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RESUMEN

Antecedentes: La leucemia linfobldstica aguda (LLA) es un padecimiento oncoldgico importante en
la poblacién pediitrica mexicana, cuya base genética pudiera modificar la efectividad de la quimioterapia
del antifolato metotrexato (MTX) y el tiempo de sobrevida libre de enfermedad y la sobrevida total. Ob-
jetivo: Determinar la asociacién de 10 polimorfismos genéticos de la via del folato: en transportadores
celulares (COL18A1, SLC19A1, ABCB1 y ABCCY5) y las enzimas folilpoliglutamil sintetasa (FPGS) y
xantina oxidasa (XO), con la sobrevida de los nifios con leucemia linfoblistica aguda. Métodos: En el
Centro Estatal de Cancerologia de Durango- México, se estudiaron 39 nifos con leucemia linfobldstica
aguda tratados con MTXy 102 controles sin la enfermedad, a quienes mediante qPCR, se les determinaron
10 polimorfismos en la via del folato. Durante 5 afios de seguimiento se determing la sobrevida libre de
enfermedad y la sobrevida total, y su relacién con su genotipo. Resultados: Cuatro polimorfismos no
estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg COL18A1(rs2274808), ABCC5(rs9838667 y rs3792585) y
XO(rs17011368). Unicamente el rs17011368 de XO se asoci6 con riesgo de estar presente en los pacientes
con leucemia linfoblistica aguda cuyo OR fue 9.771(1C95% 4.974-19.196, p=0,001). E1 FPGS (rs1544105)
afectd la sobrevida libre de enfermedad y la sobrevida total (Log Rank p<0.05). Conclusiones: El poli-
morfismo (rs17011368) de la XO present6 riesgo para leucemia linfoblastica aguda; asi mismo, se encontré
una asociacién importante entre los portadores del polimorfismo FPGS (rs1544105) que modificaria la
sobrevidas de los pacientes tratados con MTX.
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ABSTRACT

Background: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a major cancer disease in Mexican pediatric
population, were the genotype could affect the effectiveness of chemotherapy in which the methotrexate
(MTX) is involved and consequently the time of disease free survival and overall survival. Objective:
Determine the association of 10 genetic polymorphisms of the folate pathway: in cellular carriers (CO-
L18A1, SLC19A1, ABCB1 and ABCC5) and in enzymes such as folylpolyglutamate synthetase (FPGS) and
xanthine oxidase (XO), with survival of children with acute lymphoblastic leukemia. Methods: Thirty-
nine children with acute lymphoblastic leukemia from the State Cancer Center in Durango (Mexico)
treated with MTX and 102 healthy controls, were qPCR analyzed for 10 polymorphisms in the folate
pathway. During 5 years of follow up, the disease-free survival and overall survival rates were investiga-
ted in relation with their genotypes. Results: Four polymorphisms were not found in Hardy-Weinberg
Equilibrium COL18A1 (rs2274808), ABCC5 (rs9838667 and rs3792585) and XO (rs170113685). Only
XO (rs170113685) was associated with risk of being present in patients with ALL whose odds ratio was
9.771 (95% 4.974-19.196, p=0.001). The polymorphism rs1544105 for FPGS affected disease free survival
and overall survival (Log Rank test p<0.05). Conclusion: Polymorphism (rs17011368) of XO showed
risk association for acute lymphoblastic leukemia; likewise, an important association was found between

carriers of the FPGS (rs1544105) and increased survival times of patients treated with methotrexate.

Keywords: Methotrexate, XO, FPGS, survival, Precursor Cell Lymphoblastic Leukemia-
Lymphoma/*drug therapy/genetics, genetic polymorphisms, ATP-binding cassette transporter gene.

INTRODUCCION

En los tltimos afios, la leucemia linfoblastica
aguda (LLA) ha sido uno de las enfermedades
oncolégicas mis frecuentes en pediatria, la cual
ha crecido de manera permanente a nivel mundial
(1). En México, los tltimos reportes del 2012 de la
Secretaria de Salud, indican que LLA es una de las
causas de morbilidad y mortalidad en pacientes en
edad pediitrica, especialmente en los estados de
Sinaloa, Baja California y Durango (2, 3). Dentro
del tratamiento farmacolégico de la LLA se utili-
zan firmacos que emplean la via del folato, la cual
estd regulada por la funcién coordinada de varias
enzimas como metilen-tetrahidrofolato reductasa
(MTHEFR)(4), Tiopurin-metil transferasa (TPMT),
timidilato sintetasa (T'S), folilpoliglutamil sintetasa
(FPGS) (5), xantina oxidasa (XO), entre otras. La
FPGS cumple un papel fundamental en la trans-
formacién del dcido f6lico a poliglutamato que es
el metabolito activo y precursor indispensable en la
sintesis de purinas(6). Estas tiltimas, ingresan a la via
de 1aXO (7) para su transformacién en dcido trico
que facilita su eliminacién renal. El metotrexato
(MTX), antifolato que forma parte del tratamiento
de eleccién en todas las etapas de quimioterapia de
los pacientes con LLA, por su semejanza con el fo-
lato, usa la misma via metabdlica a partir de su paso

por la FPGS (8). Adicionalmente, el MTX es inhi-
bidor selectivo de la XO(9) altamente tdxico (10).

El coligeno forma parte de la matriz extracelular
y es codificado por el gen COL18A1 muy cercano
al gen SLC19A1 que a su vez, codifica para el re-
ceptor de folatos tipo 1 (Reduced Folic Carrier type
1-RFC1-RFC1)(11, 12). Se ha determinado que va-
rios polimorfismos intergénicos como el 152274808
pueden modificar la funcién de transporte por la
via de los folatos y por ende de moléculas parecidas
como el MTX.

Por otro lado, se han identificado varios trans-
portadores de diferentes familias, con capacidad de
generar firmaco-resistencia. Un grupo importante
de estas proteinas estd constituido por los trans-
portadores de folato reducido de tipo 1 (Reduced
Folic Carrier type 1-RFC1) codificados por el gen
SLC19A1 que esencialmente se encargan de intro-
ducir el folato y antifolatos a la célula, localizindose
a lo largo de la membrana celular (13). Existen
otros transportadores, igualmente distribuidos en
la regién membranal, que participan en el eflujo
activo de sustancias extrafias o de desecho conocidas
como proteinas de resistencia a firmacos que usan
la energfa de ATP, tales como Multi-drug resistance
proteins (MDR1) y Multidrug related resistance
proteins (MRP5) codificados por ABCB1 y ABCC5
respectivamente (14), genes altamente polimérficos
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que modifican consecuentemente su funcién y su
sobre-expresion (15).

Varias investigaciones reportan que los po-
limorfismos genéticos de un solo nucledtido
(SNPs —de su abreviatura inglesa Single Nucleotide
Polymorphisms) de los transportadores (COL18A1,
SLC19A1, ABCB1 y ABCCS5), asi como los genes
de las enzimas FPGS y XO, se asocian con la pre-
sentaciéon de reacciones adversas por MTX, y en
consecuencia podrian disminuir la calidad(16) y la
esperanza de vida de los pacientes (17). Por tanto el
objetivo de este trabajo fue determinar el impacto
de 10 polimorfismos genéticos de las enzimas
(FPGS, XO) y de los transportadores de MTX
mencionados, con el tiempo de supervivencia libre
de enfermedad (SLE) y la sobrevida total (ST) de

ninos mexicanos con LLA.
METODOS

Pacientes y controles

Se trata de un estudio ambispectivo, observa-
cional, comparativo y de asociacién. Se incluyeron
39 pacientes pedidtricos de ambos sexos atendidos
en el Servicio de Hemato-oncologia Pediitrica
del Centro Estatal de Cancerologia (CECAN) de
la Secretaria de Salud de Durango-México desde
enero de 2009 a junio de 2014. Todos los pacientes
fueron diagnosticados con LLA de acuerdo al crite-
rio de la Asociacién Franco-Americana-Britinica de
Hematologia (18). Esta investigacién fue aprobada
por el Comité de ética e investigacién del CECAN
validado de acuerdo a la declaracién de Helsinkiy a
la Ley General de Salud de México. Cada paciente
incluido en este estudio estuvo bajo tratamiento
de quimioterapia de acuerdo al protocolo St Jude
XV y por tanto recibieron MTX en diferentes vias
y esquemas conforme a su fase de esquema de
tratamiento (19), también se incluyeron los paci-
entes en vigilancia, es decir, niflos que no reciben
tratamiento farmacoldgico. Ademis, se evalué un
grupo de 102 nifios sin LLA como control.

Genotipificacion

EI ADN se obtuvo a partir de sangre total utili-
zando un kit comercial (Macherey-Nagel® Alema-
nia), se determing su integridad y pureza por elec-
troforesis horizontal en gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio y se realizé la cuantificacion
por espectrofotometria en Nanodrop® (Thermos-
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cientific, EE.UU.). Los polimorfismos COL18A1
(rs2274808), SLC19A11 (rs2838956), ABCBI1
(rs1045642, rs1128503), ABCC5 (rs9838667,
1rs3792585), FPGS (rs1544105, rs4451422) y XO
(rs17323235, rs17011368) se determinaron por
reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

PCR) (Applied Biosystems StepOne®, USA).
q pp Y p

Determinacidon de la sobrevida libre de enfer-
medad (SLE) y sobrevida total (ST)

La SLE se calcul6 con la medicién del tiempo
transcurrido desde el inicio de la etapa de remisién
hasta la aparicién de un evento censurado como
el cambio de institucién hospitalaria, abandono
voluntario de tratamiento, cambios en el régimen
establecido, recaida u otra causa que interrumpa
su continua observacién. En tanto que la ST fue
medida a partir del diagnéstico de LLA hasta la
muerte del paciente. Posteriormente se determiné
la asociacién entre las sobrevidas y el genotipo de
los nifios.

Analisis estadistico

Se obtuvieron las frecuencias genotipicas y
alélicas tanto de los nifios con LLA de los 2 grupos
poblacionales de pacientes con LLAy sin LLA (con-
trol). Ademis, se realizé el anilisis del equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) con el paquete estadistico
SNPStats (Espafa) (20) y posteriormente a partir
de las frecuencias alélicas se compararon los grupos
de casos (enfermos) y control mediante una Chi-
cuadrada (%) donde un valor de p<0,05 se consid-
erd estadisticamente significativo. Las diferencias
genotipicas entre grupos enfermo vs control, se
determinaron mediante la prueba de y*, también se
realiz6 un anilisis de asociacion de riesgo entre las
frecuencias alélicas y la presencia de LLA mediante
un ¢y odds ratio (OR).

A partir del anilisis de mineria de datos se
identificaron reglas de asociacién para establecer
los vinculos de las variables independientes (po-
limorfismos genéticos, edad, sexo) con la variable
dependiente (el evento censurado y/o muerte).
Adicionalmente, se realizé una regresion logistica
para identificar la ecuacién que explique el modelo,
y por ultimo, se aplicé el anilisis multivariado de
regresion logistica Log Rank y el anélisis de Kaplan
Meier para estimar los tiempos de supervivencia.
Los programas estadisticos utilizados fueron Rapid-
Miner v5 (Alemania) y SPSS v20 (USA).
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RESULTADOS

Caracteristicas generales de los pacientes y
controles

Se incorporaron al estudio 39 nifios con diag-
néstico de LLA del estado de Durango. El género
que predominé fue el masculino con n=24 (61,50%)
y sus edades corresponden a una mediana de 7,92
aftos con un IC de 2,5-18,08 afios. El tiempo de
seguimiento de tratamiento fue aproximadamente
70 semanas (25-286). En la Tabla 1 se presentan las

F. Zaruma T. et al.

caracterfsticas generales y clinicas de los nifios, en
la cual se puede observar el niimero de pacientes
que tuvieron recaidas, la SLE y el nimero de falle-
cimientos durante el periodo de estudio.

El grupo control consistié de 102 nifios con
una mediana de edad de 5,85 afnos con rango de
1,43-16,13 anos de ambos sexos distribuidos en una
proporcién de 1:1; quienes fueron valorados previa-
mente de acuerdo al examen médico para descartar
la presencia de alguna patologia oncolégica.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes con LLA y controles

Variables

Pacientes con LLA

Controles

N=39

N:102

(mediana, rango)

(mediana, rango)

Edad(afios)

7.92(2.5-18.08)

5.85(1.43-16.13)

Género (Masculino/Femenino)

24(61.50%)/15(38.50%)

51(50%)/51(50%)

Peso (Kg)

18.9(12.3-55.1)

22.9(15.3-53.7)

Talla (m)

1.11(0.91-1.71)

1.22(0.67-1.63)

Superficie corporal (m?)

0.71(0.50-1.7)

0.77(0.57-1.34)

Indice de masa corporal (Kg/m?)

15.11(12.36-28.1)

21(18.5-27.5)

Tiempo de vigilancia(semanas)

73 (25-286)

Dosis MTX (min-max)

45.2 mg'm*-5¢"m*

Hemoglobina (g/dL)

12.05(7-16.8)

12.55(11.06-14.3)

Hematocrito (%)

36.1(28.2-47.0)

36.6(34.6-45.1)

Recuento de eritrocitos (cél/mm?)

3.59 (2.85-5.89) x106

43(4.0-6.54) x106

Recuento leucocitario (cél/mm?)

3.22(1.079-13.6)x103

7.06(5.9-14.2) x103

Conteo plaquetas (cél/mm?)

187(41.1-378) x103

255(241-790) x103

TGO (UIL) 44.5(0.4-149) 14.0(9.2-39.5)
TGP (UIL) 61(0.3-206) 19.4(1.9-69)
Acido tirico (mg/dL) 3.41(2-4.7) 3.77(3.1-4.86)

Urea (mg/dL)

18.0(8.89-34.3)

34.2(10.7-63.2)

Creatinina (mg/dL)

0.64(0.32-1.22)

0.8(0.42-1.32)

Fosfatasa alcalina (UI/L)

249(58-317)

62(42-335)

Numero de pacientes con recaidas (%)

0 : 32(82.05)
1:5 (12.83)
>2:2(5.12)

Tiempo de sobrevida sin la
enfermedad(dias)

757(555.03-885.01)

Ntmero de fallecidos

6(15.38%)

Resultados de genotipo

Se obtuvieron las frecuencias genotipicas y
alélicas de los 39 pacientes con LLA, las cuales se
muestran en la Tabla 2, ademds se presenta el valor
de equilibrio de Hardy —Weinberg. Varios SNPs

presentaron un genotipo con el alelo variante, lo
que repercutié sobre el EHW. Asi, en el caso de los
SNPsde COL18A1 rs2274808, ABCC5 (rs9838667
y rs3792585) y XO rs17011368 donde tanto el grupo
con LLAy el control estuvieron en desequilibrio de
Hardy Weinberg.
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Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas, y valor de equilibrio de Hardy Weinberg de los pacientes con LLA y

los controles.

FRECUENCIAS FRECUENCIAS
GENOTIPICAS ALELICAS Equilibrio Hardy
POLIMORFISMO GRUPOS Weinberg p<0.05
wT HT HM ? q
COL18A1 rs2274808 CASOS 23(0.59)  6(0.15) 10(0.26) 52(0.67) 26(0.33) <0.0001"
0.45486713C>T CONTROL  64(0.63) 26(0.25) 12(0.12) 154(0.75) 50(0.25) 0.0026"
SLC19A1 152838956 CASOS 18(0.46)  14(0.36)  7(0.18)  50(0.64) 28(0.36) 0.170
2.45525110A>G CONTROL  19(0.19) 45(0.44) 38(0.37) 121(0.59) 83(0.41) 0.410
ABCB1 151045642 CASOS 1000.26)  15(0.38) 14(0.36) 43(0.55) 35(0.45) 0.200
3435C>T CONTROL  31(0.30) 23(0.23) 48(0.47) 85(0.42) 119(0.58) <0.0001"
ABCB1 rs1128503 CASOS 18(0.46)  14(0.36)  7(0.18)  50(0.64) 28(0.36) 0.170
1236C>T CONTROL  60(0.59) 27(0.26) 15(0.15) 147(0.72) 57(0.28) 0.001*
ABCCS5 159838667 CASOS 27(0.69)  5(0.13)  7(0.18) 59(0.76)  19(0.24) 0.0002"
3414+434A>C CONTROL  76(0.75)  9(0.09) 17(0.17) 161(0.79) 43(0.21) <0.0001"
ABCCS5 rs3792585 CASOS 10(0.26)  7(0.18) 22(0.56) 51(0.65) 27(0.35) 0.0002
39334+313T>C CONTROL  22(0.22) 10(0.10) 70(0.69) 150(0.74) 54(0.26) <0.0001*
FPGS 151544105 CASOS 11(0.28)  14(0.36) 14(0.36) 42(0.54) 36(0.46) 0.110
.45486713C>T CONTROL  40(0.39) 43(0.42) 19(0.19) 123(0.60) 81(0.40) 0.220
FPGS rs4451422 CASOS 16(0.41)  19(0.49)  4(0.10) 51(0.65) 27(0.35) 0.740
45451T>G CONTROL  41(0.40) 55(0.54) 6(0.06) 137(0.67) 67(0.33) 0.0042
XO rs17323235 CASOS 10(0.26) 21(0.54) 8(0.21) 41(0.53) 37(0.47) 0.750
1936A>G CONTROL  7(0.07)  92(0.90) 3(0.03) 106(0.52) 98(0.48) <0.0001"
XO rs17011368 CASOS 19(0.49)  0(0.00) 20(0.51) 40(0.51)  38(0.49) <0.0001"
2107A>G CONTROL ~ 93(0.91)  3(0.03)  6(0.06) 189(0.93) 15(0.07) <0.0001"

*Diferencias estadisticamente significativas luego de la prueba de X? (WT: genotipo silvestre o wild type, HT: heterocigotos, HM: homocigotos

mutados, alelo p: alelo dominante, ¢: alelo recesivo)

Diferencias de la distribucion genotipica y
alélica de pacientes con LLA y del riesgo de
padecer LLA

Se realiz6 el estudio comparativo de genotipos
de pacientes con LLA con los controles. Un ani-
lisis preliminar de la determinacién del criterio de
Akaike fue utilizado para obtener el mejor modelo
de distribucién genotipica. En todos los SNPs, el
modelo codominante resulté el mas adecuado. En la
segunda etapa del anilisis, a partir de la prueba de y*
de los grupos se obtuvo diferencias estadisticamente
significativas en los dos SNPs de XO (rs17323235
y rs17323235).

De otra parte, en la Tabla 3 se presenta la aso-
ciacién de las frecuencias alélicas de cada SNPs con
el riesgo de presentar LLA, tnicamente el SNPs
de XO rs17011368 (2107A>G) present6 diferencias
significativas entre grupos, lo que indica que los

portadores del alelo recesivo (“mutado”) tienen
cerca de 10 veces mayor probabilidad de asociarse
con LLA (OR: 9,771; IC95% 4,974-19,196).

Resultados de analisis de sobrevida

La SLE en los pacientes sin recaidas del cuadro
leucémico presenté una mediana de 58,17 meses
en intervalos de confianza (IC 95%) con valores
de 50,55- 65,94 meses, mientras que pacientes con
recaidas mostraron una mediana de 52,95 meses en
IC 95% de 47,01-63,11 meses. La comparacién de
ambos grupos de pacientes no mostré diferencias
significativas entre los grupos Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre tales
grupos (log Rank: 0,145, p=0,704) como se pre-
senta grificamente en la curva de Kaplan-Meier
(Figura 1). Por otra parte, se evalud la relacién de
la mortalidad con el genotipo, la Figura 2 describe
la relacién de la mortalidad con el genotipo.
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Tabla 3. Riesgo de asociacién del alelo recesivo con LLA

i GRUPOS
POLIMOREISMO | Alelo dominante
Alelorecesivo | CONTROL| €ASO | p<0.05 |  OR (1C95%)
C 154(0.76) 52(0.67) referencia
COLI8AT 152274808 T 50(0.24) 26(0.33) 01765 1.540(0.871-2.719)
A 121(0.59) 50(0.64) referencia
SLCT9AT 152858956 G 83(0.41) 28(0.36) 0497 0.816(0.475-1.4015)
C 119(0.58) 43(0.55) referencia
ABCBI 151045642 T 85(0.42) 35(0.45) 0.687 1.139(0.674-1.928)
C 147(0.72) 50(0.64) referencia
ABCBI rs1128503 T 570028)  28(036) PP 1444(0.839-2.514)
A 161(0.79) 59(0.76) referencia
ABCCS 159838667 C 43(0.21) 19(0.24) 0.627 1.205(0.651-2.234)
T 150(0.73) 51(0.65) referencia
ABCCS 153792585 C 54(0.27) 27(0.35) 0176 1.471(0.839-2.576)
) C 123(0.60) 42(0.54) referencia
FPGS rs1544105 T 81(040)  36(0.46) 9% 1302(0.769-2.203)
. T 137(0.67) 51(0.65) referencia
FPGS re4451422 G 67(0.33) 27(0.35) 0888 1.083(0.624-1.871)
A 106(0.52) 41(0.53) referencia
XOs17323235 G 98(0.48) 37(0.47) 0997 0.976(0.578-1.646)
A 189(0.92) 40(0.51) referencia
XOrs17011368 G 15(0.08) 38(0.49) <0.0001 9.771(4.974-19.196)
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Figura 1. Curva de Kaplan Meier de la sobrevida libre de la enfermedad (SLE) para los pacientes con y sin recaidas

Estimacion de sobrevida libre de enfermedad: Sin recaidas (NO Relapse) 58.17 meses con recaidas (SI Relapse) 52.95 meses, log Rank: 0.145,
IC 95%, p=0.704. Los puntos que cortan las curvas mencionadas representan cada evento de censura .
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CENSORED Aligned Responses

Response

COL18AL 9.45486713C>T rs2274808 C.T FALLECIDO
VIVE

SLC19A1 g.45525110A>G rs2838956 FALLECIDO
VIVE

ABCB1 3435C=T rs1045642 FALLECIDO
VIVE

ABCB1 1236C=T rs1128503 FALLECIDO
VIVE

ABCCS 3414+434A>C rs9838667 FALLECIDO
VIVE

ABCCS 3933+313T>C rs3792585 FALLECIDO
VIVE

FPGS g.45486713C=T rs1544105 FALLECIDO
VIVE

FPGS 454517>G rs4451422 FALLECIDO
VIVE

X0 1936A=G rs17323235 FALLECIDO

) VIVE

XO 2107A=Grs1701368 FALLECIDO
VIVE

HM

WILD TYPE I

HTR
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Figura 2. Distribucién genotipica de los polimorfismos evaluados en los nifnos fallecidos y sobrevivientes

Tabla 4. Asociacién del genotipo del grupo de los pacientes vivos y fallecidos con el tiempo de sobrevida total (ST)

VIVOS FALLECIDOS
POLIMORFISMO | GENOTIPO Tiempo (meses) Log Tiempo (meses)
N Mediana (1C:95%) [P <%% | Rank | | Mediana (1C:95%) | P <007 | Log Rank

CcC 18  20.63(16.27-31.13) 5 26.23(5.93-27.0)

COL18A1 rs2274808 CT 6 27.0(9.0-61.0) 0.1386  2.19 0 NA 0.1386 2.1933
TT 9 30.03(18.5-40.53) 1 32.53(NA)
AA 15  28.8(16.27-38.37) 3 26.23(19.3-27.0)

SLC19A1 rs2838956 AG 12 20.65(9.30-30.03)  0.2018 3.2006 2  19.23(5.93-32.53)  0.8254 0.3837
GG 6 31.68(13.47-61.0) 1 26.87(NA)
CC 9  26.63(16.27-48.40) 1 32.53(NA)

ABCBI1 rs1045642 CT 13 25.37(13.47-35.03) 0.6946 0.7288 2 16.47(5.93-27.0) 0.3003 2.4057
TT 1 2277(9.00-31.13) 3 2623(1930-26.87)
CC 15  18.37(9.00-34.37) 3 19.30(5.93-27.0)

ABCBI1 rs1128503 CT 14 27.0(18.5-35.03) 06332 0.9139 0 NA 0.343 0.899
TT 4 34.22(18.37-31.13) 3 26.87(26.23-32.53)
AA 25 2537(1837-34.73) 2 25.92(19.3-32.53)

ABCC35 rs9838667 AC 4 24.81(185-40.53) 09694 0.062 1 26.87(NA) 0.7248 0.6434
cc 4 30.083(16.27-48.40) 3 26.23(5.93-32.54)
TT 10 27.0(9.00-37.07) 0 NA

ABCC35 rs3792585 TC 5 18.5(8.63-61.0) 0.8549 03135 2 16.40(5.93-26.86)  0.3209 0.9853
TT 18  29.15(18.37-34.73) 4 26.61(19.3-32.55)
cc 10 16.33(8.63-31.13) 1 5.933(NA)

FPGS rs1544105 CT 13 30.03(185-3834)  0.044° 6247 1 1930(NAY  0.0276°  7.1818
TT 10 27.0(1834-34.73) 4 2693(26.93-32.55)
TT 15 18.37(9.0-35.03) 0.1875 1 27(NA)

FPGS rs4451422 TG 15  30.03(18.5-38.34) ' 33484 4  22.77(5.93-32.53)  0.8970 0.2174
GG 3 18.53(18.5-28.80) 1 26.87(NA)
AA 8 16.33(9.0-47.26) 2 16.47(5.93-27.0)

XO rs17323235 AG 18  27.0(18.5-34.73) 0.2518 2.7585 3  26.23(19.30-32.53) 0.9159 0.1758
GG 7 31.13(8.63-56.63) 1 26.87(NA)
AA 16  18.43(13.47-34.73) 2 16.47(5.93-27)

XO rs17011368 AG 1 9.0(NA) 0.0085" 9.5414 0 NA 0.7073 0.1416
GG 16 28.717(18.53-37.07) 4  26.55(19.30-32.53)

Andlisis de ST de los grupos de pacientes vivos y fallecidos. NA: no aplica, * Diferencias significativas p>0.05 IC95% entre grupo
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En la Tabla 4 se observan los valores de ST com-
parados con el genotipo, con sus respectivos valores
de log Rank. Se puede observar que en la mayoria de
los SNPs del grupo de los nifios sobrevivientes no
se encontraron diferencias en la ST entre subgrupos
WT comparados con los HT y HM, excepto en los
casos con los polimorfismos de FPGS rs1544105
y de XO rs17011368 (Tabla 4), no obstante, en el
grupo de los fallecidos, el polimorfismo FPGS
rs1544105 mostr6 un valor de p<0,05.

Los resultados de regresion logistica multivaria-
da aplicada exclusivamente al grupo de los nifios con
LLAy estableciendo la muerte del individuo como
variable dependiente, determind la precisiéon de
84,17+/ -17,26 y la exactitud de 70,00% +/-26,93%
del modelo generado y descrito por la ecuacién
general con el siguiente algoritmo:

M=0,86-45,33*S+43,07*a-13,03*b-101,93*c-
97,91*d-1,73*e+58,36*f-218,54*g+86,15*h-
241,99*i+64,83%j

Donde, M: Mortalidad; S: sexo; a: COL18A1
1s2274808; b: SLC19A1 rs2838956; ¢: ABCB1
15s1045642; d: ABCB1 rs1128503; e: ABCC5 159838667,

f: ABCC5 1s3792585; g: FPGS r51544105; h: FPGS
r54451422; i: XO 1517323235; j: XO rs17011368

Asociacion de los polimorfismos genéticos
con la mortalidad

El modelo de minerfa de datos aplicado al
grupo de pacientes con LLA, revel6 8 asociaciones
que favorecen el riesgo de muerte de los nifios.
Las Asociaciones mis potentes con un nivel de
confianza superior al 90% son: la asociacién del
sexo con 1s9838667 (ABCC)5) con una potencia
de 32,5%; la asociacién del rs1544105 (FPGS) con
rs17011368 (XO) mostré una potencia de 25%,
los dos polimorfismos de XO (22,5%) y en la
triple asociacion de rs1128503 (ABCBI1), rs4451422
(FPGS) y rs17011368 (XO) con 22,5%. El resto de
asociaciones no se mencionaron debido a que no
fueron relevantes.

DISCUSION

Los estudios de farmacogenética de transpor-
tadores y enzimas de la via del folato evaluadas
en nuestra investigacién en poblacién infantil con
LLA del noroeste de México encontramos que el
SPN XO (r5s17011368) estuvo asociado con LLA y
que el FPGS (rs1544105) afect6 la sobrevida libre
de enfermedad y la sobrevida total.

F. Zaruma T. et al.

Las protefnas transportadoras relacionadas
con la via de folato dependen de genes altamente
polimérficos. En este trabajo investigativo encon-
tramos que los SNPs de COL18A1(rs2274808) y
SLC19A11 (rs2838956) estudiados y que expresan
para proteinas transportadoras especificas de fo-
latos y de otros principios farmacolégicos como
el MTX presentaron el alelo alterno de manera
importante (33% y 36% respectivamente), por lo
cual este cambio minimo impactarfa en la funcién
de los SLC19A1 (21). El SNP (rs2274808) mostrd
genotipo mayoritario silvestre o “wild type” (WT)
en el grupo de ninos con LLA (59%), mientras que
los portadores heterocigotos (HT) y homocigotos
mutados (HM) estuvieron en frecuencias elevadas
causando el desequilibrio de Hardy Weinberg. Sin
embargo, el OR de 1,540(1C95%; 0,871-2,719)
indica bajo riesgo de padecer LLA, aunque no se
descartarfa la probabilidad de ser responsable en
parte, de la aparicién de eventos adversos mediados
por MTX, tal como lo reporté Owen et al. (13). El
polimorfismo SLC19A1 (rs2838956) se encontrd
en un importante nimero de pacientes con HT y
HM,; lo cual favorecerfa la posible presentacién de
reacciones gastro-intestinales adversas por MTX,
como se ha asociado en poblacién portuguesa (22,
23). Ademas, los SNPs de SLC19A1 pudieran estar
asociados a riesgos toxicos en pacientes tratados
con altas dosis de MTX tal como lo indica Faganel
et al. (24).

Los SNPs de transportadores de ABCB1 son
trascendentales para el eflujo de fAirmacos al interior
de las células, estian relacionados con cambios sobre
la glicoproteina P (P-gp). El trabajo de Kimchi- Sar-
faty et al. (25) concluy6 que los portadores del alelo
alterno (CT o TT) del SNP 3435C>T (rs1045642)
de esta subfamilia que expresa a las MDR1 y gli-
coproteina P (P-gp), pueden experimentar una
disminucién de su funcién de transporte de eflujo.
En esta investigacién obtuvimos un ndmero im-
portante de nifios con estas variantes genotipicas,
quienes potencialmente verfan disminuida la activi-
dad de las P-gp en varios érganos claves. Encontra-
mos también que la distribucién del alelo recesivo
en nuestra poblacién mexicana (45%) fue inferior
a la que encontré (61,5% del alelo alterno). Kim et
al. en 2012 (26) en pacientes coreanos. Al comparar
las frecuencias alélicas de grupos enfermos con el
grupo sano (Tabla 3) no encontramos diferencias
estadisticamente significativas, por tanto, no hay
evidencia de que se asocie con LLA; pero se podria
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inferir que estas variantes pudieran evitar el deteri-
oro progresivo y las recaidas de nuestros pacientes,
tal como lo refiere Stanulla et al. (27) en pacientes
con genotipo CT'y T'T en los que se reduce el riesgo
de recaidas sobre el SNC.

Por otra parte el SNP de ABCB1 1236C>T
(rs1128503) presenté una distribuciéon genotipica
de HT interesante (36% para pacientes y 26% para
los controles), valores menores  que las frecuencias
en poblacién brasileira (278 individuos distribuidos
con el 60% del portador HT) publicado en 2010
por Mauricio-Scheiner et al. (28). Ademds, nuestra
poblacién con genotipo mutado, podria ser mds
susceptible para desarrollar efectos adversos por la
terapia con MTX, ya que se ha asociado este SNP
con severa mielosupresion especialmente con neu-
tropenia asi como resistencia a quimioterapia, de
acuerdo a la referencia de Zgheib et al.(29).

La evaluacién de los SNPs de los transportadores
ABCC5 (rs9838667 y rs3792585) destaca mayoritari-
amente el grupo de WT en la poblacién pediatrica
con LLA, lo que en consecuencia modific6 el EHW.
En cambio el 1s3792585 del mismo gen ABCC5 pre-
sent6 un alto nivel de HM en la poblacién con LLA
(56%) y en el grupo de nifnos saludables (69%). Si bien
de estos SNP no se conocen referencias en poblacién
mexicana, se sabe que algunos de ellos (ABCC5/
MRP5) tendrian repercusion en la resistencia a
tirmacos especialmente de tipo oncolégico (30, 31).

El proceso metabdlico enzimitico de MTX
consta de la funcién de la FPGS, cuyo mecanismo
es producir metabolito activo de poliglutamato-
MTX. EI SNP rs1544105 de FPGS se encontré en
la poblacién de pacientes HT y HM (36% en ambos
casos), lo cual resulta en un 72% de poblacién por-
tadora del mencionado polimorfismo. Este dltima
distribucién genotipica es muy diferente a lo que
reportd Liu ef al. (32) quienes en una muestra de
poblacién china (n=164) encontraron alto nimero
de HT y HM que sumaron 150 casos (91,4%).
Ademis, esta tltima poblacién mostré desequi-
librio (p<0,0001), lo que indicaria que la poblacién
pediatrica enferma pudiera estar posiblemente rela-
cionada con la sobreexpresiéon de FPGS, hecho que
afectaria el tratamiento con MTXy otros sustratos
que usen esta via metabdlica. Ademas, Sharmaeet al.
(33) evaluaron una muestra de la poblacién hinda
y reportaron que la variante mutada rs1544105 es-
taba asociada con la respuesta disminuida al MTX
en los pacientes, pero no comentan sobre cambios
importantes en la SLE o en la ST.

185

El FPGS (rs4451422) mostré mayor ntimero de
portadores HT, con un 49% en los nifios con LLA.
Este hallazgo pudiera explicar una pobre respuesta
tisiol6gica de produccién de poliglutamatos en los
portadores del SNP, tal como lo report6 den-Boer
et al. (34).

El SNP 1517323235 de XO revel6 un compor-
tamiento genotipico similar en las poblaciones
estudiadas donde estuvo incrementado el nimero
de pacientes HT. En contraste, el 1517011368 de XO
mantuvo un nivel distinto en las dos poblaciones;
asi en los grupos de casos hubo un alto ntimero de
ninos con HM (51%) y en el control la frecuencia
fue muy contundente en favor de WT (93%). De ahi
que las distribuciones alélicas hayan tenido mucha
dispersién lo que en todos los grupos evaluados de-
termind la ausencia de EHW. Es importante indicar
que s6lo este SNP demostrd un riesgo significativo
de 9 -10 veces mis en relacién al grupo control para
manifestar la enfermedad.

En nuestra poblacién pediitrica con LLA se
presentaron 6 fallecimientos y 7 pacientes hicieron
recaidas durante el tiempo de observacion, de los
cuales cinco nifnos recayeron a nivel de médula 6sea
y dos sobre el sistema nervioso central (SNC). Del
total de los ninos fallecidos, 3 recayeron durante su
tratamiento; sin embargo, de acuerdo al promedio
de SLE y ST no encontramos diferencias impor-
tantes en la mayoria de SNPs y sélo fue significa-
tivo para FPGS (rs1544105) y XO (rs170113689).
Este hallazgo relacionado con los SNPs de FPGS
también fue descrito por Gémez-Goémez et al.
(35), quienes estudiaron el A22G de FPGS, un
SNP similar a los evaluados por nuestro grupo de
investigacion, y concluyeron que éste disminuye
la ST en individuos HT y HM. Cabe destacar que
los SNPs de genes que codifican enzimas que se
presentan en los ninos HT y HM superan amplia-
mente a los WT, llegando a extenderse su SLE por
mis de 25 meses, lo que presumiblemente se deba
ala presencia del alelo recesivo. Este hecho también
lo encontré en poblacién china el equipo de Liu et
al. (32) quienes afirman que los portadores del CC
(silvestre ~WT-) tienen una ligera disminucién de
la SLE y que contribuye a incrementar el riesgo de
toxicidad y cambios farmacocinéticos del MTX
(36). Finalmente consideramos que esta investig-
acién realiz6 un estudio piloto, serd muy importante
monitorear un mayor niimero de nuevos casos para
corroborar estos hallazgos.
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CONCLUSION

Las variantes genotipicas y alélicas encontramos
que de los polimorfismos estudiados en nuestra po-
blacién infantil con LLA mostraron que cuatro no
presentaron EHW, COL18A1 (rs2274808), ABCC5
(rs9838667 y 1s3792585) y el XO (rs17011368), por
tal razén, podria asumirse que estin presentes de
preferencia en nifios con LLA y podrian considerar-
se como marcadores candidatos para analizar esta
patologfa. Por otra parte, al comparar los grupos
de casos y control, se confirmé que solamente el
SNP XO (rs17011368) estuvo asociado con riesgo de
LLA, cuyo OR fue de 9,771 (1C95%; 4,974-19,196;
p=0,0001). De acuerdo al valor de Log Rank con
p<0,05 se encontré que sélo el FPGS (rs1544105)
increment? significativamente la SLE y ST. Final-
mente, al tratarse de un estudio piloto consideramos
que nuestros hallazgos preliminares si bien han sido
interesantes, deberdn en futuras investigaciones
considerarse ampliar el escrutinio de pacientes con
LLA en otros estados proximos de la Repuablica
Mexicana para corroborar estas tendencias.
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