / General Intenso / General L
localizado molestias al
bafiar o comer.
Hipopigmentacion Leve o Marcado o o L
Cutanea localizado generalizado
Hiperpigmentacion Leve o Marcado o . .
localizado generalizado

SLN: Sobre el Limite Normal, g: gramos, mg: miligramos, dL: decilitro, u: unidades, L: Litros, mm® milimetros ctbicos.
ALAT/GPT (alanina aminotransferasa) , AST/GOT (aspartato aminotransferasa)
--- Not Specified by NCI 2006,2009
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8.4 SUSCEPTIBILIDAD A LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

8.4.1 Pacientes

Los pacientes pediatricos fueron reclutados de dos hospitales en Mexico — “El
Centro de Oncologia Pediatrica de Baja California” y “El Centro Estatal de
Cancerologia de Durango” — estos dos centros estan localizados en las ciudades de
la regién norte del pais. El grupo caso incluyé 70 nifios con diagnostico médico de
LLA (41 nifios, y 29 nifias) con una edad media de 6.9 afios (rango, 1 a 15 afios)

El grupo control con pareamiento por edad, incluyé 152 individuos (82 nifios, 58
nifias) con una edad media de 6.7 afos, los cuales fueron seleccionados al azar. Los
individuos con historia clinica de neoplasias malignas fueron excluidos. Ambos

grupos fueron reclutados desde Marzo del 2013 a Julio del 2014.

8.5 EXTRACCION DE ADN

Al inicio del estudio se obtuvieron 3 ml de sangre de todos los pacientes (de ambos
centros oncolégicos) mediante el sistema vacutainer en un tubo de tapén lila con
EDTA como anticoagulante. La muestras sanguineas se homogeneizaron
suavemente para asegurar que la relacion anticoagulante/sangre fuera la correcta.

Se procedio a rotular los tubos con nombre y fecha de extraccion.

El ADN gendmico se aisl6é a partir de 2 ml de sangre total mediante el Kit Macherey-
Nagel® (Figura 12)

Este Kit consta de los siguientes reactivos:
e Proteinasa K

e Solucién amortiguadora (SA) B3

e SABS
Figura 12.
e SABW
Kit de extraccién de ADN Macherey-Nagel
e SABE

43


http://www.ictsl.net/analisisdeaguas/kitsanalisisrapidosmn/index.html
http://www.ictsl.net/analisisdeaguas/kitsanalisisrapidosmn/index.html

OSSYNEIDEE GUTIERREZ ALVAREZ CIIDIR IPN DURANGO DOCTORADO EN CIENCIAS EN BIOTECNOLOGIA

e Columnas de Silica NucleoSpin®

e Antes de Iniciar la extraccion:

e Preparacion de las SA B3, B5 y Proteinasa K de acuerdo a las indicaciones

del manual.
e Se colocara la SA BE en la estufa de incubacion a una temperatura de 70°C.
8.5.1 Protocolo de extraccion
1. Adicionar 200 pL de sangre total en un tubo eppendorf de 1.5 mL.
2. Pipetear 25 pL de proteinasa K, afiadirla en el tubo que contiene la sangre total.
3. Afadir 200 pL de SA B3 a la muestra. Agitar con voértex 15 segundos.
4. Incubar la(s) muestra(s) a 70°C por 10-15 minutos.

5. Agitar las muestras vigorosamente con vortex durante la incubacion una o dos

veces durante 15-20 segundos.

6. Afadir 210 pL de Etanol (96-100%) a la muestra y agitar con voértex por 15
segundos.

7. Transferir la muestra del paso 6 a una columna de Silica NucleoSpin® colocada en
un tubo de 2ml. Centrifugar a 11 000 rpm durante 1 minuto. Colocar la columna antes

mencionada en un nuevo tubo de 2ml y desechar el tubo con el filtrado.

8. Afadir 500 pL de SA BW. Centrifugar a 11 000 rpm durante 1 minuto, pasar la

columna a un nuevo tubo de 2ml y desechar el tubo con el filtrado.

9. Anadir 600 pL de SA B5. Centrifugar a durante 1 minuto, volver a centrifugar

mismo tiempo-mismas rpm.

10. Colocar la columna en un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml y afadir 100 yL de
Buffer BE. Mantener a temperatura ambiente durante 1 minuto y centrifugar a 11000

rpm durante 1 minuto.
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11. Desechar columna, cerrar tubo eppendorf y guardar a temperatura de 4°C.
8.6 ELECTROFORESIS

La integridad del ADN gendmico se evalud a través de electroforesis horizontal

usando gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

8.6.1 Protocolo

1. Pesar 1 g de Agarosa y colocarla en un matraz.

2. Agregar 100 mL de Solucién amortiguadora TAE (Tris acetato EDTA) 1x

3. Calentar en un horno de microondas por 1 %2 minutos para deshacer los grumos

de agarosa y dejar completamente disuelto, con apariencia transparente.

4. Enfriar a temperatura ambiente y agregar 8 uL de colorante de bromuro de etidio

grado biologia molecular a una concentracion de 10 mg/mL (Marca Promega®).

6. Vaciar la agarosa en el contenedor de gel de la camara de electroforesis e insertar
un peine. Cuando solidifique el gel se retira el peine y los pozos quedan formados, en

los que se deposita cada muestra durante la electroforesis.

7. Preparar muestras con: 3 pL de muestra problema+ 5 pL de buffer de carga + 2 pL

de colorante azul (que contiene azul de bromofenol, azul xilencialol y glicerol) (Figura
13).

Figura 13. Preparacion de muestras para electroforesis.
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8. Cargar una muestra en cada pozo del gel (Figura 14).

Figura 14. Muestras cargadas en el gel de agarosa.

9. Conectar la camara a la fuente de alimentacién con las siguientes condiciones: 95

Volts, 2 Amperes, y 45 minutos (Figura 15).

Figura 15.
Camara de Electroforesis, C.B.S. Scientific Co. Modelo MGU-502 made in USA, 25° Volts DC.

10. Visualizar el gel en un transiluminador con luz UV para observar los resultados
(Figura 14)

11. Tomar la fotografia del gel de agarosa.

Figura 16.
Placa del Transiluminador UV para
visualizacién de muestras

de ADN en gel de Agarosa.
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8.7 ESPECTROFOTOMETRIA

La concentracion del ADN, asi como la relacién 260/280 y 260/230 se determiné en
un espectrofotdmetro Nanodrop (Marca THERMOSCIENTIFIC; Figura 17).

260/280

La relacién de absorbancia a 260 nm y 280 nm se utiliza para evaluar la pureza del
ADN y ARN. Una proporcion ~ 1.8 esta generalmente aceptada como " ADN puro”;
una proporcién de ~ 2.0 est4 generalmente aceptada como "ARN puro”. Si la relacion
es apreciablemente menor en cualquiera de los casos, esto puede indicar la
presencia de proteinas, fenol u otros contaminantes que absorben fuertemente cerca
de los 280 nm.

260/230

Esta relacion se utiliza como una medida secundaria de la pureza de los acidos
nucleicos. Los valores de 260/230 para acidos nucleicos "puros" son a menudo
superiores a los respectivos valores de 260/280. Los valores esperados para la
relacion 260/230 son comunmente en un intervalo de 2.0 a 2.2. Si la proporcion es
sensiblemente inferior, esto puede indicar la presencia de contaminantes que

absorben a 230 nm.

Figura 17.Equipo Nanodrop 2000 (Marca Thermoscientific)
8.7.1 Protocolo de uso

1. Prender la computadora

2. lcono Nanodrop — doble click

3. Dar un clic Nucleic Acid

4. Levantar tapa del equipo Nanodrop

5. Limpiar con papel arroz suavemente

6. Cargar 1 pL de agua en el pozo del
equipo, cerrar tapa.

7. Dar clic en blank

8. Dar nombre a la muestra
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9. Cargar 1 pL de ADN en el pozo del equipo, cerrar tapa. (Figuras 18 y 19),
10.Dar clic en Run

11.Finalmente los resultados son exportados a una hoja de célculo en Microsoft

Excel.

Figuras 18 y 19. Placa del Nanodrop para agregar 1 uL de ADN en la ranura del Pozo del
Equipo.
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8.8 PCR EN TIEMPO REAL

Para la determinacion de las variantes alélicas de TPMT *1,*2,*3A,*3B,*3C y la
MTHFR (677C>T y 1298A>C), se utilizé la Técnica de PCR en Tiempo Real
mediante el equipo Applied Biosystems modelo Step One™ (Figura 20), el cual

cuenta con las siguientes caracteristicas (Applied Biosystems 2006, 2010) :

e Placa de 48 pocillos

e Sistema Optico LED con 3 filtros:
(FAM™/SYBR Green ®; VIC ® /JOE ™:ROX™)

e Velocidad normal y rapida

e Volumen de Trabajo minimo 10 pL

e Notebook con el Software express v2.1 6 v3.0

Figura 20. Equipo Applied Biosystems Modelo Step One™
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8.8.1 Sondas Tagman

Las sondas Tagman utilizadas en este estudio fueron:

Tabla 7. Sondas utilizadas para la determinacion del genotipo de TPMT y MTHFR
(Applied Biosystems Tagman® Drug Metabolism Genotyping Assay)

TPMT *2 C_12091552_30

TPMT *3A C_ 19567_20, C_30634116_20
TPMT *3B C_30634116_20

TPMT *3C C_ 19567_20

MTHFR C677T  C_1202883_20

MTFHR A1298C C_850486_20

8.8.2 Condiciones para PCR utilizadas en este Trabajo

En la tabla 8 se muestra el cocktail de la reaccion con un volumen total de 15 pL,
utilizado para las muestras de los individuos con diagndstico de LLA desarrollado en

este trabajo.

Tabla 8, figura 21. Cocktail paralareaccion de PCR

Componente Volumen (L) por reaccién
Master Mix (2X) 5

Sonda Tagman (20X) 0.5

Agua Grado Biologia Molecular 7.0

Muestra (50 ng/uL) 2.5

Volumen Total 15
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8.8.3 Interpretaciéon de los Resultados de PCR en Tiempo Real

8.8.3.1 Discriminacion alélica: Una vez concluida la reaccién se observaron las
curvas de amplificacién de los alelos. En la figura 22 se observa mayor fluorescencia
emitida por el fluoréforo VIC (linea verde) para la sonda C_ 12091552 30, dicho
fluoréforo indica el genotipo *1/*1 (Homocigoto Wild Type). Mientras que en la figura
23 se observa el analisis de multicomponentes observandose la amplificacion del
fluoréforo VIC indicando el mismo genotipo silvestre.

Figura 22. Amplificacion de PCR-Rt sonda C_25625805_10, Homocigoto Wild Type
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Figura 23. Analisis de Multicomponentes sonda C_12091552_ 30, Homocigoto Wild Type
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Mientras que en la figura 24 se muestra la presencia de ambos fluoroforos con la
misma intensidad y magnitud debido a que representa un heterocigoto *1/*2.
También se muestra (Figura 25) el andlisis de multicomponentes observandose la

amplificacion de ambos fluoréforos lo cual demuestra el genotipo heterocigoto.

Figura 24. Amplificacién de PCR-Rt sonda C_12091552_ 30, Heterocigoto
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Para el genotipo mutado (*2/*2) el andlisis de multicomponentes mostraria

amplificacion del fluor6foro FAM (linea azul).

En la tabla 9 se indica la interpretacion de las fluorescencias obtenidas y el genotipo

correspondiente de acuerdo a como fue marcada cada sonda.

Tabla 9. Tipos de fluorescencia y genotipos correspondientes obtenidos mediante PCR en

tiempo Real

Fluorescencia Registrada Genotipo

TPMT*2 (C>G)

Solo fluorescencia de VIC
Solo Fluorescencia de FAM

Ambas Fluorescencias

Homocigoto para el alelo silvestre, (*1/*2)
Homocigoto para el alelo mutante, (*2/*2)
Heterocigoto, (*1/*2)

TPMT*3B (C>T)

Solo fluorescencia de FAM
Solo Fluorescencia de VIC

Ambas Fluorescencias

Homocigoto para el alelo silvestre, (*1/*1)
Homocigoto para el alelo mutante, (*3B/*3B)
Heterocigoto, (*1/*3B)

TPMT *3C (T>C)

Solo fluorescencia de FAM
Solo Fluorescencia de VIC

Ambas Fluorescencias

Homocigoto para el alelo silvestre (*1/*1)
Homocigoto para el alelo mutante (*3C/*3C)
Heterocigoto, (*1/*3C)

MTHFR C677T

Solo fluorescencia de VIC
Solo Fluorescencia de FAM

Ambas Fluorescencias

Homocigoto para el alelo silvestre (C/C)
Homocigoto para el alelo mutante (T/T)
Heterocigoto, (C/T)

MTHFR A1298C

Solo fluorescencia de FAM
Solo Fluorescencia de VIC
Ambas Fluorescencias

Homocigoto para el alelo silvestre (A/A)
Homocigoto para el alelo mutante (C/C)
Heterocigoto, (A/C)
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Finalmente, se hizo la discriminacion alélica, la cual nos permite agrupar a los
individuos de acuerdo a su genotipo. En el caso de la sonda C_1209155230_30 se
distribuyen en genotipos silvestres C/C (puntos rojos), heterocigotos C/G (puntos

verdes) y genotipos homocigoto mutado G/G (puntos azules).

La distribucion de los puntos en el plano cartesiano esta en funcion de la cantidad de
fluorescencia emitida por cada fluoroéforo (FAM/VIC) y la concentracion de ADN de

cada muestra. (Figura 26).
Figura 26. Grafica de Discriminacion alélica
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IX. ASPECTOS ETICOS

De acuerdo al disefio del estudio y variables involucradas se considera que no
existen riesgos mayores para los individuos participantes. El Protocolo fue aprobado
por el Comité Local de Investigacion y Etica del Hospital General del Estado de
Durango. El estudio cumple con los criterios de la Declaracion de Helsinki (2013),
cadigo de Nuremberg y el Reglamento de la Ley General de Salud para el estudio en
seres humanos. La integracion del(los) grupo (s) de estudio se realizd a través de
invitacion directa a los pacientes del Area de Cancerologia (Durango) que coordina el
Dr. Hematélogo. Aarén Diaz. Y en el caso del Centro de Oncologia Pediatrica
(Tijuana, B.C.) por parte del Dr. Horacio Almanza Reyes. Los padres o tutores
legales de los pacientes fueron informados previamente sobre los objetivos del
estudio y proporcionaron su consentimiento informado, asi mismo los pacientes

brindaron su asentimiento informado.
X. ANALISIS ESTADISTICO

10.1 Determinacion de la asociacién de los polimorfismos de TPMT y MTHFR
con la Farmacocinética de 6-MP.

No existe un consenso real sobre la manera de realizar la construccién de un modelo
farmacocinético poblacional (Jonsson, 1998). Hemos utilizado un enfoque basado en
un andlisis poblacional total. El analisis univariado de asociacion se desarrollo
mediante el uso de SAEM (Aproximacion Estocastica del Algoritmo Esperanza-
Maximizacién) (Delyon et al, 1999; Kuhn et al, 2005) en el software Monolix v.4.2.0.
El mejor modelo farmacocinético poblacional se eligié de acuerdo con el Criterio de
Informacion Bayesiano (BIC) y el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) (Kuhn et al,
2005). Para probar la importancia de una covariable en el modelo acentuando el
cambio en el coeficiente de variacion (CV %) en la variabilidad interindividual ademas
de la posterior significancia estadistica (p<0.05) fueron usadas las pruebas de Wald y
la LRT (Razén de Verosimilitud -2LogLikelihood).El abordaje poblacional de este
estudio estuvo constituido por un modelo farmacocinético de efectos mixtos y un

modelo de univariado de asociacion; para establecer un modelo de univariado es
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necesario tener definidas las variables que se correlacionan en un intervalo amplio
(variables continuas) o en una proporcion suficiente (variables categéricas).

Este analisis tiene como objetivo identificar las covariables que son capaces de
explicar parte de la variabilidad de un parametro farmacocinético dado. La
variabilidad interindividual (pardmetros farmacocinéticos) y la residual
(concentraciones) disminuirdn (CV %), siempre que una covariable tenga un efecto

importante en el comportamiento farmacocinético global

El modelo de efectos mixtos fue definido como:

vij = flxpi) + g(xi,¥.9)€;, 1<i <N, 1<jzn
Aqui:
f eslafuncién paramétrica del modelo estructural
g es la funcion paramétrica para el modelo del error
yij € R esla observacion jth del sujeto i,
N es el numero de individuos,
n; es el numero de observaciones para el individuo i,
Las variables de regresion (covariables), o variables del disefio (xl-j) se asume

son conocidas x;; eR™*

Para el sujeto i, el vector yi= (Yi,;1<¢<mn,)eR™ es un vector de n,
parametros individuales:
Yi=H(w cin,)

Donde:

¢; = (cim; 1 <m < M) es un vector conocido de M covariables

p es un vector conocido de efectos fijos de tamafio n,

n,; €s un vector conocido de efectos aleatorios distribuidos normalmente en un
tamafo n,:

ni~iia N(0,Q)
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Los errores residuales (€;;) son variables con media cero y varianza uno. El modelo

de error residual se define por la funcion g y algunos parametros §

Aqui, los pardmetros del modelo son 6 = (u,Q,¢). Denotaremos #(y;0) la
probabilidad de las observaciones y = (y;;; 1<i <n,1 <j < n;) y p(y,¥;0) la
probabilidad de los datos completos (y,¥) = (vi;;¥s1<i <n,1 <j < n;).
Asi,

£(y;0) = [p(y, ; O)dip.

Para los parametros individuales en Monolix se asume que 1); es una transformacion

de un vector aleatorio gaussiano ¢:

Y; = h(p)

La reordenacion de las covariables c;,, en una matriz C;; ¢; puede escribirse como:

Y, =Ciu+ny

Un modelo de un compartimento con absorcién oral y primer orden fue usado para
modelar la farmacocinética de 6-MP:

B D k, e~ k(t—tp)  p—ka(t—tp)
i Z Y ke—k\1—e*  1—e FaT

yij € R es la observacion jth del individuos i,

V = volumen de distribucion,

k = constante de velocidad de eliminacion,

k, = constante de velocidad de absorcion,

Estado estable: en un tiempo t después de la dosis D, tomada en un tiempo
tp después de repetidas administraciones de la dosis D recibida en un intervalo
T(t = tp).
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10.2 Determinacion de la asociacion de los polimorfismos de TPMT y MTHFR
con las reacciones adversas.

Los resultados en la poblacién estudiada (39 pacientes — CECAN Durango) fueron
expresados con media o mediana = desviacion estandar o rango para las variables
numeéricas y en porcentajes para las variables cualitativas.

Los grados de toxicidad (hematologica y no-hematolégica) observados en cada nifio
durante las 24 semanas fueron evaluados calculando la moda aritmética en cada
clasificacion de toxicidad (hematoldgica, hepatica, renal, gastrointestinal y cutanea)
La asociaciéon de los polimorfismos genéticos de TPMT (*2,*3A), MTHFR (C677T y
A1298C) vy las reacciones adversas se realiz6 mediante el test ¥* en los grupos
analizados (grupo de pacientes con grado de toxicidad 1-4 vs 0, y grupo de
individuos con grado de toxicidad 2-4 vs 0-1). Los valores de Odds Ratio (OR) y los
intervalos de confianza fueron calculados tomando como referencia al genotipo wild
type en cada una de las variantes alélicas.

Todos los analisis fueron desarrollados usando el software Statistical Analysis
System v.8.2 (SAS Institute, Inc., NC, USA). y MedCalc Software version 13.3.. La
significancia estadistica fue aceptada con una p < 0.05.

10.3 Determinacion de la asociacién de los polimorfismos de TPMT y MTHFR

con el riesgo a LLA

Se determiné el Equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) para la distribucion de
genotipos, ademas se estimd la prueba y* de Pearson para evaluar las diferencias
entre las frecuencias alélicas y genotipicas entre los grupos caso y control. Los odds
ratios (ORs) de los genotipos de MTHFR y TPMT se emplearon para establecer
asociaciones estadisticamente significativas entre las mutaciones en TPMT vy
MTHFR vy el riesgo a LLA.

Todos los andlisis fueron llevados a cabo usando el software Statistical Analysis
System v.8.2 (SAS Institute, Inc., NC, USA). y MedCalc Software version 13.3.1.

La significancia estadistica fue aceptada con una p < 0.05. El tamafio muestral se

calculé en funcion de la frecuencia de exposicion entre casos y controles con un
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intervalo de confianza del 95% y p=0.80, ademas de dos controles por cada caso;
estas estimaciones fueron basadas en la férmula de Pértega Diaz (2002).

Los grupos fueron pareados por edad. De acuerdo al tamafio muestral calculado, se
seleccionaron al azar 70 casos y 152 controles en dos centros oncoldgicos del norte
del Estado: El Centro de Oncologia Pediatrica de Baja California” y “El Centro Estatal

de Cancerologia de Durango”.
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XI. RESULTADOS

11.1 FARMACOCINETICA DE 6-MERCAPTOPURINA

11.1.1 Validacién del Método Analitico HPLC

El método de andlisis modificado y validado para la cuantificacion de 6-MP en
plasma demostrd ser preciso y sensible. La ecuacion de regresion fue descrita como:
A =0.5308 +19.0630 (r=0.999, n=3) (A: Area bajo el pico de 6-MP), usando (1/c)
regresion por minimos cuadrados ponderados, el limite inferior de cuantificacion
(LOQ) en plasma fue de 25 ng/ml (definido como 3 veces el ruido de fondo (LOD). La
curva de calibracion mostré una buena linealidad en el rango de 25-800 ng/ml, y el
coeficiente de variacion intra-dia e inter-dia fue <4%. La recuperacion absoluta fue
del 95.6%, mientras que la recuperacion relativa vari6 de 95.6% a 96.9%. Este
estudio mostrd que el farmaco 6-MP fue estable en plasma a -70°C por al menos 60
dias, teniendo desviaciones menores que 8% (>90 de la concentracion inicial). El
tiempo de retencion fue de 3.48 min. Los Cromatogramas HPLC de 6-MP en plasma
se muestran en la Figura 27 (Ninguna interferencia enddégena se observd en el

tiempo de retencién para el analito de interés).

mAU A mAU B mAU c
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Figura 27. Cromatogramas caracteristicos: (A) Blanco- plasma humano, (B) Blanco en
plasma con 6-Mercaptopurina (C) Muestra plasméatica de un paciente con LLA (administrado
con una dosis oral Gnica de 6-MP (50 mg) y monitoreada para la deteccion de 6-MP).

11.1.2 Datos generales de los pacientes (n=10)
Los datos biologicos, clinicos y genéticos de los pacientes fueron capturados en una
base de datos (integrada por covariables nominales y continuas) en formato .csv

para su posterior analisis en el software Monolix v4.2.0., estos datos son mostrados
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en la Tabla 10 y las concentraciones plasméticas de 6-MP de los pacientes (n=56) se

muestran en la Figura 28.

Figura 28. Concentraciones individuales de 6-MP (en ng/ml) en los pacientes.
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Tabla 10. Datos generales de los pacientes (variables cualitativas y cuantitativas para el andlisis en el

software Monolix)

DOsSIS Genotipo de los pacientes
ID EDAD SEXO DE TIEMPO DE  CONCENTRACION
PACIENTE (afios) 6-MP  MUESTREO (ng/ml) TPMT*2 TPMT*3A MTHFR MTHFR
(mg) (horas) C677T  A1298C
1 6 0 25 0 0 0 1 0
0.5 40.29
1 46.96
2 42.91
2.5 44.26
3 43.84
2 7 0 375 0 0 0 0 0
0.5 39.72
1 60.01
2 59.16
25 69.09
3 101.34
3 13 0 25 0 0 1 1 0
0.5 34.9
1 29.99
2 29.7
2.5 27.56
3 28.99
4 9 1 375 0 0 0 1 0
0.5 34.13
1 48.15
2 80.24
25 105
5 12 1 25 0 0 0 1 1
0.5 88.56
1 81.94
2 83.48
25 83.32
3 85.63
6 6 0 375 0 0 0 1 0
0.5 27.13
1 27.99
2 25.27
25 26.42
3 20.87
7 16 1 100 0 0 1 1 0
0.5 42.84
1 35.27
2 38.27
25 37.7
3 39.13
8 4 1 375 0 0 0 0 1
0.5 35.98
1 28.56
9 4 1 24 0 0 0 1 0
0.5 34.13
1 32.7
2 36.98
25 34.41
3 32.13
10 15 0 56 0 0 0 2 0
0.5 35.56
1 33.7
2 39.13
25 38.27
3 40.7

Sexo, nifio=0; nifia=1

TPMT*2 0= Genotipo silvestre, 1= Genotipo heterocigoto 2= homocigoto mutado
TPMT*3A 0= Genotipo silvestre, 1= Genotipo heterocigoto 2= homocigoto mutado

MTHFR C677T 0= Genotipo silvestre, 1= Genotipo heterocigoto 2= homocigoto mutado

MTHFR A1298C 0= Genotipo silvestre, 1= Genotipo heterocigoto 2=homocigoto mutado
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11.1.3 Modelo Farmacocinético Estructural (sin covariables)

Sin ninguna covariable en el modelo farmacocinético de un compartimento con
absorcién oral y primer orden, fueron probados diferentes modelos de error residual
(Monolix 4.2.0), el mejor modelo fue el denominado de “error proporcional” con
menor porcentaje de variacion biolégico inter-individual (%) en los parametros
farmacocinéticos, seleccionado a partir de los criterios BIC y AIC (Tabla 11)
(Verbeke , 2004).

Tabla 11. Modelo estructural basico con el célculo de la funcion objetivo y el error
inter-individual en los pardmetros farmacocinéticos.

Funcién Objetivo Error interindividual
(AOBJF) CV (%)
-2 Ka \Y K
Modelo Loglikelihood AIC BIC
Basico -356.46  -338.46 -335.74 47 39 78

-2 Loglikelihood Razén de Verosimilitud

AIC Criterio de Informaciéon de Akaike

BIC Criterio de Informacién Bayesiano

Ka Constante de Absorcion, V Volumen de Distribucion, K Constante de Velocidad de Eliminacién

11.1.4 Modelo Farmacocinético Intermedio (con covariables)

Se ajustaron las covariables (edad, sexo, TPMT*2, *3A, MTHFR C677T y
A1298C) al modelo farmacocinético y al modelo de error seleccionados. En el
andlisis univariado de asociacion (Tabla 12), se encontr6 que dos covariables
mostraron asociacion significativa con los parametros farmacocinéticos Ka/V/IK, la
Edad (p= <0.001) y Edad & Sexo (p= <0.001); por otra parte, los polimorfismos
genéticos de TPMT *2 (p= 0.001, p <0.001) y *3A (p= 0.032, p= 0.014) estuvieron
asociados a los parametros farmacocinéticos Ka/V sucesivamente. Hubo un
descenso significativo cuando la edad fue incorporada en el modelo (la variabilidad
inter-individual en el pardmetro V descendié de 39% a 25 % y en K de 78% to 48%)).
Y para el caso de los polimorfismos genéticos de TPMT *2 y *3A en los parametros
farmacocinéticos Ka/V/K de 47 a 1.8%, de 39 a 13% y de 78 a 56% sucesivamente
No hubo significancia estadistica para los polimorfismos de MTHFR como
covariables involucradas en la variabilidad de 6-MP.
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Tabla 12. Modelo intermedio (con covariables)

Funcién Objetivo (AOBJF) Error Interindividual CV (%) y p
-2 AIC BIC Ka p \% p K p
Loglikelihood

Modelo Basico -356.46 -338.46 -335.74 47 39 78

Covariables

Edad -374.51 -350.51 -346.88 65 <0.001 25 <0.001 48 <0.001

Sexo -348.87 -324.87 -321.24 28 0.49 30 0.58 64 0.69

Edad & Sexo -371.34 -341.34 -336.80 9 <0.001 40 <0.001 11 <0.001
0.32 0.74 0.009

TPMT *2 & -362.68 -332.68 -328.14 1.8 0.001 13 <0.001 56 1.00

*3A 0.032 0.014 0.15

MTHFR -348.80 -324.50 -320.18 26 0.45 29 0.53 70 0.65

677,1298 0.41 0.48 0.63

-2 Loglikelihood Razén de Verosimilitud
AIC Criterio de Informacién de Akaike, BIC Criterio de Informacion Bayesiano
Ka Constante de Absorcion, V Volumen de Distribucién, K Constante de Velocidad de Eliminacion
11.1.5 Modelo Farmacocinético Poblacional

El modelo poblacional final incluyo un andlisis de efectos mixtos no lineales,
implementando las covariables que en el modelo intermedio tuvieron significancia
estadistica en la variabilidad inter-individual de los pardmetros farmacocinéticos
(Tabla 13), el andlisis univariado de asociacion mostré6 que la edad es la Unica
covariable asociada a los parametros farmacocinéticos Ka/V (p= <0.001), no asi la K
(constante de velocidad de eliminacion) (p= 0.47). Los polimorfismos de TPMT vy

MTHFR no estan asociados a la farmacocinética de 6-MP.

Tabla 13. Modelo Final

Funcion Objetivo (AOBJF) Error Interindividual CV (%) y p

Modelos -2 AIC BIC Ka p Vv p K p
farmacocinéticos Loglikelihood
Modelo basico -356.46 -338.46 -335.74 47 39 78
(sin covariables)
Modelo final
Edad -390.88 -348.88 -34253 46 <0.001 <1 <0.001 8 0.47
Sexo 0.69 0.25 0.51
TPMT *2 0.39 0.1 0.71
TPMT *3A 0.25 0.078 0.59

-2 Loglikelihood Razén de Verosimilitud , AIC Criterio de Informacion de Akaike, BIC Criterio de Informacion
Bayesiano, Ka Constante de Absorcidn, V Volumen de Distribucién, K Constante de Velocidad de Eliminacion
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Los coeficientes de correlacion para la edad/Ka (r?=0.85) y edad/V (r*=0.93) se

muestran en las Figuras 29 y 30.

Figura 29. Relacion entre el log individual (Ka) y la edad

2.5 Correlation coefficent: 0.85

log(ka)

+  Observed data
Spline
Regression line

AGE

Figura 30. Relacion entre el log individual (V) y la edad

Correlation coefficent: 0.93

AGE

T
16

+  Observed data
Spline
Regression line

En cuanto a los parametros farmacocinéticos poblacionales, la variabilidad inter-

individual y la variabilidad residual obtenidos mediante el ajuste del conjunto de

datos al modelo final se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Farmacocinética Poblacional de 6-MP obtenido del ajuste del conjunto de

datos (10 nifios) en el modelo base y final.

Parametro Estimacioén Error Estimacion Error SE (%)
farmacocinético de valores interindividual de valores interindividual
Modelo Base CV (%) Modelo Final CV (%)
Ka 0.0670 47 0.0624 46 8.4
\ 0.0137 39 0.0290 <1 3.0
K 3.46 78 3.03 8 26

Ka Constante de Absorcion (hr™)
V Volumen de Distribucion (L/Kg)
K Constante de Velocidad de eliminacién ((hr'l)

El modelo poblacional final para 6-MP en plasma fue:

D 0.0624 e~3.03(t—tp)  ,—0.0624(t—tp)
Yiji = 0.0290 0.0624 — 3.03 <1 — e-303T 1 _ e—0.0624T>

yij € R es la observacion jth del individuos i,

V = volumen de distribucion,

k = constante de velocidad de eliminacion,

k, = constante de velocidad de absorcion,

Estado estable: en un tiempo t después de la dosis D, tomada en un tiempo
t, después de repetidas administraciones de la dosis D recibida en un intervalo

T(t > tp).
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11.2 REACCIONES ADVERSAS

11.2.1 Caracteristicas clinicas

Los 39 pacientes del Centro

de los pacientes

Estatal de Cancerologia del Estado de Durango

(CECAN) fueron clasificados segun edad, sexo y tipo de toxicidad presentada; los

resultados se muestran en la tabla 15. La poblacion estudiada esté integrada por

mas nifias (25) que nifios (14), sin evidencia de toxicidad renal y cutanea.

Tabla 15. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Media +SD
Edad 6.9 + 4.06
Edad Promedio Afios (Rango)
Niflos 6 (2-15)
Nifias 8 (4-16)
Sexo n (%)
Nifios 14 (36)
Nifias 25 (64)
Toxicidad n (%)
Sin ningun efecto adverso 17 (43.6)
Hematoldgica 419 (48.7)
Hepatica 422 (56.4)
Renal 0
Gastrointestinal 45 (12.8)
Cutanea 0

SD: Desviacién estandar

n: nimero de indi

viduos

% algunos pacientes reportan uno o mas efectos adversos.

11.2.2 Parametros clinicos asociados a toxicidad

Al realizar el analisis de toxicidad se observaron efectos adversos hematoldgicos,

hepaticos y gastrointestinales

en los pacientes; cuya frecuencia fue estimada de

acuerdo a la guia del NCI, la toxicidad hepatica fue la mas frecuente, podemos ver

los resultados en la tabla 16.
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Tabla 16. Reacciones adversas en la poblacion estudiada (h=39), desglosadas por tipo de
toxicidad.

Tipo de
Toxicidad Reacciones Adversas
Hematolégica Leucopenia Trombocitopenia
17 2
Incremento en Incremento Incremento Incremento en
los niveles de en en GPT/GOT
Hepética Bilirrubina ALAT/GPT AST/GOT
0 14 8 13
Gastrointestinal Diarreas Nauseas Voémitos Nauseas/Vomito
3 2 2 2

ALAT/GPT (alanina aminotransferasa)
AST/GOT (aspartato aminotransferasa)

11.2.3 Frecuencias alélicas y genotipicas de TPMT y MTHFR

Las frecuencias alélicas y genotipicas para TPMT son mostradas en la Tabla 17,
ambas variantes alélicas exhibieron una frecuencia <1% en la poblacion estudiada.
Para en el caso de MTHFR, la variante C677T presentd una frecuencia mayor (0.40)
ala de A1298C (0.22) (Tabla 18).

Tabla 17. Frecuencias alélicas y genotipicas de TPMT *2 y *3A en la poblacién estudiada

Alelo Homocigoto Heterocigoto Homocigoto Frecuencia alélica
silvestre mutado
*1/*1 *1/*2: CIT *2/*2: TIT *1 *2
TPMT*2 38 (0.97) 1 (0.03) 0 (0.0) 0.99 0.01
*1/*1 *1/*3A *3A/*3A *1 *3A
TPMT*3A 36 (0.92) 3 (0.08) 0 (0.0) 0.96 0.04

Datos expresados:
n (proporcion de Individuos con un determinado genotipo del total de la poblacion analizada).
Frecuencia alélica= (Alelos homocigotos x 2 + Alelos heterocigotos)/Sujetos totales x 2.
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Tabla 18. Frecuencias alélicas y genotipicas de MTHFR C677T y A1298C en la

poblacién estudiada

Alelo

MTHFR
ce77T

MTHFR
A1298C

Homocigoto

silvestre

14 (0.36)

26 (0.67)

Heterocigoto

CIT
19 (0.49)

AIC
9 (0.23)

Homocigoto

mutado

T/T

6 (0.15)

C/IC

4(0.1)

Frecuencia alélica

C/IC
0.60

AIA
0.78

T/T
0.40

C/IC
0.22

Datos expresados:

n (proporcion de Individuos con un determinado genotipo del total de la poblacién analizada).

Frecuencia alélica= (Alelos homocigotos x 2 + Alelos heterocigotos)/Sujetos totales x 2.

11.2.4 Anélisis de asociacion de los polimorfismos de TPMT y MTHFR con las

reacciones adversas

Se encontré que en ninguno de los casos, los polimorfismos genéticos de TPMT y

MTHFR estan asociados con el desarrollo de los diferentes tipos de toxicidad

analizados en esta poblacion (Tablas 19, 20 y 21).

Tabla 19. Toxicidad (Grado 0 vs. Grado 1-4 y Grado 0-1 vs. Grado 2-4) asociado a los genotipos de TPMT.

Grado de

Polimorfismo (n) Grado de OR (95 % Cl) p Grado de Grado de OR (95 % ClI) p
toxicidad toxicidad toxicidad toxicidad

0 1-4 0-1 2-4

(n) (n) (n) (n)
TPMT *1,*2 and *3A
Toxicidad hematolégica
TPMT*1/*1 (35) 16 19 Referencia 17 18 Referencia
TPMT *1/*2 (1) 1 0 0.28 (0.01-7.39) 0.447 1 0 0.31 (0.01-8.26) 0.488
TPMT *1/*3A (3) 3 0 0.12 (0.005-2.5) 0.172 3 0 0.13 (0.006-2.8) 0.196
Toxicidad hepatica
TPMT*1/*1 (35) 15 20 Referencia 24 11 Referencia
TPMT *1/*2 (1) 0 1 2.26 (0.08-59.55)  0.623 0 1 6.39 (0.24-169.2) 0.267
TPMT *1/*3A (3) 2 1 0.37 (0.03-4.53) 0.440 3 0 0.30 (0.01-6.39) 0.443
Toxicidad gastrointestinal
TPMT*1/*1 (35) 31 4 Referencia 35 0 Referencia
TPMT *1/*2 (1) 0 1 21.0 (0.73-598.3) 0.074 1 0 23.6 (0.33-1653) 0.144
TPMT *1/*3A (3) 3 0 1.00 (0.04-22.72) 1.000 3 0 10.14 (0.17-594) 0.264

El valor OR fue calculado al comparar la frecuencia del genotipo con el alelo mutado (heterocigotos u homocigotos) vs. los pacientes

con genotipo wild-type como referencia

n: nimero de individuos.
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Tabla 20. Toxicidad (Grado 0 vs. Grado 1-4 y Grado 0-1 vs. Grado 2-4) asociado a los genotipos de MTHFR

C677T.
Polimorfismo Grado de Grado de OR p Grado de Grado de OR (95 % ClI) p
(n) toxicidad toxicidad (95 % CI) toxicidad toxicidad
0 1-4 0-1 2-4
(n) (n) (n) (n)
MTHFR 677 C>T
Toxicidad hematolégica
CC (14) 7 7 Referencia 8 6 Referencia
CT (19) 7 12 1.71 (0.42-6.96) 0.451 8 11 1.83 (0.45-7.40) 0.394
TT (6) 5 1 0.20 (0.01-2.18) 0.186 5 1 0.26 (0.02-2.92) 0.279
CT+TT vs CC 12 13 1.08 (0.29-4.01) 0.904 13 12 1.23 (0.32-4.59) 0.757
Toxicidad hepatica
CC (14) 7 7 Referencia 9 5 Referencia
CT (19) 8 11 1.37 (0.34-5.51) 0.653 13 6 0.83 (0.19-3.57) 0.803
TT (6) 2 4 2.00 (0.27-14.6) 0.495 5 1 0.36 (0.03-4.00) 0.405
CT+TTvs CC 10 15 1.50 (0.40-5.60) 0.546 18 7 0.70 (0.17-2.83) 0.617
Toxicidad gastrointestinal
CC (14) 11 3 Referencia 14 0 Referencia
CT (19) 18 1 0.20 (0.01-2.21) 0.190 19 0 0.74 (0.01-39.7) 0.884
TT (6) 5 1 0.73 (0.06-8.91) 0.807 6 0 2.23 (0.03-195) 0.696
CT+TT vs CC 23 2 0.31 (0.04-2.19) 0.245 25 0 0.56 (0.01-30.2) 0.780

El valor OR fue calculado al comparar la frecuencia del genotipo con el alelo mutado (heterocigotos u homocigotos) vs. los pacientes
con genotipo wild-type como referencia.

n: nimero de individuos.

Tabla 21. Toxicidad (Grado 0 vs. Grado 1-4 y Grado 0-1 vs. Grado 2-4) asociado a los genotipos de MTHFR

A1298C.
Polimorfismo (n) Grado de Grado de OR p Grado de Grado de OR p
toxicidad toxicidad (95 % CI) toxicidad toxicidad (95 % CI)

0 1-4 0-1 2-4

(n) (n) (n) (n)
MTHFR 1298 A>C
Toxicidad hematolégica
AA (26) 15 11 Referencia 15 11 Referencia
AC (9) 4 5 1.70 (0.36-7.85) 0.493 4 5 1.70 (0.36-7.85) 0.493
CC (4) 1 3 4.09 (0.37-44.7) 0.248 2 2 1.36 (0.16-11.2) 0.773
AC+CC vs AA 5 8 2.18 (0.55-8.51) 0.261 6 7 1.59 (0.41-6.07) 0.496
Toxicidad hepatica
AA (26) 10 16 Referencia 17 9 Referencia
AC (9) 5 4 0.50 (0.10-2.31) 0.375 7 2 0.53 (0.09-3.15) 0.493
CC4) 2 2 0.62 (0.07-5.17) 0.662 3 1 0.62 (0.05-6.96) 0.705
AC+CC vs AA 7 6 0.53 (0.13-2.05) 0.361 10 3 0.56 (0.12-2.59) 0.464
Toxicidad gastrointestinal
AA (26) 23 3 Referencia 26 0 Referencia
AC (9) 9 0 0.35 (0.01-7.51) 0.504 9 0 2.78 (0.05-150.7) 0.614
CC4) 2 2 7.66 (0.76-76.4) 0.082 4 0 5.88 (0.10-336.4) 0.390
AC+CC vs AA 11 2 1.39 (0.20-9.58) 0.735 13 0 1.96 (0.03-104.4) 0.739

El valor OR fue calculado al comparar la frecuencia del genotipo con el alelo mutado (heterocigotos u homocigotos) vs. los pacientes

con genotipo wild-type como referencia, n: nimero de individuos.
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11.3 SUSCEPTIBILIDAD A LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

11.3.1 Frecuencias Alélicas y Genotipicas de MTHFR

Las distribuciones genotipicas de los loci polimérficos de MTHFR (C677T y A1298C),

y TPMT (*2 y *3A) no se desviaron del equilibrio de Hardy-Weinberg, excepto para el

genotipo A1298C en el grupo con LLA. Las frecuencias genotipicas para el

polimorfismo MTHFR A1298C se muestran en la Tabla 22 , la frecuencia del

genotipo CC (homocigoto mutado) fue estadisticamente significativa OR=6.48; 95%

Cl, 1.26-33.2; p=0.025), sugiriendo una asociacion de esta mutacion con LLA. Para

el caso de MTHFR C677T las frecuencias genotipicas igualmente son mostradas en

la Tabla 22, ninguno de los genotipos mostrd diferencias significativas entre los

grupos caso y control. Por lo que, esta variante de MTHFR no esta asociada con

efecto protector o riesgo a LLA en mexicanos.

Tabla 22. Frecuencias de los polimorfismos MTHFR C677T y A1298C en los
individuos estudiados.

Genotipo Pacientes con LLA Controles OR (95% CI) p
No. (%) No. (%)

MTHFR C677T
CcC 22 (31.4) 42 (27.6) 1.00%
CT 36 (51.4) 72 (47.4) 0.95 (0.50-1.83) 0.889
TT 12 (17.2) 38 (25.0) 0.60 (0.26-1.38) 0.231
CT+TT 48 (68.6) 110 (72.4) 0.83 (0.45-1.54) 0.561
C allele 0.57 0.51
T allele 0.42 0.49
MTHFR A1298C
AA 50 (71.4) 108 (71.0) 1.00%
AC 14 (20.0) 42 (27.7) 0.72 (0.36-1.44) 0.351
CcC 6 (8.60) 2 (1.30) 6.48 (1.26-33.2) 0.025
AC+CC 20 (28.6) 44 (29.0) 0.98 (0.53-1.84) 0.954
A allele 0.81 0.84
C Allele 0.19 0.16

Abreviacioness:

OR, odds ratio

Cl, Intervalo de confianza
4Grupo de referencia

Frecuencias alélicas= (Alelos homocigotosx 2 +Alelos heterocigotos)/total individuos x 2
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11.3.2. Anédlisis combinado de MTHFR C677T y A1298C

Se desarroll6 un analisis mas detallado para investigar el efecto combinado de
MTHFR C677T y A1298C (Tabla 23). Este analisis revel6 que los genotipos

combinados 677CC+1298AC dan como resultado un haplotipo protector a LLA
(OR=0.23; 95% CI, 0.06—0.82, p=0.023 correspondiente a una reduccion del riesgo

de 4.3-veces con 95% Cl, 1.2-16.7).

Tabla 23. Frecuencias de los genotipos combinados de MTHFR C677T y A1298C

en los individuos estudiados.

MTHFR Pacientes con LLA Controles OR (95% CI) p
C677T/A1298C No. (%) No. (%)

70 (100.0) 152 (100.0)
677 CC/1298 AA 13 (18.6) 17 (11.2) 1.00%
677 CC/1298 AC 4 (5.71) 23 (15.1) 0.23 (0.06-0.82) 0.023
677 CC/1298 CC 5(7.14) 2 (1.30) 3.27 (0.54-19.6) 0.195
677 CT/1298 AA 25 (35.7) 54 (35.6) 0.61 (0.26-1.44) 0.254
677 CT/1298 AC 10 (14.3) 18 (11.8) 0.73 (0.25-2.09) 0.553
677 CT/1298 CC 1(1.42) 0 (0.0) 3.88 (0.14-103.1) 0.416
677 TT/1298 AA 12 (17.1) 37 (24.4) 0.42 (0.16-1.12) 0.083
677 TT/1298 AC ®0 (0.0) 1(0.60) 0.43 (0.01-11.4) 0.615

Abreviacioness:

OR, odds ratio

Cl, Intervalo de confianza
4Grupo de referencia

®Donde los ceros causan problemas en el célculo de odds ratio o su error estandar, 0.5 es afiadido a
todas las celdas (a, b, c, y d) [Clayton, 2001; Deeks, 2015; Pagano, 2000]

11.3.3 Frecuencias Alélicas y Genotipicas de TPMT

Nuestros datos no revelaron asociacion significativa para los polimorfismos de TPMT

*2 y *3A con LLA infantil en nifios mexicanos (Tabla 24).
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Tabla 24. Frecuencias de los polimorfismos TPMT *2y *3A (460G>Ay 719 A>G)
en los individuos estudiados.

Genotipo Pacientes con LLA Controles OR (95% CI) p
No. (%) No. (%)
TPMT
*1/*1 69 149 1.00*
*1/*2 1 3 0.72 (0.07-7.05) 0.777
*2/%2 °0 °0 2.15 (0.04-109.5) 0.702
*1 0.99 0.99
*2 0.01 0.01
*1/*1 65 138 1.00°
*1/*3A 5 13 0.82 (0.28-2.39) 0.711
*3A/*3A °0 1 0.70 (0.02-17.5) 0.831
*1 0.96 0.95
*3A 0.04 0.05

Abreviaciones:

OR, odds ratio, ClI, Intervalo de confianza

4Grupo de referencia

®Donde los ceros causan problemas en el célculo de odds ratio o su error estdndar, 0.5 es afiadido a
todas las celdas (a, b, c, y d) [Clayton, 2001; Deeks, 2015; Pagano, 2000]
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XIl. DISCUSION

12.1 FARMACOCINETICA DE 6-MERCAPTOPURINA

Un meétodo preciso fue desarrollado y validado para determinar la
concentracion de 6-MP en plasma humano. Este fué un procedimiento especifico,
simple, sensible y preciso, y por lo tanto, una herramienta adecuada y valiosa en la
farmacocinética clinica de 6-MP.

Por otra parte, los métodos de dosificacion empiricos actuales resultan en una
variabilidad inter-individual alta del farmaco 6-MP y de sus metabolitos activos
(Sahasranaman et al, 2008; Schmiegelow et al, 1997). En el presente estudio
farmacocinético desarrollado en nifios dosificados con 6-MP en forma oral, la Unica
covariable influyente en la variabilidad inter-individual de los pacientes fue la edad, su
inclusion en el modelo resulté en una significancia estadistica (p< 0.001); la edad,
como expresion del estadio madurativo, afecta la farmacocinética de 6-
Mercaptopurina y es de particular relevancia en los pacientes pediatricos debido a los
cambios producidos durante esta etapa en la funcion de 6rganos y la composicion
corporal afectando la disposicion de este medicamento (Grossman et al, 2008).

La edad es un factor especifico influyente en la variabilidad de los pardmetros
farmacocinéticos constante de absorcion (Ka) y volumen de distribucion (V) de 6-MP,
no asi en la constante de eliminacion del medicamento (K); Por otra parte, el sexo y
los polimorfismos de TPMT y MTHFR no mostraron significancia estadistica en el
modelo poblacional final, reflejando una nula correlacion de estas covariables con la
farmacocinética de este medicamento; sin embargo es necesaria la confirmacién de
estos resultados con estudios prospectivos mas grandes que tienen el potencial de
encontrar y cuantificar mas variables.

Existen pocos estudios que han realizado un analisis farmacocinético de este
medicamento o estudios acerca de la disposicion de 6-MP concerniente a las
concentraciones plasmaticas del farmaco o de sus metabolitos activos; y que a su
vez, sugieran que la edad es una covariable significativa en la variabilidad inter-
individual de este farmaco, sin embargo, se ha encontrado que el sexo es un factor

clave en el metabolismo de 6-MP, al obtener resultados en los que a los nifios con
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diagnostico de LLA al ser prescrita una dosis del farmaco igual que a las nifas,
siguiendo los criterios de dosificacidbn del protocolo terapéutico, éstos tienden a
tolerar mejor la terapia sin interrupciones, o abandono del tratamiento; por lo que, los
investigadores sugieren que existe posiblemente una diferencia entre sexos en la
disposicion de este medicamento, sugiriendo que la farmacocinética de este farmaco
esta ligada por una parte al sexo, y por otro lado, como explicacién posiblemente
consecuente a defectos genéticos entre nifios y nifias en la enzima Hipoxantina
Fosforibosil Transferasa (HPGRT- La enzima principal de convertir el farmaco
inactivo a sus metabolitos activos, quiénes tienen un efecto citotéxico) proponiendo
gue probablemente las mutaciones en dicha enzima se encuentren a su vez ligadas
al sexo (Hale JP & Lilleyman JS, 1991).

En este mismo contexto, por otra parte, existe un reporte previo donde se estudio a
las enzimas del citocromo P450, la debrisoquina-4-hidroxilasa (CYP2D6) mas
especificamente, y se concluyé que ésta no se encuentra asociada a la variabilidad
interindividual en la farmacocinética de 6-MP (Lafolie P et al, 1989).

Otro hallazgo en poblacion europea (Adam de Beaumais et al, 2011) refiere que
existe una variabilidad inter-individual en las concentraciones de los metabolitos
activos de 6-MP en muestras eritrocitarias de niflos con LLA, atribuyen la variabilidad
en las concentraciones de los metabolitos de 6-Tioguanina (6-TG) a la edad y al
genotipo de TPMT, y en cuanto a la variabilidad de los metabolitos de 6-Metil
Mercaptopurina (6-mMP) a los genotipos de TPMT e ITPA 94 C>A. Como refieren
los autores antes mencionados (Adam de Beaumais et al, 2011), el efecto de la edad
interviene en la variabilidad de las concentraciones de los metabolitos de 6-TG, este
estudio por otra parte, confirma el efecto de la edad en la variabilidad de la
farmacocinética del pro-farmaco 6-MP (en los parametros Ka y V) (p< 0.001), esto
puede explicarse primeramente en que para el caso del mecanismo de absorcion del
medicamento, es conocido que los farmacos suelen absorberse mucho mas
lentamente en los neonatos y lactantes en comparacién con los nifios de mayor edad
y los adultos; en consecuencia, el tiempo hasta alcanzar las concentraciones

plasmaticas maximas son mas prolongados a menor edad.
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Un estudio previo (Grossman et al, 2008) destacd que en nifios con enfermedad
inflamatoria intestinal quiénes ingieren 6-MP dentro de la terapia, era notorio que en
los pacientes de 6 afios o menos, las dosis requeridas eran mas altas que en
aguellos nifilos con una edad mayor, por lo que fue evidente para lograr una mejoria
clinica que dichos pacientes tuvieran dosis mayores. Los autores sugirieron que esto
podria estar relacionado, ya sea a una absorcion reducida, o bien a las diferencias
caracteristicas de la edad en el metabolismo de 6-MP con una disminucion en la
formacion de los nucleotidos activos de 6-TG.

Nuestro estudio concuerda con los anteriores hallazgos, al exponer que la edad es
una covariable importante dentro de la terapia de 6-MP, es entonces cuestionable de
acuerdo al estudio antes referido (Grossman et al, 2008) y al estudio de Adam et al
(2011) si la dosis de 6-MP debe ser aumentada en los nifios mas pequefios para
obtener concentraciones de los metabolitos de 6-TG similares a los pacientes con
mayor edad. Por lo que, al confirmarse en este estudio la importancia de la edad en
la variabilidad inter-individual del farmaco se sugiere que la evaluacion de la eficacia
de 6-MP podria incluir medidas de la incorporacion de 6-TGN en el ADN o bien,
estudios farmacocinéticos especificos para cada poblacion [Schmiegelow et al 1997,
Hedeland et al, 2009).

Por otra parte, al haber encontrado que la edad influencia la variabilidad en el Vd de
6-MP, vy, al tener conocimiento que este parametro farmacocinético permite saber la
cantidad total aparente del farmaco que hay en el organismo y sus compartimentos,
en relacién con su concentracion sanguinea, es notorio que las cantidades absolutas
y la distribucion del agua corporal y de la grasa dependen de la edad del nifio y son
muy caracteristicas. Estos cambios en el tamafio de los compartimentos del agua
corporal y en su distribucion justifican las diferencias observadas en el Vd (Figura
31- Anexos) en los nifios de menor edad (4 afios, Tabla 14, ID paciente 8 y 9) que
en los nifios de mayor edad (15 y 16 afios Tabla 14. ID paciente 7 y 10) en nuestra
poblacion.

A nuestro conocimiento no existen reportes en seres humanos hasta el momento,
qgue evidencien que el Vd de 6-MP se correlacione con la edad, sin embargo existe

un estudio murino (Wierzba et al, 1984) donde se demostré que la farmacocinética
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de 6-MP fue dependiente de la edad de las ratas, en quienes se observaron
relaciones similares entre el aclaramiento corporal total y la edad de los animales; los
autores mencionan que podria ser que los procesos de distribucion de 6-MP se
conectan tanto con el aumento del contenido de agua extracelular y las
modificaciones en las proteinas vinculantes en las ratas jovenes.

Debido a que la variabilidad-interindividual en los medicamentos antineoplasicos
como 6-MP es claramente una de las razones por las que la quimioterapia falla en
algunos pacientes y tiene éxito en otros, algunos investigadores sugieren que la
administracion rectal de 6-MP podria ser mas efectiva que la dosificacidbn empirica
oral para el tratamiento en niflos con LLA, especialmente en pacientes con
nausea/vomito prolongados (Kato et al, 1992).

, debido esto, la evaluacion cuantitativa de los parametros farmacocinéticos de 6-MP
parece ser factor potencialmente importante en el pronéstico de la terapia del cancer
(NCI v 2.0) con el fin de una dosificacién segura del farmaco sin posteriores efectos

colaterales o bien, la muerte del paciente.

12.2 REACCIONES ADVERSAS

Los datos en este estudio no revelaron asociacion estadisticamente significativa de
los polimorfismos de TPMT/MTHFR y las reacciones adversas debidas al farmaco 6-
mercaptopurina. No fue posible el andlisis de asociacion de las mutaciones en ambos
genes debido a la baja frecuencia de TPMT, sin embargo, las frecuencias alélicas y
genotipicas de TPMT y MTHFR son consistentes a las reportadas para nuestro pais
(Ruiz Arguellez et al, 2007; Moreno Guerrero et al, 2013; Gervasini et al 2013;
Aguirre Rodriguez et al, 2008).

Los estudios desarrollados en diferentes poblaciones acerca de los SNP’s de TPMT
y MTHFR referentes a toxicidad por diferentes farmacos antineoplasicos son escasos
y altamente discordantes (Ruiz Arguelles et al, 2007; Shimasaki et al, 2008;
Dorababu et al, 2012; Wan Rosalina et al, 2012; Tanaka et al, 2014).

Un reporte que analizd6 una poblacién de 59 nifios con LLA (Ma XL et al, 2012)

concluye que las mutaciones en las regiones codificantes del gen TPMT no se
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encuentran asociadas a la intolerancia a 6-MP, por lo que, nuestros resultados
confirman y extienden estos hallazgos al integrar otras variantes alélicas de TPMT no
estudiadas. Otro reporte sugiere que el polimorfismo ITPA 94C>A (y no los
polimorfismos de TPMT) podria ayudar a reducir los efectos adversos de 6-MP al
minimo (Wan Rosalina et al, 2012).

Con respecto a los polimorfismos de MTHFR (C677T and A1298C), algunos estudios
consideran que estas mutaciones se encuentran asociadas con toxicidad en otros
farmacos antineoplasicos como el Metotrexate (Ruiz Arglellez et al, 2007; Tanaka et
al, 2014), existe Unicamente a nuestro conocimiento un estudio referente al farmaco
6-mercaptopurina (Shimasaki et al, 2008) donde se analizaron 20 nifios con
diagnéstico de LLA, destacando que el polimorfismo MTHFR 677 C>T es asociado
con el riesgo a toxicidad mostrando en los pacientes pediatricos con genotipo
homocigoto (T/T) un incremento en el numero de interrupciones durante la
quimioterapia de mantenimiento. Nuestros resultados difieren con el estudio antes
referido, debido a la falta de asociacion encontrada; es evidente la importancia racial
en la variabilidad genética y por ende, en la respuesta a farmacos (Dorababu et al,
2012; .Yang et al, 2012).

Sin embargo, deben ser mencionadas algunas limitaciones en nuestro estudio:
podemos citar que la muestra analizada es pequefa, considerando que: a) el error
tipo | es producido debido a la cantidad insuficiente de individuos, es aconsejable
incrementar el nimero de pacientes para confirmar estos resultados, b) los intervalos
de confianza para analizar las combinaciones genotipicas son extensos, es de
destacar que los valores marginales de OR 95% indican un incremento en el tamafo
de la poblacion estudiada, lo cual permitiria probablemente encontrar una asociacion
con estos genotipos estudiados.

Es importante considerar otros factores tales como: mutaciones en genes
involucrados en el transporte del farmaco o en el mecanismo molecular de accion ya
gue podria haber una alteracién en la concentracién de los metabolitos activos o de
la funcién molecular del medicamento y por ende, la eficacia y seguridad en la
terapia farmacologica (Rocha et al, 2005; Paugh et al, 2011: Pinto et al, 2012). Por lo

gue no se descarta una asociacion igualmente con los parametros farmacocinéticos

78



OSSYNEIDEE GUTIERREZ ALVAREZ CIIDIR IPN DURANGO DOCTORADO EN CIENCIAS EN BIOTECNOLOGIA

de 6-MP y probablemente con los niveles de los metabolitos activos del farmaco.
Una mejor comprension de la disposicion de este medicamento seria sumamente til
para mejorar el disefio en los regimenes de dosificacion de 6-MP al reducir los

efectos colaterales del medicamento.

12.3 SUSCEPTIBILIDAD A LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Se detectd una asociacion significativa entre el genotipo MTHFR 1298CC vy el riesgo
a LLA (OR = 6.48; IC del 95%, 1.26-33.2, p=0.025). Ademas, la prueba de Hardy
Weinberg mostré un marcado equilibrio en la muestra de los controles; sin embargo,
una desviacion del equilibrio genético de Hardy-Weinberg surgio del polimorfismo
(MTHFR A1298C) en el grupo de casos, lo que sugiere una asociacion real entre su
genotipo CC y LLA (Lee, 2003; Nielsen et al, 1998).

Por otra parte, este estudio encontr6 un efecto protector del genotipo combinado de
MTHFR 677CC+1298AC. Estos hallazgos sugieren que los nifios con el genotipo
silvestre para la variante C677T en combinacion con el genotipo heterocigoto para el
polimorfismo A1298C parecen tener una disminucion en la susceptibilidad a LLA
(OR=0.23; 95% ClI, 0.06—-0.82, p=0.023); mientras que los genotipos MTHFR 677CT,
MTHFR 677TT y TPMT*2 y *3A no influyeron significativamente en el riesgo a LLA
en pacientes mexicanos.

Concerniente a la asociacion genética con LLA, nuestros resultados estan en
concordancia con los de Li et al. (2014) donde se llegé a la conclusién de que el
polimorfismo A1298C (AC genotipo heterocigoto) representa un factor de alto riesgo
a LLA en la poblacion china (OR, 2.08; 95% CI, 1.13-3.84). Ademas nuestros
resultados estan en concordancia con los de Zanrosso et al. (2006) quiénes
estudiaron una poblacion de nifios brasilefios, llegando a la conclusion de que el
alelo 1298C (CC genotipo homocigoto) es también un factor de riesgo para LLA (OR,
2.01; 95% CI, 1.01-3.99). Con respecto a este estudio, es evidente que en la
poblacién mexicana la frecuencia de este polimorfismo es mayor que los reportados
previamente en otras poblaciones (OR = 6.48; IC del 95%, 1.26-33.2, p=0.025). Por
el contrario, otros estudios no lograron demostrar esta asociacion mencionada en

diferentes poblaciones de estudio (Azhar et al, 2012;. Thirumaran et al, 2005;
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Schnakenberg et al, 2005; Oliveira et al, 2005). Por lo tanto consideramos varias
razones para estos resultados inconsistentes, en primer lugar, la distribucion
genética de MTHFR en diferentes poblaciones; segundo, los niveles de folato
asociados a la ingesta de alimentos y habitos nutricionales; y en tercer lugar, la
posibilidad que la susceptibilidad a LLA podria estar regulada por otros genes tales
como TPMT, RFC1 y NNMT (Ouerhani et al, 2013; de Jonge et al, 2009; Robien et
al, 2003).

Es notable que los nifios con el genotipo homocigoto CC para el polimorfismo
MTHFR A1298C tienen riesgo a leucemia, pero los nifios que presentan la
combinacion MTHFR 677 CC (salvaje) y MTHFR 1298 CT (heterocigoto) pueden
tener un efecto protector a leucemia (OR=0.23; 95% CI, 0.06—-0.82, p=0.023).
Teniendo en cuenta esta notable diferencia, es posible que los individuos
homocigotos para las variantes de MTHFR pudieran tener una distribucién
intracelular insuficiente de &cido fdlico, necesario para mantener la estructura
tridimensional de la proteina. Como resultado, la produccion de una metilacion de
ADN aberrante y la sintesis de nucleotidos incrementaria el riesgo al desarrollo de
LLA (Bailey et al, 2003; Guenter et al, 1999). Por lo tanto, los bajos niveles
intracelulares de los productos del folato por las variantes genéticas de MTHFR
representa un tema importante para la investigacion futura en esta poblacion, debido
a los reportes del escaso consumo de vegetales de hoja verde ricos en acido fdlico
en mexicanos (Solis et al, 2008; Suarez et al, 2000). En consecuencia, el
metabolismo del folato esta involucrado en la carcinogénesis debido a su implicacién
en la metilacion de ADN por el 5-metil-tetrahidrofolato (5-metil-THF). MTHFR es
responsable de la reaccién de reduccion de 5-10 metilen-tetrahidrofolato (5-10-
metilen-THF) a 5-metil-tetrahidrofolato (5-metil-THF) [28]; la forma predominante de
folato en la circulacion sanguinea (Skibola et al, 1999). Asi, Bagley & Selhub (1998)
examinaron el efecto del genotipo MTHFR C677T sobre el contenido del folato en
eritrocitos y la forma relativa de la distribucion de los grupos 677TT (homocigoto) y
677CC (silvestre) en los individuos mediante el método de HPLC. Ellos encontraron
que el contenido de folato en los globulos rojos de los sujetos con genotipo silvestre

(CC) estaba constituido exclusivamente por 5-metil-poliglutamatos; pero en el caso
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de los individuos homocigotos (TT) fueron poliglutamatos-THF-formilados. Por lo
tanto, este genotipo se asocia con una distribucion incorrecta del folato en eritrocitos
Yy, en consecuencia, la produccion de 5-metil-THF origina una variacion de un
carbono en las estructuras celulares del folato. En consecuencia, una explicacion
plausible para nuestros resultados es que los individuos con el genotipo wild-type de
MTHFR 677 podrian tener un efecto preciso sobre la sintesis de nucleotidos
mediante el aumento de la disponibilidad de 5-10 metilen-tetrahidrofolato necesaria
para la sintesis de ADN normal y la division celular.

Ademas, el polimorfismo A1298C esta localizado en la region que codifica el dominio
catalitico N-terminal, por lo tanto los individuos con el genotipo homocigoto para esta
variante, no tienen las propiedades distinguibles del genotipo silvestre (Weisberg et
al, 2001).

Por otra parte, la variante de MTHFR C677T esta situada en la region que codifica el
dominio regulador SAM C-terminal de la enzima. Se ha sugerido que MTHFR 1298C
podria actuar a través de una via diferente a la de MTHFR C677T (Wiemels et al,
2001). Sobre la base de esta hipoétesis, Krajinovic et al (2004) proponen que la
variante A1298C tiende a acumular 5-10-metil-THF y C677T a acumular 5-10-
metilen-THF. La acumulacién de 5-10 metilen-THF podria resultar en un equilibrio de
5-10 metil-THF/5-10-metilen-THF. Respecto a esto, estamos de acuerdo y sugerimos
qgue la cantidad de 5-10 metil-THF, 5-10-metilen-THF o 5-10 metil-THF/5-10-metilen-
THF podria variar dependiendo de cada genotipo en las variantes alélicas
independientes o combinadas. De acuerdo con esto, se encontrd que los genotipos
combinados de MTHFR 677CC+1298AC tienen un efecto protector a leucemia
(OR=0.23; 95% CI, 0.06—0.82, p=0.023 correspondiente a una reduccion del riesgo
de 4.3-veces con 95% CI, 1.2-16.7). Nuestros resultados confirman y amplian los
hallazgos previos de Krajinovic et al. (2004) quienes reportan que los genotipos
combinados MTHFR 677TT+1298AA y 677CC+1298CC se asociaron con un menor
riesgo de desarrollar LLA. Asi, se observa en sus resultados, que el efecto protector
ocurre Unicamente cuando la combinacion de genotipos integra el
homocigoto/silvestre o silvestre/nomocigoto en cada caso, siendo los valores de OR
(OR=0.4; 95% CI, 0.2-0.9; and OR=0.3; 95% CI, 0.1-0.6; correspondiente a una
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reduccion del riesgo de 2.5- and 3.3-fold veces, respectivamente), mas bajo que el
reportado en este estudio (4.3 veces). Se puede decir que la combinacién de
genotipo silvestre/heterocigoto (MTHFR 677CC+1298AC) reportada en este estudio
confiere un efecto protector mayor a LLA que en el caso de los genotipos
homocigoto/silvestre (MTHFR 677TT+1298AA) o silvestre/homocigoto (MTHFR
677CC+1298CC) reportados en el estudio de Krajinovic et al. (2004). Puede haber
dos razones para este resultado, en primer lugar, es posible que la cantidad de folato
en esta combinacion de genotipos sea variable, pero suficiente para producir una
sintesis correcta de timidilato lo que disminuye la incorporacion de uracilo (Blount et
al, 1997; Jacob et al, 1998; Fenech et al, 1998; Pogribny et al, 1997); y en segundo
lugar, la variabilidad genética en diferentes poblaciones (Bailey et al, 1999; Guenther
et al, 1999).

Con respecto a las variantes de TPMT (*2 y *3A) se encontrd que estas mutaciones
no estan implicadas en la susceptibilidad genética a leucemia; estos datos confirman
y amplian los hallazgos anteriores de Ouerhani et al. (2013).

Llama la atencion que se encontré un efecto nulo para el efecto sinérgico de ambos
genes estudiados; sin embardo investigaciones futuras en otras poblaciones son
necesarias para confirmar nuestros resultados. Mas importante ain hasta la fecha no
existen reportes enfocados al efecto sinérgico de ambos genes y el riesgo a LLA.
Existe solamente un reporte donde el genotipo MTHFR 1298AC (heterocigoto)
parece reducir el riesgo a LLA en hombres y mujeres chinos, mientras que los
genotipos MTHFR 677TT y TSR2R3R/2R2R aumenta el riesgo a LLA en los
individuos chinos con baja ingesta de folato (Liu et al, 2015). También hay otro
estudio que muestra la falta de asociacion de ambos genes y el riesgo para el
sindrome de obstruccién sinusoidal (SOS) en los pacientes con LLA con terapia de
exposicion a Tioguanina (Wray et al, 2014). En referencia a los factores dietéticos y
ambientales, la baja ingesta de folato podria modificar el riesgo a LLA (Guenther et
al, 1999; Pejchal et al, 2006; Cuevas et al, 2012; Liu et al, 2015), y la coexistencia de
alelos 677TT y 1298CC puede elevar el riesgo de toxicidad por el tratamiento con
Metotrexate en pacientes pediatricos con LLA (Kaluzna et al, 2015 ). El estudio y la

comprension de la combinacidon de factores genéticos y ambientales involucrados en
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la actividad de la enzima dependiente de folato es bastante prometedor para el
tratamiento de los pacientes con LLA infantil.

XIll. CONCLUSIONES

La edad es la uUnica covariable interviniente asociada a la variabilidad en los
parametros farmacocinéticos del farmaco 6-MP, no asi los polimorfismos de TPMT y
MTHFR. El estudio y comprensién del mayor nimero de covariables involucradas en
la farmacocinética de 6-MP y el desarrollo de modelajes farmacocinéticos

poblacionales, resultan prometedores para la terapia de LLA infantil.

Las variantes alélicas analizadas de ambos genes (TPMT y MTHFR) no estan
asociadas con las reacciones adversas en nuestra poblacién, es importante
considerar otros factores tales como: mutaciones en genes involucrados en el
transporte del farmaco o en el mecanismo molecular de accidn ya que podria haber
una alteracion en la concentracion de los metabolitos activos o de la funcion
molecular del medicamento y por ende, efectos colaterales en los pacientes que

conduzcan al fracaso terapéutico.

El genotipo MTHFR 1298CC esta asociado con la susceptibilidad a leucemia
linfoblastica aguda infantil, y al menos en mexicanos podria representar un marcador
genético en los pacientes. Por otro lado, el haplotipo MTHFR 677CC+1298AC

confiere un efecto protector a LLA.
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XVI. ANEXOS

Figura 31. Parametros farmacocinéticos individuales Ka/V/K de los 10 pacientes

estudiados.
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Cofepris[S>> Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios

e o s AVISO DE SOSPECHAS DE REACCIONES ADVERSAS DE MEDICAMENTOS

No. DE INGRESO (USO EXCLUSIVO DE LA COFEPRIS) NO. RUPA

ANTES DE LLENAR ESTE FORMATO LEA CUDADOSAMENTE EL INSTRUCTIVO, LA GUIA Y EL LISTADO DE DOCUM ENTOS ANEXOS.
LLENAR CON LETRA DE MOLDE LEGIBLE O A MAQUINA O A COMPUTADORA

1  AVISO DE SOSPECHAS DE REACCIONES ADVERSAS DE LOS MEDICAMENTOS:

No. DE NOTIFICACION ( de acuerdo a origen) No. DE NOTIFICACION (general) No DE NOTIFICACION (laboratorio)

2 DATOS DEL PACIENTE:

INICIALES DEL PACIENTE FECHA DENACIMIENTO EDAD SEXO ESTATURA (cm) PESO (kg)

ARO | MES | DiA AROS M ESES |:|F |:|M

3 DATOS DE LA SOSPECHA DE REACCION ADVERSA:

FECHA DE INICIO DE LA REACCION

DIA MES ANO

DESCRIPCION SOSPECHA DE REACCION ADVERSA (INCLUYENDO LOS DATOS DE EXPLORACION Y DE LABORATORIO)

CONSECUENCIAS DEL EVENTO

I:lRECUPERADO SIN SECUELA I:lMUERTE-DEBIDOA LA REACCION ADVERSA I:lNO SE SABE
I:I RECUPERADO CON SECUELA I:I MUERTE-EL FARMACO PUDO HABER CONTRIBUIDO
I:l NO RECUPERADO I:l MUERTE- NO RELACIONADA AL MEDICAMENTO

4 INFORMACION SOBRE EL MEDICAMENTO SOSPECHOSO:

NOM BRE GENERICO DENOM INACION DISTINTIVA LABORATORIO PRODUCTOR
NUM ERO DE LOTE FECHA DE CADUCIDAD DOSIS
VIA DE ADM INISTRACION FECHAS DE LA ADM INISTRACION M OTIVO DE PRESCRIPCION
INICIO TERMINO
DIA MES ANO DIA MES ANO

¢SE RETIRO EL M EDICAM ENTO SOSPECHOSO? |:| Sl I:l NO I:l NO SABE
(DESAPARECIO LA REACCION AL SUSPENDER EL M EDICAM ENTO? |:| s I:l NO I:l NO SABE
¢(SE DISMINUY O LA DOSIS? |:|3| I:lNO

¢(CUANTO?
(SE CAMBIO LA FARM ACOTERAPIA? |:|3| I:lNo

¢CUAL?
(REAPARECIO LA REACCION AL READM INISTRAR EL MEDICAM ENTO? |:|3| I:lNO I:lNO SABE
SINO SE RETIRO EL MEDICAM ENTO. ¢PERSISTIO LA REACCION? |:| SI I:l NO I:l NO SABE

5 FARMACOTERAPIA CONCOMITANTE:

FECHAS
INICIO TERMINO M OTIVO DE PRESCRIPCION
DIA MES ANO| DIA MES ARNO

VIAS DE

M EDICAM ENTO DOsIS ADM INISTRACION

[HN
(@)
D
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6 DATOSIMPORTANTES DE LA HISTORIA CLINICA:

Diagnésticos, alergias, embarazo, cirugia previa, datos del laboratorio

7 PROCEDENCIA DE LA INFORMACION:

NOMBRE Y DIRECCION DEL INFORMANTE (LABORATORIO PRODUCTOR O PROFESIONAL). TELEFONO

Fecha de recepcién en el laboratorio (a) ¢Informado en el periodo estipulado? (a) ¢Informé estareaccion al laboratorio productor? (b)

Dia Mes Afio |:|SI I:lNO I:lSI |:|NO

ORIGEN Y TIPO DEL INFORME

LABORATORIO PRODUCTOR PROFESIONAL
TIPODEINFORME: TIPODE INFORME:

|:] INICIAL |:| SEGUIM IENTO |:| ESTUDIO |:| INICIAL |:] SEGUIM IENTO
ORIGEN: ORIGEN:

PROFESIONAL DE LA SALUD |:| PACIENTE |:| HOSPITAL |:|

ASISTENCIA EXTRAHOSP ITALARIA |:| HOSPITAL |:] STENCIA EXTRAHOSP ITALARIA |:|

NOTA:EL ENVIO DE ESTE INFORME NO CONSTITUYE NECESARIAMENTE UNA ADM ISION DE QUE EL MEDICAMENTO CAUSO LA REACCION ADVERSA.

(a) EN CASO DE QUE EL INFORMANTE SEA AL LABORATORIO PRODUCTOR.
(b) EN CASO DE QUE EL INFORMANTE SEA UN PROFESIONAL.

LOS DATOS O ANEXOS PUEDEN CONTENER INFORMACION CONFIDENCIAL ¢ESTA DE s| NO
ACUERDO EN HACERLOS PUBLICOS?

PARA CUALQUIER ACLARACION, DUDA Y/O COMENTARIO CON RESPECTO A ESTE TRAMITE, SIRVASE LLAMAR AL CENTRO DE CONTACTO
CIUDADANO (SACTEL) A LOS TELEFONOS 2000-2000 EN EL D.F. Y AREA METROPOLITANA, DEL INTERIOR DE LA REPUBLICA SIN COSTO PARA EL
USUARIO AL 01-800-386-24-66 O DESDE ESTADOS UNIDOS Y CANADA AL 1-:800-475-2393,0 A LOS TELEFONOS DE LA COFEPRIS EN EL D.F.DE CUALQUIER
PARTE DEL PAIS MARQUE SIN COSTO EL 01800-033-5050 Y EN CASO DE REQUERIR EL NUMERO DE INGRESO Y/O SEGUIMIENTO DE SU TRAMITE
ENVIADO AL AREA DE TRAMITACION FORANEA MARQUE SIN COSTO AL 01:800-420-4224.
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Cofepris Formato de Farmacovigilancia

Comision Federal para fa Proteccion
contra Rlesqgos Sanitarfos

No. EXPEDIENTE:

NOMBRE DEL PACIENTE: EDAD: SEXO:
FECHA DE INICIO DEL ESTUDIO:

EFECTOS ADVERSOS ASOCIADOS A 6-MERCAPTOPURINA

- Tomar el medicamento a la misma hora cada vez que lo ingiera para mantener la concentracion en torrente sanguineo.
- Tomelo 2 horas después de comer, o en la noche antes de acostarse.

- Beber solo agua o liquidos claros (jugo de manzana) después que se ingiera el medicamento.

- Siempre verificar la fecha de caducidad del medicamento.

- Tomar 8-12 vasos de agua al dia.

SINTOMA
Anorexia

Nauseas

Vomitos

Diarrea

Ictericia

Malestar gripal

Fiebre

Dolor abdominal

Llagas en la boca

Hepatoxicidad

Oscurecimiento de la piel

Perdida del cabello

Sarpullido (alergias)

Falta de aire

Sangrado

Moretones inusuales

Dolor en garganta
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INTERACCIONES DE 6-MERCAPTOPURINA CON ALIMENTOS

(INTERACCIONES FARMACO-NUTRIENTE)

La 6-mercaptopurina se absorbe mejor cuando el estomago esta vacio
Guardar el medicamento en lugares secos y a temperatura ambiente

LACTEOS

ALIMENTO

EFECTO DE LOS MARCAR CON UNA (X)

ALIMENTOS
Disminuyen su absorcion

SI HAY INGESTA

INTERACCIONES DE 6-MERCAPTOPURINA CON BEBIDAS

BEBIDA

ALCOHOL

Aumenta los niveles del
farmaco en sangre

EFECTO DE LAS BEBIDAS | MARCAR CON UNA (X)

SI HAY INGESTA

BEBIDAS GASEOSAS (Cafeina)

farmaco en sangre

Puede aumentar los niveles del

Fuente: Guia de Prescripcién Terapéutica. Informacién de medicamentos autorizados en México y Espafia.

INTERACCIONES DE 6- MERCAPTOPURINA CON ALGUNOS FARMACOS

MEDICAMENTOS
Alopurinol

EFECTO
Efectos potenciados y mayor toxicidad de la
mercaptopurina si se administra junto con el
alopurinol.

MARCAR CON UNA (X)

Aminosalicilatos

(mesalamina o mesalazina,
olsalazina, y balsalazida)

Posible aumento del riesgo de leucopenia si la
mercaptopurina se administra junto con
aminosalicilatos, ademas de que inhiben a
TPMT.

Antibiéticos

El riesgo de toxicidad hematologica aumenta si
la mercaptopurina se administra junto con el
sulfametoxazol (en forma de co-trimoxazol); el
riesgo de toxicidad hematoldgica aumenta si la
mercaptopurina se administra junto con la
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trimetoprima (también como co-trimoxazol).

Anticoagulantes

La mercaptopurina posiblemente reduce el
efecto anticoagulante de los cumarinicos.

Antipsicoticos

Evitar el uso concomitante de Ila
mercaptopurina con la clozapina (mayor riesgo
de agranulocitosis).

Antiepilépticos

Los citotoxicos reducen la absorciéon de la
fenitoina.

Aspirina

Disminuye la actividad de 6 mercaptopurina

Captopril

El riesgo de leucopenia aumenta si se
administra la mercaptopurina con el captopril.

Fuente: Guia de Prescripcidn Terapéutica. Informacién de medicamentos autorizados en México y Espafia.

INTERACCIONES DE LA 6- MERCAPTOPURINA CON OTROS ANTINEOPLASICOS USADOS EN LA ETAPA DE MANTENIMIENTO

MEDICAMENTOS
Metotrexato

EFECTO
El metotrexato incrementa los
plasméticos de mercaptopurina.

niveles

MARCAR CON UNA (X)

Ciclofosfamida

Puede aumentar el riesgo de infeccion vy
desarrollo de neoplasias.

Fuente: Guia de Prescripcién Terapéutica. Informacién de medicamentos autorizados en México y Espafia.

FARMACOS QUE INHIBEN A LA TPMT

Marcar con una

FARMACOS QUE INHIBEN A LA

Marcar con una X

X XANTINO OXIDASA
Mesalamina Alopurinol
Mesalazina Oxipurinol
Olsalazina Acido pitico
Balsalazida Febuxostat
Acido benzoico
Furosemida
Naproxeno
Ibuprofeno

Acido mefenamico

Diureticos tiazidicos (Hidroclorotiazida

Clortalidona, Indapamida)

. Pearson DC, May GR, Fick GH, Sutherland LR. Azathioprine and 6- mercaptopurine in Crohn disease. A meta-analysis. Ann Intern Med 1995; 123: 132-42
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Szumlanski CL, Weinshilboum RM. Sulphasalazine inhibition of thiopurine methyltransferase: Possible mechanism for interaction with 6-mercaptopurine and
azathioprine. Br J Clin Pharmacol 1995; 39: 456-9.

Lowry PW, Franklin CL, Weaver AL, Szumlanski CL, Mays DC, Loftus EV, Tremaine WJ, Lipsky JJ, Weinshilboum RM, Sandborn WJ. Leucopenia resulting from a
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NOTAS:
INVESTIGADOR RESPONSABLE DIRECTOR DE TESIS DE DOCTORADO
Dr. en C. Ossyneidee Gutiérrez Alvarez Dr. en C. Ismael Lares Asef
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