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Resumen

Objetivo:

la finalidad de este estudio fue evaluar las asociaciones entre los perfiles de los
genes NUDT15y TPMT con los efectos adversos del tratamiento de mantenimiento
en pacientes pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda atendidos en un hospital
de referencia durante el 2017.

Métodos:

Este fue un estudio observacional analitico, de corte longitudinal en el que

los genotipos de los genes de interés fueron determinados mediante PCR de
discriminacion alélica con sondas TagMan® en pacientes que estaban recibiendo
quimioterapia de mantenimiento en la Unidad de Oncohematologia Pediatrica
durante el 2017. Los datos clinicos y sociodemograficos correspondientes a los
primeros 6 meses de sus tratamientos de mantenimiento fueron colectados, y se
evaluo la correlacion entre los genotipos identificados y el desarrollo de efectos
secundarios en estos pacientes.

Resultados:

setenta pacientes fueron incluidos en el estudio, de estos, los analisis genéticos para
NUDT15y TPMT (rs1800462 and rs1800460) fueron realizados en 68 pacientes, en
tanto que para el polimorfismo rs1142345 se logro la tipificacion en 42 pacientes. 4/68
pacientes fueron heterocigotos para NUDT15 y el mismo nimero de pacientes fueron
heterocigotos para rs1800462 and rs1142345, mientras que para rs1800460, 6 pacientes
heterocigotos fueron identificados. No se identificaron asociaciones estadisticamente
significantes entre las variantes genéticas y los resultados clinicos de interés.
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Conclusiones:

Estos hallazgos resaltan la importancia de realizar estudios de este tipo con un
mayor numero de sujetos de estudio, asi como plantean la necesidad de evaluar
otras variantes genéticas que podrian tener algun impacto en el desarrollo de efectos
secundarios durante la quimioterapia de mantenimiento.

Abstract

Objective:

This study aimed to correlate the genetic profile of the NUDT15 and TPMT genes with
the side effects of the treatment of pediatric patients with acute lymphoid leukemia who
were undergoing maintenance therapy at a tertiary care hospital in 2017.

Methods:

This was an analytical, longitudinal, observational study in which the genotypes of
the genes of interest were determined by PCR allelic discrimination with TagMan®
probes in patients receiving chemotherapy during the maintenance phase in the
Pediatric Hematology and Oncology Unit in 2017. Sociodemographic and clinical data
corresponding to the first six months of their maintenance chemotherapy were collected,
and the correlation between the genotypes obtained and the development of side effects
during the maintenance phase of chemotherapy in these patients was evaluated.

Results:

Seventy pediatric patients were included in the study. Genetic analyses were carried
out of these for NUDT15 and TPMT (rs1800462 and rs1800460) on 68 patients, while
for the rs1142345 polymorphism, typing was achieved in 42 patients. 4/68 patients
were heterozygous for NUDT15, and the same number of patients were heterozygous
for rs1800462 and rs1142345, while for rs1800460, 6 heterozygous patients were
identified. No statistically significant association was identified between the genetic
variants and the outcomes of interest.

Conclusion:

Studies with a larger population size are needed and the evaluation of other genetic variants
that may influence the development of side effects during maintenance chemotherapy.
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Contribucion del estudio

1) ¢ Por qué se realizé este estudio?

Diversos estudios realizados principalmente en Estados Unidos y Asia han mostrado
asociaciones entre las variantes de los genes TPMT y NUDT15 con los resultados de
toxicidad en pacientes con leucemia linfoide aguda, la informacién referente a este tema es
escasa en nuestro pais, por lo que decidimos evaluar esta asociacion en nuestra poblacién
la cual representa una muestra con mezcla genética y en la que se han descrito diferencias
farmacogenéticas relacionadas con la ancestria.

2) ¢ Cuales fueron los resultados mas relevantes del estudio?

No se identificaron asociaciones estadisticamente significativas entre las variantes genéticas
en TPMT y NUDT15 con los resultados de toxicidad evaluados (mielotoxicidad y toxicidad
hepdtica, asi como la reduccién o interrupcion de la dosis de 6-MP).

3) ¢Qué aportan estos resultados?

Nuestros resultados apuntan a la necesidad de realizar estudios nacionales dirigidos a

la busqueda de “biomarcadores autdctonos” que permitan identificar a los pacientes
pediatricos oncoldgicos que presentan mayor riesgo de desarrollar resultados de toxicidad
durante sus tratamientos de quimioterapia.

Introduccion

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es el cancer mas frecuente en la edad pediatrica,
representando el 25% de todas las neoplasias en niflos menores de 15 afios *. Esta se clasifica
en dos grupos acorde a su origen celular con 85% de los casos correspondientes a LLA de
precursores By 15% de células T »*. La LLA es mas frecuente en niflos de ancestria hispana y
caucdsica comparados con los de ancestria africana,*”. Aunque algunos factores ambientales
han sido identificados como factores de riesgo para LLA en nifios (exposicion a radiacién y a
algunos quimicos), estas asociaciones solo explican un pequefio grupo de casos®.

Uno de los grandes hitos en la terapia de nifios con LLA fue el desarrollo del régimen intensivo
de 8 drogas, 8 semanas de induccién y consolidacion, el mismo que fue la base del régimen
BFM (Berlin-Frankfurt-Miinster) y que es el ntcleo de las terapias contemporaneas para LLA,
esta estrategia quimioterapéutica incluye ademas terapias de intensificacién y mantenimiento °.
Desde la introduccién de este régimen terapéutico, se han venido desarrollando multiples
ensayos clinicos colaborativos que han logrado importantes avances en la supervivencia de los
pacientes con LLA, alcanzando tasas de supervivencia total de hasta 90% .

Pese a las mejoras alcanzadas en supervivencia para la mayoria de pacientes pediatricos, las recaidas
ocurren entre el 15-20% y son una causa importante de morbimortalidad en pacientes pediatricos
con LLA *. En linea con esto, en la mayoria de los ensayos multicéntricos de tratamiento de
primera linea en LLA en nifios, hasta el 5% fallecen debido a los efectos toxicos secundarios del
tratamiento ', Las muertes relacionadas al tratamiento ocurren durante episodios recurrentes y
prolongados de neutropenia y linfopenia debidas a drogas citotdxicas e inmunosupresoras o porque
la leucemia, por si misma, inhibe la recuperacion de la médula dsea durante la terapia de induccion,
especialmente en pacientes catalogados como respondedores lentos 2.

El avance tecnoldgico ha permitido la identificacién de variaciones genémicas que determinan
patrones farmacogendmicos caracteristicos, responsables de las diferencias individuales
observadas en la respuesta al tratamiento en términos de efectividad o de toxicidad. Actualmente,
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el genotipo de TPMT es el principal patron farmacogenético con implicaciones para los
protocolos de tratamiento de los pacientes con LLA con tratamiento basado en tiopurinas . La
6-mercaptopurina (6-MP) es esencial en el tratamiento de la LLA principalmente en la fase de
mantenimiento, la cual es la fase mas larga del tratamiento. Se ha descrito que entre el 85-90% de
los pacientes con variantes homocigotas en TPMT se requieren reducciones de dosis de 6-MP'*"7.
Otros genes involucrados en el metabolismo de las tiopurinas han sido evaluados con respecto a
su comportamiento en LLA '; dentro de estos, recientemente ha surgido el gen NUDT15 como
un candidato importante en la prediccion de toxicidad 8.

Yang et al. **, mediante un estudio de GWAS y su respectiva cohorte de replicacion, identificaron
dos loci relacionados con la intensidad de dosificaciéon de mercaptopurina: rs1142345 en el

gen TPMT'y rs116855232 en NUDT15. Esta tiltima variante fue comun entre asidticos e hispanos
pero infrecuente entre europeos y no observada en africanos, contribuyendo asi a las diferencias en
la tolerancia a mercaptopurina relacionada con la ancestria *°. En este mismo estudio, evidenciaron
que los pacientes heterocigotos para las variantes de TPMT o NUDT15, requirieron una
disminucién del 50% de la dosis de mercaptopurina comparados con los de genotipo silvestre *.

El mismo grupo de investigadores, replico estos resultados en cohortes de Guatemala, Singapur y
Japdn, adicionando estudios de gendémica funcional, con los que evidenciaron que la presencia de
los SNPs resulta en una pérdida de la actividad nucleétido difosfatasa, por lo que los pacientes con
estos alelos defectivos de NUDT15, presentan niveles elevados de metabolitos activos de tiopurina
aumentando asi su toxicidad®. El interés cientifico en este gen es creciente en los tltimos afios y
ha llevado a que se le asocie con reducciones de dosis de mercaptopurina en relacion con la edad?,
mielosupresion®, desarrollo de toxicidad severa®, e intolerancia a 6-MP poblaciones especificas®,
convirtiéndolo en un candidato importante a evaluar en estudios de farmacogenética relacionados
con tolerancia a 6-MP; aunque con menor soporte en la evidencia que TPMT.

A la fecha, no existen publicaciones sobre enfoques farmacogendmicos relacionados con

la respuesta al tratamiento y la toxicidad de la quimioterapia para la LLA en la poblacion
pediatrica de Colombia. Esto cobra ain mas importancia, cuando se han descrito diferencias
farmacogenéticas relacionadas con la ancestria *%%. Adicionalmente, se ha sugerido que estudios
de corte farmacogenético deben ser realizados de manera independiente o colaborativa en
distintos paises latinoamericanos para un mejor entendimiento de estas relaciones ». Este estudio
tuvo como objetivo evaluar la asociacion entre el perfil genético de los genes NUDT15y TPMT'y
los efectos secundarios durante la fase de mantenimiento del tratamiento en una muestra de
pacientes pediatricos colombianos con leucemia linfoide aguda.

Materiales y Métodos
Diseiio

Este fue un estudio observacional analitico, de corte longitudinal, llevado a cabo en un hospital
universitario que ademas es centro de cancer infantil en Bogotd, que recibe pacientes de areas
rurales y urbanas, siendo un centro nacional de referencia para el cuidado de nifios con cancer.

Pacientes y recoleccion de informacion

Se incluy¢ a pacientes entre 1 y menos de 18 afios diagnosticados con LLA que fueron admitidos
ala Unidad de Oncohematologia y quienes se encontraban recibiendo quimioterapia de
mantenimiento del protocolo BEM ALLIC 2009 durante el 2017. Los pacientes menores de un
afo asi como aquellos que presentaban Sindrome de Down como comorbilidad fueron excluidos
de este estudio. Para los fines de este estudio, se llevé a cabo un muestreo por conveniencia en el
que se incluy6 de forma consecutiva a todos los pacientes que cumplian los criterios de selecciéon
y aceptaron participar. Las caracteristicas y resultados clinicos logrados con este protocolo de
quimioterapia en este centro, han sido previamente publicados®. Este estudio se llevo a cabo
siguiendo las politicas nacionales para investigacion clinica y sujeto a los principios éticos de la
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Declaracién de Helsinki. El protocolo de investigacion fue aprobado por los comités de ética de
las instituciones involucradas en su ejecucion (Acta 015-184-16 del 25/08/16 y CEI-38-16 del
11/08/16). Las muestras de sangre y los datos clinicos fueron obtenidos solo bajo consentimiento
de los padres o cuidadores y para cada paciente de 14 afios en adelante también se consigui6 su
asentimiento para participacion en el estudio.

El excedente de las muestras de sangre total que son tomadas como parte habitual del control de

los pacientes con LLA fue usado para la extraccion de ADN. Los pacientes fueron seguidos hasta
por seis meses para identificar la aparicion de efectos adversos debidos al tratamiento (mielo-
supresion, toxicidad hepatica, muerte téxica). Durante este seguimiento, informacion clinica y
paraclinica (hemograma, pruebas de funcion hepitica) asi como datos relacionados con ajustes en
el tratamiento y el desarrollo de complicaciones fueron colectados. Para este estudio el seguimiento
de los pacientes se llevd a cabo de forma paralela con los controles clinicos realizados durante la fase
de mantenimiento, que en este centro es llevado a cabo de forma mensual.

Desenlaces

Los desenlaces de interés fueron efectos secundarios como mielotoxicidad y toxicidad hepatica,
asi como la reduccion o interrupcion de la dosis de 6-MP. Como analisis exploratorio, evaluamos
otros resultados como neutropenia febril, recaida y muertes.

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de las muestras de interés se emple6 el estuche comercial Qlamp
DNA Blood Mini Kit™, siguiendo las especificaciones del fabricante y como ha sido previamente
descrito®*2. En breve, 200 pL de sangre total fueron sometidos a la serie de pasos descritos

en la guia del fabricante, mediante el empleo de la técnica de filtracion en columna mediante
microcentrifugacion. La cuantificacion del ADN se llevé a cabo mediante espectrofotometria
en un equipo Nanodrop2000™ y en este mismo equipo se realizaron las mediciones de la razén
260/280 nm para determinar la pureza del material genético. El ADN obtenido se almacené

en tubos eppendorf™ de 1.5 mL a una temperatura de -20° C hasta su empleo en los ensayos de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

PCR de discriminacion alélica

La determinacion de los genotipos de los SNP (rs1800462, rs1800460, rs1142345 y rs116855232)
en los genes TPMT 'y NUDT15 se llevo a cabo mediante PCR en tiempo real de discriminacion
alélica por 5" nucleasa usando los ensayos comercialmente disponibles TagMan® SNP Genotyping
Assays (Identificadores de ensayos: C__12091552_30, C__30634116_20, C 19567_20 and
C_154823200_10, Thermo Fisher Scientific, USA), siguiendo las recomendaciones descritas en
“TagMan® Allelic Discrimination Guide” y protocolos previos. Para esto, se emple6 una mezcla
de PCR que contenia: 15 ng ADN (3 pL), 1.25 pL de la sonda TagMan®(20X) correspondiente,
12.5 uL TagMan® Gene Expression Master Mix y 8.25uL de agua ultrapura libre de nucleasas para
un volumen final por reaccion de 25 pL, las muestras se corrieron por duplicado. Los ensayos
fueron llevados a cabo empleado el CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad),
siguiendo las condiciones de corrido sugeridas para cada sonda por el fabricante.

Analisis de los datos

Los datos son presentados como medianas mas rangos interquartiles para las variables
cuantitativas, en tanto que para los datos cualitativos se muestras sus frecuencias respectivas.

Las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como el equilibrio de Hardy-Weinberg fueron
evaluados usando el programa snpReady. La tipificacion de TPMT se llevé a cabo siguiendo
los estandares del Consorcio de Implementacion de Farmacogenética Clinica . Con base en
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Pacientes con LLA en
mantenimiento durante 2017

(73)
_______ - - = | 3 pacientes no consintieron
su participacion en el estudio
Y
Pacientes incluidos en el
estudio (70)
__________ 2 pacientes excluidos. No
v ADN disponible

Pacientes con estudio

genetico

(68)

v

Pacientes con evaluacion
genetica NUDT15 (68)

v

Evaluacién genetica de las
variantes TPMT

Lorem ipsum

v

¢ 26 pacientes en quienes no

v se logré genotipificacion

Pacientes con e

rs1800462 (68)

Pacientes con evaluacion
rs1800460 (68)

Pacientes con evaluacion
rs1142345 (42)

valuacion de

Figura 1. Diagrama de inclusion de pacientes. Este diagrama muestra cémo se llevo a cabo la inclusion de pacientes en el estudio, asi como los detalles relacionados con la

realizacion de estudios genéticos.

esto, los haplotipos de TPMT fueron determinados acorde a las combinaciones de los SNPs
rs1800462, rs1800460 and rs1142345 siguiendo esta regla: CCT =* 1, GCT =*2,CTC =*
3A, CTT =* 3B and CCC =* 3C. Para la determinacion de la asociacién entre las variantes
genéticas y los desenlaces de interés, se emple6 el estadistico Ji . Los analisis estadisticos
fueron realizados usando SPSS para Mac, Version 2.0, se consideré como estadisticamente
significante un valor de p <0.05.

Resultados
Caracteristicas generales de los sujetos de estudio

Un total de 73 pacientes con diagndstico de LLA se encontraban en mantenimiento durante el
2017 en nuestra institucion, de estos, 70 pacientes consintieron y/o asintieron su participacion
en el proyecto. De los pacientes incluidos, no se logré extraer ADN para los estudios de
genotipifcacion en 2 pacientes, por lo que los analisis fueron basados en los 68 pacientes

en quienes se logro realizar estudios genéticos. La Figura 1 muestra el diagrama de flujo de
seleccion e inclusion de los pacientes en el estudio.

La Tabla 1 resume las caracteristicas generales de la poblaciéon de estudio. Un total de 70
pacientes fueron incluidos con una razén hombre a mujer de 1:1. La mediana de edad al inicio de
la terapia de mantenimiento fue seis afios (RIC: 7 anos). Mas del 50% de la poblacion de estudio
fue de Bogota y cerca del 42% correspondié a procedentes de zona rural. Con relacién a los
desenlaces evaluados, se document mielotoxicidad en 25%, toxicidad hepatica en 27% y 32.9%
de los pacientes requirié reduccion de su dosis de 6-MP durante el seguimiento. Es importante
resaltar que durante el periodo de estudio no se presenté ninguna pérdida de seguimiento.
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Tabla 1. Caracteristicas Generales y seguimiento clinico de la poblacion de estudio.

Caracteristica Medicién
n or mediana % or RIQ
Género Femenino 35 50%
Edad (Afios cumplidos) 6 7
Linaje B 65 92.9%
T 5 7.1%
Riesgo Estandar 7 10.0%
Intermedio 34 48.6%
Alto 29 41.4%
Reduccién dosis 6-MP 23 32.9%
Interacciéon 6-MP 20 28.6%
Neutropenia Febril 8 11.4%
Recaida 11 15.7%
Muerte 2 2.9%
Seguimiento 1 ALT (IU/L) 48.7 91.3
AST (IU/L) 37.0 25.3
Leucocitos/mm3 3,315 1,370
Neutroéfilos/mm3 1,820 1,137.5
Linfocitos/mm3 780 690
Bilirubina total (mg/dL) 0.5 0.3
Seguimiento 2 ALT (IU/L) 42.5 97.5
AST (IU/L) 33.55 31.13
Leucocitos/mm3 3,060 2,160
Neutroéfilos/mm3 1,721 1,682.5
Linfocitos/mm3 630 675
Bilirubina total (mg/dL) 0.5 0.3
Seguimiento 3 ALT (IU/L) 47.00 98.48
AST (IU/L) 34 37
Leucocitos/mm3 3,095 14,87.5
Neutroéfilos/mm3 1,615 1,196.5
Linfocitos/mm3 742 546
Bilirubina total (mg/dL) 0.5 0.4
Seguimiento 4 ALT (IU/L) 50.35 76.43
AST (IU/L) 32.55 23.31
Leucocitos/mm3 3,400 1,640
Neutréfilos/mm3 1,940 1,276.75
Linfocitos/mm3 760 565
Total Bilirubin (mg/dL) 0.6 0.425
Seguimiento 5 ALT (IU/L) 50.8 116.9
AST (IU/L) 37 42.1
Leucocitos/mm3 3,360 1700
Neutréfilos/mm3 1,850 1,707.5
Linfocitos/mm3 840 465
Bilirubina total (mg/dL) 0.6 0.465
Seguimiento 6 ALT (IU/L) 65.1 101.9
AST (1U/L) 39.8 36.2
Leucocitos/mm3 3370 1,920
Neutroéfilos/mm3 1,830 1,674.5
Linfocitos/mm3 910 636
Bilirubina total (mg/dL) 0.6 0.5

Esta tabla resume las caracteristicas clinicas generales y de seguimiento de los pacientes incluidos en el estudio. Para cada valor de laboratorio se ha anotado
el sistema de medicion empleado. Los datos presentada en las columnas de “Medicién” corresponden al n o las medianas (subcolumna n o mediana) y la otra
subcolumna corresponde a su porcentaje o rango intercuartil

Frecuencias alélicas y genotipicas

Del total de 70 pacientes incluidos en el estudio, se obtuvo material genético con calidad y
cantidad adecuadas en 68 casos (concentraciones de 10 a 129 ng/uL y un valor promedio de
razén 260/280nm de 1.87; valores 6ptimos entre 1.8 y 2.0)***. Para los otros dos casos, aunque la
extraccion de ADN se realizé en dos oportunidades adicionales, no se obtuvo material genético
con las condiciones de calidad necesarias para realizar los ensayos de reaccion en cadena de la
polimerasa. Un total de 14 pacientes portaban un alelo de susceptibilidad: 4 para NUDT15, 4
para rs1800462 (TPMT), 6 para rs1800460 (TPMT) y 4 para rs1142345 de TPMT (Figura 2).
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Figura 2. Imagen representativa de las graficas de discriminacion alélica obtenidos por los ensayos de genotipificiacion. No hubo pacientes homocigotos
para los alelos mutados en ninguno de los polimorfismos estudiados. Los gréficos representan los grupos de muestras con el alelo de tipo salvaje
alineado hacia los ejes X o Y seguin la sonda utilizada para su reconocimiento. Los puntos no alineados corresponden al alelo mutado.

La Tabla 2 muestra el resumen de frecuencias alélicas y genotipicas de cada uno de los SNPs de
interés. Se encontrd que todas las variantes estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg. La Tabla
3 resume la tipificacion de TPMT siguiendo los estandares del “Clinical Pharmacogenetic
Implementation Consortium” en los 42 pacientes en los que se logrd la tipificacion de los 3
SNPs 3. Segun estos estandares, los haplotipos de TPMT fueron determinados con base a las
combinaciones de los SNPs rs1800462, rs1800460 y rs1142345 asi: CCT =* 1, GCT =* 2, CTC
=*32, CIT =*3Band CCC=*3C.

Las frecuencias alélicas obtenidas en el presente estudio se compararon con las frecuencias
reportadas en las bases de datos dbSNP para poblaciones latinoamericanas descritas en el
proyecto ALFA (agregador de frecuencias alélicas) (Tabla 2); La base de datos de frecuencias
de genotipos y fenotipos (dbGap) se desarroll¢ para archivar y distribuir los datos y los
resultados de estudios que han investigado la interaccién del genotipo y el fenotipo en
humanos *. Los resultados obtenidos para cada SNP analizado por nosotros, no mostraron
una diferencia estadisticamente significativa de las frecuencias obtenidas en el proyecto ALFA.
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Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de interés.

Gen Anotacion n Frecuencia HW (p Value) Latinoamérical Latinoamérica2
rs116855232 68 n= 804 n=974
Alelos C 132 0.97 0.994 0.953
T 4 0.03 0.006 0.047
NUDT15 c/C 64 094 0.802
Genotipos C/T 4 0.06
T/T 0 0
rs1800462 68 n=500 n=628
Alelos C 132 0.970 0.992 0.997
G 4 0.03 0.802 0.008 0.003
c/C 64 0.94
Genotipos C/G 4 0.06
G/G 0 0
rs1800460 68 n=1,430 n="7,010
Alelos T 6 0.044 0.026 0.045
C 130 0.956 0.974 0.955
TPMT T/T 0 0 0.703
Genotipos T/C 6 0.09
c/C 62 0.91
rs1142345 42 n=1232 n= 5,254
Alelos C 4 0.0476 0.041 0.052
T 80 0.9524 0.959 0.948
c/C 0 0 0.746
Genotipos Cc/T 4 0.10
T/T 38 0.90

Esta tabla muestra las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos estudiados. Se encontré que todas las variantes estaban en equilibrio de Hardy-
Weinberg (columna HW). Ademas, las frecuencias alélicas identificadas en nuestro estudio se compararon con en la poblacién latinoamericana anotadas en el
proyecto ALFA. No hubo diferencias estadisticamente significantes entre nuestras frecuencias y las reportadas en el proyecto ALFA.

Tabla 3. Tipificacion de TPMT.

Frequencias

Haplotipos *1 78
*2 2
*3A 4

Tipos *1/*1 36
*1/*%2 2
*1/*3A 4

Se listan las frecuencias de los tipos de TPMT basadas en los estandares del “Consorcio de implementacion de
farmacogenética clinica” Dado que la genotipificacion de rs1142345 solo fue posible en 42 sujetos y gue para realizar
estas clasificaciones es necesario tener genotipificacion de los 3 loci de TPMT, estos datos corresponden solo a los 42
pacientes en los que se completd la genotipificacion.

Asociaciones genéticas

La Tabla 4 resume los resultados de los analisis bivariados en los que se muestra la correlacion
entre las variantes genéticas de los SNPs en NUDT15y TPMT 'y los efectos secundarios

de interés. No se encontrd asociacion entre los resultados de interés y la variante genética

de NUDT15 o cualquier polimorfismo de TPMT evaluado individualmente. Se llevaron a
cabo andlisis similares en relacion con la tipificacion de TPMT, utilizando la variable de
homocigosidad para el alelo *1 versus portador *2 o *3* como heterocigoto, sin evidencia de
ninguna asociacion estadisticamente significativa (Tabla suplementaria 1S).

Aunque no se identificaron asociaciones estadisticamente significativas, dos de los cuatro
pacientes heterocigotos para NUDT15 requirieron una disminucién en 6-MP durante el
periodo de seguimiento. En relacion con las variantes genéticas de TPMT, para rs1800462, dos
de los cuatro pacientes heterocigotos presentaron neutropenia febril, y estos mismos pacientes
requirieron adicionalmente la suspensién de 6-MP durante los primeros seis meses de la terapia
de mantenimiento. En el caso de rs1800460, de los seis pacientes que eran heterocigotos, tres
requirieron una disminucion de la dosis, y de estos, dos también fueron heterocigotos para
rs1142345. Ademads, se evaluaron las diferencias en la mediana de los valores de laboratorio
tomados en los primeros 6 meses de tratamiento de mantenimiento: transaminasas, bilirrubina
total, leucocitos y recuento celular diferencial; con relacion a las variantes genéticas y no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (Tabla suplementaria 2S).
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Tabla 4. Anilisis de asociacion entre genotipos y desenlaces.

Desenlaces NUDT15 TPMT
rs1800462 rs1800460 1rs1142345

c/C C/T c/C C/G T/C c/C C/T T/T
Reducciéon 6-MP
Si 21 2 22 1 3 20 2 8
No 43 2 42 3 3 42 2 30
Interrupcién 6-MP
Si 19 1 18 2 1 19 0 10
No 45 3 46 2 5 43 4 28
Neutropenia
Si 7 1 6 2 0 8 0 5
No 57 3 58 2 6 54 4 33
Recaida
Si 8 1 8 1 0 9 0 5
No 56 3 56 3 6 53 4 33
Muerte
Si 1 1 2 0 0 2 0 2
No 63 3 62 4 6 60 4 36

Los datos se presentan como valores de frecuencia absoluta para cada desenlace evaluado. No se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre
ninguno de los polimorfismos estudiados y los resultados de interés.

Discusion

En nuestro conocimiento, este es el primer estudio en el pais, que ha evaluado los
polimorfismos de los genes NUDT15y TPMT y su correlacion con los efectos secundarios de
la quimioterapia en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda. Aunque nuestra
poblacion es considerada como poblacién Latina, diferentes grados de ancestrias Caucasica,
Amerindia y Africana han sido descritos en diferentes regiones de Colombia. Nuestros
hallazgos varian significativamente de informes anteriores con respecto a la asociacién entre
variantes y resultados'®!***%; sin embargo, estos estudios han sido realizados principalmente
en poblaciones con poca representatividad latina.

La frecuencia alélica de la mutacion NUDT15 identificada en nuestro estudio (0.03) fue menor
que la informada anteriormente'******, una posible explicacion para este hallazgo es que la
mayoria de los estudios sobre este polimorfismo han sido realizados en poblaciones de origen
asidtico, encontrando frecuencias alélicas de hasta 0.27. La muestra evaluada en este estudio, es
originada en la recion andina central de Colombia, en la que el componente caucasico (ancestria
Europea) representa entre el 50 y 60% de la ancestria genética . Otra posible razén puede

ser nuestro tamano de muestra 2**'. Para el caso particular de los polimorfismos en TPMT,
previamente solo se ha realizado un estudio en la poblacién colombiana, en el que Isaza y col.*?,
describieron frecuencias para el alelo *2 y *3A de 0.004 y 0.035, respectivamente, las cuales

son inferiores a las identificadas por nosotros (0.02 y 0.05, respectivamente). En comparacion
con otros resultados latinoamericanos, encontramos que nuestras frecuencias también son
ligeramente diferentes a las descritas por Garrido y col. en pacientes pediatricos con leucemia
linfobldstica aguda en Guatemala, identificaron una frecuencia de 0.005 para *2 y 0.0375 para
*3A . Sin embargo, nuestra frecuencia de *2 es similar a la encontrada en Brasil por Boson y
col., Quienes describen una frecuencia de 0.022 pero una frecuencia mucho menor para *3A
(0.015) *. Mas recientemente, en pacientes pediatricos uruguayos con LLA se ha descrito una
frecuencia de *3A de 0.05, similar a la nuestra, pero con una frecuencia menor de *2 ¥.

Cada vez hay mas evidencia que destaca el papel de las variantes genéticas de NUDT15 en el
desarrollo de efectos secundarios de la toxicidad del 6-MP '¥2°%%_ Sin embargo, al evaluar
las posibles asociaciones en nuestra poblacion de estudio, no pudimos identificar ninguna
asociacion con significacién estadistica, posiblemente debido al tamafio de la muestra.

En relacién con TPMT, existe evidencia que respalda su papel tanto en la farmacocinética
como en los efectos téxicos de la mercaptopurina (*!¢, En nuestro estudio no encontramos
asociacion entre las frecuencias alélicas de cada polimorfismo ni en esos 42 casos en los

que tuvimos la tipificacion completa de TPMT. Entre las posibles razones que explicarian
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esto podria estar, para el caso de NUDT15, que los estudios originales que describen tales
asociaciones se basaron en enfoques GWAS ', en el que la representacion de la poblacion
latina fue baja, y esto puede deberse a un efecto relacionado con la ascendencia especifica de
la poblacién colombiana **. Por otro lado, en el caso de TPMT, una explicaciéon podria ser
que los alelos encontrados en nuestra poblacién (*2 y *3A) corresponden a metabolizadores
intermedios, que no suelen requerir muchos ajustes en la terapia .

En andlisis exploratorios se evalu6 si existia asociacion entre las variantes genéticas estudiadas
y los desenlaces: recaidas o muerte, revisados a octubre de 2018, sin mostrar correlacién
alguna, lo cual es consistente con lo descrito por Lennard y col.*, quienes, después de
genotipificar TPMT en 2,387 pacientes con leucemia linfoblastica aguda, no identificaron
asociaciones con la supervivencia libre de eventos. Dentro de las limitaciones del presente
estudio, se encuentran el tamafio de la muestra y el sesgo de seleccion, por tratarse de

una muestra cautiva. Sin embargo, los pacientes fueron incluidos de forma prospectiva y
consecutiva, lo que permitié un mejor seguimiento de la evolucion de los eventos adversos
de interés. Por otro lado, una gran fortaleza del presente estudio es el abordaje traslacional,
basado en observaciones clinicas previas y la evaluacion de aspectos biomédicos basicos que
podrian dar respuesta a la busqueda de factores predictivos para el desarrollo de toxicidad en
el tratamiento de pacientes pediatrico con enfermedades oncoldgicas.

Conclusiones

En resumen, las frecuencias alélicas de las variantes de interés fueron diferentes a las descritas
anteriormente, incluso al compararlas con estudios latinoamericanos. No encontramos
asociacion estadistica con eventos de toxicidad para ninguno de los polimorfismos estudiados.
Estos hallazgos destacan la necesidad de realizar estudios futuros con una mayor muestra

de pacientes; ya sea a través de un estudio multicéntrico con pacientes pediatricos con LLA

o incluyendo otras poblaciones pediatricas que reciben manejo con tiopurinas, tales como:
pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal o artritis idiopatica juvenil, que nos permitan
tener un adecuado tamafio de muestra a partir del cual identificar mejores inferencias de
asociaciones con desenlaces de toxicidad. Ademas, estos hallazgos plantean la posibilidad de
que otros genes puedan estar influyendo en la toxicidad y los efectos secundarios y por otro
lado examinar el efecto que la ascendencia podria tener en estas interacciones en poblaciones
con una mezcla ancestral diversa como nuestra poblacion.
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Material suplementario.

Tabla 1S. Analisis de asociacion entre diplotipos de TPMT y desenlaces.

Diplotipos TPMT Valor p
Desenlaces *1/+1 *1/otro
Reducciéon 6-MP
Si 8 2 0.616
No 28 4
Interrupcién 6-MP
Si 10 0 0.308
No 26 6
Neutropenia
Si 5 0 1.000
No 31 6
Recaida
Si 4 1 0.557
No 32 5
Muerte
Si 2 0 1.000
No 34 6

Los datos se presentan como frecuencias absolutas de cada uno de los desenlaces evaluados. No se
identificaron asociaciones estadisticamente significativas entre los diplotipos y los desenlaces de interés.

Tabla 2S. Comparacion del seguimiento de laboratorios en relacién con los genotipos.

NUDT15 TPMT

Seguimiento rs1800462 rs1800460 rs1142345
c/C C/T c/C C/G T/C c/C C/T T/T
ALT (IU/L) 46.20 50.50 49 36 45.15 48.60 49.30 53
AST (IU/L) 34.20 41.80 36.90 30.30 42.90 35.35 42.90 38.55
1 Leucocitos/mm3 3,315 3,780 3,315 3,610 2,200 3,380 2,030 3,310
Neutroéfilos/mm3 1,820 1,995 1,820 1,737 980 1,910 1,020 1,980
Linfocitos/mm3 783 409 780 773 630 783 600 725
Bilirubina total (mg/dL) 0.50 0.60 0.51 0.40 0.60 0.50 0.45 0.52
ALT (IU/L) 45 74.50 55.40 28.80 26 46 53.15 45
AST (IU/L) 33.55 33.70 33.55 33.15 37 32.70 42.80 38.25
2 Leucocitos/mm3 3,135 2,170 3,020 3,980 2,160 3,225 2,305 3,245
Neutréfilos/mm3 1,835 655 1,691 2,515.50 1,295 1,835 1,440 1,835
Linfocitos/mm3 630 1,290 640 475 727 630  583.50 746.50
Bilirubina total (mg/dL) 0.50 0.23 0.50 0.45 0.40 0.50 0.40 0.59
ALT (IU/L) 40 59.10 39.50 89.45 37 54 80.20 54
AST (1U/L) 34.50 33.10 33.30 38.65 42.20 33.65 42.20 35
3 Leucocitos/mm3 3,070 2,865 3,100 2,085 3,100 3,050 3,130 3,055
Neutréfilos/mm3 1,635 1,430 1,645 1,175 1,440 1,635 2,680 1,540
Linfocitos/mm3 734 1,010 753 470 1,030 712 875 768
Bilirubina total (mg/dL) 0.50 0.30 0.50 0.60 0.50 0.50 0.50 0.50
ALT (IU/L) 52.40 18.10 52.40 33.70 41.60 5240  138.30 63
AST (1U/L) 31.10 32.10 31.20 36.30 47.21 31.20 89.90 30.40
4 Leucocitos/mm3 3,400 3,135 3,400 2,980 2,570 3,510 2,615 3,635
Neutréfilos/mm3 1,940 1,720 1,955 860 1,700 1,970 1,735 1,955
Linfocitos/mm3 760 740 760 1,305 535 800 535 800
Bilirubina total (mg/dL) 0.70 0.40 0.60 0.70 0.45 0.70 0.40 0.70
ALT (IU/L) 54 23.40 55 24 29.10 54 67.10 60.75
AST (1U/L) 40.70 35.40 42.10 25.50 42.10 38.15 55.10 47.30
5 Leucocitos/mm3 3,470 3,060 3,430 3,435 2,615 3,470 2,615 3,740
Neutréfilos/mm3 1,930 1,410 1,905 1,764 1,360 1,930 1,360 1,800
Linfocitos/mm3 845 560 830 900 793 850 845 870
Bilirubina total (mg/dL) 0.50 0.45 0.50 0.80 0.30 0.60 0.40 0.65
ALT (IU/L) 68.55 38 70.30 35.45 71 66.05 71 70.10
AST (IU/L) 41.50 30.90 43.95 31.35 53.80 40 63 44.90
6 Leucocitos/mm3 3,385 2,655 3,385 3,145 3,200 3,370 2,755 3,650
Neutréfilos/mm3 1,820 1,415 1,790 1,790 1,515 1,800 1,185 1,750
Linfocitos/mm3 905 1,060 910 810 681  915.50 680 921
Bilirubina total (mg/dL) 0.60 0.50 0.60 0.71 0.56 0.60 0.38 0.60

Los datos son presentados como las medianas de cada laboratorio cuantificado. Al comparar cada mediana
acorde a al genotipo de cada SNPs no se logro identificar diferencias estadisticamente significantes para ninguna
de las mediciones.
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