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INTRODUCCION

1. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

1.1.DEFINICION

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es la neoplasia mas frecuente en la infancia. Se

caracteriza por la transformacién maligna de una célula progenitora linfoide inmadura que da

lugar a una proliferacidon clonal incontrolada de células bloqueadas en un punto de su

diferenciacion (1). La adquisicion por parte de estos precursores linfoides de una serie de

anomalias genéticas, hace que se altere su proceso de maduracidon normal, produciendo una

parada madurativa en su proceso de diferenciacion y favoreciendo la proliferacién de las

células transformadas. En consecuencia, se produce una proliferacién clonal de estas células

inmaduras o blastos que invaden la médula dsea y la sangre periférica, produciendo un fracaso

de la funcion medular e infiltracion blastica de dérganos y tejidos, principalmente ndédulos

linfaticos, higado, bazo, sistema nervioso central y testes. Las LLAs pueden ser de estirpe Bo T

(Figura 1).

re
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Figura 1. Evolucion de una célula sanguinea. Adaptada de http://www.cancer.gov
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1.2.EPIDEMIOLOGIA

La Leucemia representa la tercera parte de todos los casos de cancer infantil (Figura 2).
Aproximadamente un 75-80% de todas las leucemias agudas de la infancia son LLA. El 75% de
los casos sucede en nifios menores de 6 afios y la maxima incidencia tiene lugar entre los 2y 5
afios de edad (2). Se estima que la incidencia mundial se encuentra en 1- 4,75/100.000/afio (3,
4). Hay un ligero predominio en varones, sobre todo en la pubertad. También se han descrito
diferencias geograficas y raciales. La LLA de estirpe B es mas frecuente en paises
industrializados, representando el 85% de los casos en pacientes pedidtricos (5). En
poblaciones heterogéneas, se ha observado mayor incidencia de LLA en la raza caucasica
respecto a la afroamericana. Los niflos de origen hispano presentan mayor incidencia de LLA

respecto a otros grupos, asi como peores tasas de supervivencia (6).

%% 0%

M Leucemia

B CNS

m Linfoma

B Tumor de tejido blando
H Neuroblastoma

® Tumor renal

B Tumor 6seo

M Tumor epitelial
Tumor germinal

M Retinoblastoma

m Tumor de higado
Otros

Figura 2. Incidencia del cancer infantil (0-14 afios) segun el Registro Nacional de Cancer SEER
(Surveillance, Epidemiology and End Results) de 2009-2012.

Adaptado de http://seer.cancer.gov/archive/publications/childhood/

En Espaiia, segun los datos del Registro Nacional de Tumores Infantiles (RNTI), se estima que la
incidencia de leucemias en nifios menores de 14 afos es de un 46,7% (Figura 3) y la incidencia

de la LLA es de un 36,6% (IC 95%: 34,7-38,6) (Informe RETI-SEHOP 1980-2015).
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RETI-SEHOP. Santander, 19-21 de mayo de 2016
INCIDENCIA DEL CANCER INFANTIL EN ESPANA

2000-2014, 0-14 afios, ambos sexos, excluidos no clasificables en la ICCC-3

Tasa estandarizada por la poblacion mundial (ASRw): 154,1x 108
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Espafia RETI-SEHOP: area de alta cobertura: Aragdn, Catalunya, Euskadi. Madrid y Navarra

Figura 3. Grafica de la incidencia del cancer infantil en Espafia. Grafica cedida por RETI-SEHOP.

Gracias a la intensificacion de los tratamientos, fundamentalmente la combinacion de
diferentes agentes quimioterdpicos y a la mejora de las medidas de soporte, la supervivencia
global de esta enfermedad ha mejorado de forma importante en las ultimas décadas, siendo
en la actualidad mayor del 80%. En Espafia, segin datos del RNTI, se estima que la
supervivencia a 5 afos del diagndstico ha aumentado notablemente de un 56% en los afios 80

a un 83% en los ultimos afios (Informe RETI-SEHOP 1980-2015) (Figura 4).
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Figura 4. Supervivencia a 5 afios del diagndstico de pacientes diagnosticados de Leucemia Linfobl3stica

Aguda por cohorte de afio de incidencia. Grafica cedida por RETI-SEHOP.

1.3.ETIOLOGIA

La LLA es una enfermedad heterogénea y su etiologia es desconocida. Sin embargo, se han

relacionado varios factores (a) genéticos, (b) virales y (c) ambientales.

(a)

30

Los factores genéticos tienen un papel cada vez mas importante en la etiologia de las

leucemias agudas. Esta afirmacion estd basada en la alta frecuencia de LLA en nifios con
alteraciones genéticas constitucionales, como el sindrome de Down, la Anemia de
Fanconi, el sindrome de Bloom o el de Klinefelter (7, 8). También se ha observado una
cierta predisposicién familiar para la leucemia. De hecho, la frecuencia de la leucemia
aguda es mayor en los familiares de estos pacientes (2). Asimismo, se han descrito una
serie de alteraciones genéticas estrechamente relacionadas con la LLA, como las

translocaciones cromosémicas E2A-PBX1, BCR-ABL, MLL-AF4 y TEL-AML1 (9-12) (Tabla 1).
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Tabla 1. Translocaciones cromosémicas mas frecuentes en LLA

- Genes . . .
Translocacion Frecuencia  Caracteristicas clinicas
afectados
Mal prondéstico, hiperleucocitosis, afeccion del SNC,
t(1;19)(023;p13) E2A/PBX1 5-6% )
fenotipo pre-B.
Cromosoma Philadelphia. Muy mal prondstico,
t(9;22)(q34;911)  BCR/ABL 3-5% ) o _
hiperleucocitosis, mayor edad, fenotipo pre-B.
Muy mal prondstico, hiperleucocitosis, predominio
t(4;11)(921;p23) MLL/AF4 2% U > " ? . >
en lactante y nifio pequefo, fenotipo pre-preB.
25% de las LLA L
t(12;21)(p13;922) TEL/AMLI1 Prondstico favorable.

pre-B

Algunas de estas translocaciones han sido detectadas en el momento del nacimiento,
sugiriendo el origen prenatal de algunos tipos de leucemias (13, 14). Finalmente, gracias a
las nuevas técnicas utilizadas en la actualidad para el estudio del genoma completo
(genome wide association study o GWAS) se han detectado una serie de polimorfismos
genéticos (hereditarios) de la linea germinal relacionados con la patogénesis de la LLA
infantil, como los descritos en los genes ARID5B, IKZF1, CEBPE, CDKN2A, COMMD3/BMI 1,
PIP4K2A y GATA3 (15-17). En los ultimos afios, los mecanismos epigenéticos estan
cobrando cada vez mayor importancia, como la metilacién de promotores de ADN vy la
modificaciéon de histonas. Estos mecanismos pueden alterar la transcripcion con la

consiguiente alteraciéon de la expresion del gen implicado (18, 19).

b) En relacidn a los factores virales, actualmente no esta muy claro el papel oncogénico

de estas infecciones en el desarrollo de la LLA. La Unica asociacion clara encontrada en
pacientes pedidtricos, se da entre el virus de Epstein-Barr y los casos endémicos de
linfoma de Burkitt (LLA de células B o subtipo morfolégico L3) (20). Existen dos hipdtesis
sobre el papel que tienen este tipo de infecciones en la etiologia de la enfermedad: (1)
Por un lado, se postula que el retraso en la exposicion a infecciones comunes del sistema
inmune inmaduro podria desencadenar una respuesta inmune descontrolada y este
hecho, en presencia de células susceptibles, conduciria al desarrollo de LLA (21). (2) Por
otro lado, se postula que las poblaciones previamente aisladas, por lo tanto
inmunolégicamente inmaduras, son mas susceptibles de presentar una LLA cuando se

exponen a ciertas infecciones especificas (22).
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c) Entre los factores medioambientales que pueden facilitar el desarrollo de leucemias,

destacan la exposicion a determinadas quimioterapias, como las nitrosoureas, los
alquilantes, o las epipodofilotoxinas y las radiaciones ionizantes (23-25). De hecho, tras la
explosién de las bombas atémicas en Hiroshima y Nagasaki se observé una alta incidencia
de leucemia entre los supervivientes (26). Aunque se han realizado diferentes estudios
prospectivos observacionales, la busqueda de una asociacidn entre la exposicidon a
factores medioambientales con procesos oncoldgicos es complicada, asi como obtener
resultados consistentes. Entre estos estudios, se ha encontrado una asociacion entre la

exposicién a pesticidas en el embarazo con el desarrollo de la LLA (27).

1.4.CARACTERISTICAS CLINICAS

La mayoria de los pacientes con LLA presentan signos y sintomas derivados de un fallo
medular, por infiltracién de la médula dsea por parte de los blastos y debido también a su
extension extramedular, dado que a pesar de ser una enfermedad de la médula dsea y sangre
periférica, puede afectar cualquier 6rgano o tejido (1, 2). La duracién de los sintomas puede
ser de dias o incluso meses. Estos signos y sintomas pueden presentarse de forma insidiosa o
de forma brusca. La forma de presentacién puede ser desde una alteracién en la analitica de
un paciente asintomatico hasta un debut como una urgencia médica. Las manifestaciones mas
frecuentes al diagndstico son la anemia, que se traduce en palidez y astenia; la trombopenia,
gue se manifiesta como petequias, equimosis o0 hemorragias (sobre todo cutaneas y mucosas);
y la neutropenia, que aumenta el riesgo de infecciones, por lo que no es raro que la
enfermedad debute como un episodio de fiebre sin causa infecciosa aparente. En ocasiones,
estos pacientes presentan dolores éseos o artralgias debido a la infiltracidon de la médula dsea
o incluso el hueso o la articulacion, que retrasa el diagndstico ya que confunde con procesos
osteoarticulares, mas comunes en los nifios. En la exploracién, es frecuente la presencia de
hepatomegalia y esplenomegalia, asi como adenopatias. El sistema nervioso central es otro

lugar por el cual los blastos presentan predileccién, asi como los testiculos en los nifios.

1.5.DIAGNOSTICO

El diagndstico de sospecha en la LLA se realiza en la mayoria de los pacientes con un

hemograma, donde habitualmente se detectard leucocitosis (aunque el nimero de leucocitos
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puede ser normal o disminuido), junto con diferentes grados de anemia y trombopenia. En el
frotis de sangre periférica al microscopio, pueden observarse células blasticas. Sin embargo, el
diagndstico definitivo de una LLA debe realizarse mediante el andlisis morfolégico, moleculary
citogenético del aspirado de médula dsea (26). La presencia de al menos un 25% de blastos en
la médula ésea confirmara el diagndstico. En un porcentaje no desdefiable de casos, las células
blasticas pueden estar ausentes, lo que obligara a repetir el aspirado con posterioridad (28). A
continuacién, el subtipo de LLA se definira con los estudios morfolégicos, inmunoldgicos, de
biologia molecular y citogenética de dicho aspirado (29). Esta clasificacion tiene importantes
implicaciones en el tratamiento y en el prondstico de la enfermedad. Por ello, antes de aplicar
el tratamiento mas adecuado a cada paciente es obligatorio un estudio exhaustivo de todos los

factores (10, 30, 31).

1.6.FACTORES PRONOSTICO

Una de las principales caracteristicas de esta enfermedad es su gran heterogeneidad, con
grandes diferencias entre los pacientes al diagndstico, en la evolucién y en la respuesta a la
quimioterapia. La estratificacidon del tratamiento por factores de riesgo y los avances en los
tratamientos en cuidados intensivos, han mejorado el prondstico de estos pacientes de
manera significativa; de hecho, la supervivencia libre de eventos a los 5 afios ha alcanzado el
80-90% (5). Esta clasificacion al diagndstico, basada en el riesgo de recaida, ha permitido evitar
el exceso de tratamiento en ciertos pacientes, asi como la administracidon de un tratamiento

insuficiente en otros (30, 32, 33).

La estratificacidn del tratamiento segun el riesgo ha sido posible gracias al estudio de factores
prondstico. En los ultimos cincuenta afios han sido muchos los factores analizados, lo que ha
permitido incorporar nuevos factores prondstico y desestimar otros que con el tiempo han
perdido su significado estadistico. En la actualidad, los factores prondstico mas importantes a
tener en cuenta son: la edad, el numero de leucocitos al diagndstico, la afectacion
extramedular, el inmunofenotipo, la ploidia, las alteraciones citogenéticas o gendmicas, la
respuesta temprana al tratamiento y la enfermedad minima residual (EMR) (Tabla 2). La
remisién completa de la enfermedad, incluye ausencia de clinica, la recuperacién de las tres
series en el hemograma, junto con la negatividad de blastos en el aspirado medular y EMR

negativa (24, 34).
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La respuesta precoz al tratamiento (cuantificada por la EMR y la morfologia), esta considerada
como uno de los factores prondstico mds importantes, porque refleja las caracteristicas
genéticas de los linfoblastos, las caracteristicas farmacodindmicas y farmacogenéticas del
paciente y el efecto de la quimioterapia sobre las células (32, 35, 36). Los protocolos del grupo
aleman Berlin-Frankfurt-Miinster (BFM) observaron que los pacientes que presentaban un
nuimero de blastos en sangre periférica menor de 1.000/mm3 tras una semana de tratamiento
con prednisona y una dosis de metotrexato intratecal, tenian una supervivencia libre de
eventos mayor que los que no alcanzaban dicho objetivo, convirtiéndose asi en uno de los
factores prondstico mds importantes (37). A su vez, el aspirado de médula dsea para valorar el
porcentaje de blastos en médula ésea en el dia +14 del tratamiento, continda siendo uno de
los factores prondstico mas relevantes (38, 39), junto con el resultado de la EMR al final de la

induccion (40-42).

Ademas de los anteriores, se consideran datos de buen prondstico los pacientes que tienen
entre 1 y 9 afios, junto con un recuento de leucocitos bajo al diagndstico (< 50.000) (24). La
afectacién de SNC, sin embargo, estd asociada a mal prondstico y precisa tratamiento
especifico. Respecto al inmunofenotipo, los pacientes con LLA de precursores de células B con
el marcador CD10 positivo (CALLA) tienen un prondstico mas favorable, al contrario que las LLA

de estirpe T, las cuales se consideran de alto riesgo (43).

Con respecto a las alteraciones genéticas, se ha relacionado la hiperdiploidia con una mejor
respuesta al tratamiento. Dentro de las mas frecuentes, las trisomias de los cromosomas 4, 10
y 17 han sido asociadas con un bajo riesgo de fracaso terapéutico (31). Por el contrario, la

disminucién en el nimero de cromosomas esta relacionada con un mal prondstico (44).

La presencia de determinadas translocaciones cromosémicas también tiene importancia
prondstica. Por ejemplo, el cromosoma Philadelphia producto de la t(9;22) (q34;q11), que
produce el reordenamiento BCR-ABL1, tiene muy mal prondstico y son las leucemias infantiles
mas dificiles de tratar (45). Sin embargo, en los ultimos afios el prondstico de estos nifios ha
mejorado notablemente tras la incorporacién del imatinib a la quimioterapia intensiva que
reciben estos pacientes (46). El reordenamiento MLL/AF4 o t(4;11) (921;923) o cualquier
cambio 11923 estd asociado a un mal prondstico. La translocacién t(1;19) (g23;p13,3), que da
lugar al reordenamiento E2A/PBX1, se habia asociado a un peor prondstico, pero con los
nuevos tratamientos mas intensivos, se ha observado que esta translocacidn ya no tiene un

factor pronéstico desfavorable. La translocacién t(12;21) (p13;922) o reordenamiento
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TEL/AMLI1 confiere un buen prondstico y se ha observado que la recaida en este grupo de

pacientes aparece mas tarde que en otros tipos de LLA (30).

Tabla 2. Factores prondstico mds utilizados en LLA

FAVORABLES DESFAVORABLES

Edad 1 - 9 afios Edad < 1 afio 6 > 10 afios

Leucocitos al diagndstico <20 x 10a la 9/L Leucocitos al diagndstico >20 x 10 a la 9/L
Inmunofenotipo comun T > pre-pre B > pre-B > B

Ausencia de afeccién del SNC Afeccion del SNC

Hiperdiploidia, fusion TEL/AML1 t(1;19), £(9 ;22), t(4 ;11)

Blastos MO < 5% en dia + 14 de tratamiento Blastos en MO>5% en dia + 14 de tratamiento

Abreviaturas: SNC, sistema nervioso central; MO, médula ésea

1.7.TRATAMIENTO

1.7.1. El tratamiento de la LLA en la infancia: LAL/SHOP

El primer hito en el camino hacia la curacién de la LLA se produjo en 1948, con los estudios del
Dr Sydney Farber, que describian que la aminopterina, un antagonista del acido félico podia
inducir remisiones parciales en pacientes con LLA (47). Este descubrimiento supuso la
introduccion de la quimioterapia en el tratamiento de esta enfermedad. En los afios sesenta la
introduccion del tratamiento dirigido al SNC con radioterapia craneal y metotrexato intratecal
junto con el desarrollo de la quimioterapia combinada, con distintas fases de tratamiento
(induccién, intensificacion (consolidacién) y mantenimiento) establecid las bases para el
desarrollo de posteriores protocolos que han ido introduciendo nuevos avances en el
tratamiento y han conseguido aumentar la supervivencia de una enfermedad incurable a mas

del 80-90% actuales (32).

Por otro lado, el conocimiento que se ha adquirido a lo largo de estos afios sobre los aspectos
clinicos, biolégicos y factores prondsticos de esta enfermedad, ha conseguido estratificar a los
pacientes por riesgos en estandar, alto y muy alto riesgo. Esto ha supuesto que algunos

pacientes no sean infratratados, manteniendo la tasa de supervivencia, pero al mismo tiempo
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ha permitido que otros pacientes no sean sobretratados, reduciendo de ese modo los efectos

secundarios derivados de dichos tratamientos (31).

A lo largo de estos ainos, gracias a los ensayos clinicos llevados a cabo por diferentes grupos
cooperativos multicéntricos como el BFM, San Jude o el COG, se han elaborado protocolos
complejos y bien estructurados, que han mejorando el tratamiento de la LLA y han permitido
mejorar los datos de supervivencia (48). En Espafia, el protocolo LAL/SHOP aprobado por la
Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatrica (SEHOP) ha sido uno de los
protocolos mas utilizados para el tratamiento de la LLA desde el afio 1989. A lo largo de los
afios, ha tenido diferentes versiones (LAL/SHOP-89, LAL/SHOP-94, LAL/SHOP-99, LAL/SHOP-
2005) que han servido para afiadir pequenos cambios con objeto de mejorar la supervivencia
y disminuir los efectos secundarios derivados de dicho tratamiento. Con el protocolo
LAL/SHOP-2005, se alcanzd la remision medular en el 97,6% de los pacientes, con una
mortalidad precoz del 1,34% y con una mejoria significativa de la supervivencia libre de evento

en torno al 0,85+0,02 a 6 afios (Figura 5).
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87 SHOP-99: 0,75 + 0,02 (n=522)
6 - SHOP-94: 0,68 + 0,02 (n=416)
SHOP-89: 0,57 + 0,03 (n=249)

4 1
-
o
2 27
=
2
2
T 00

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Supervivencia libre de evento (meses)

Figura 5. Supervivencia libre de eventos en los sucesivos protocolos LAL/SHOP.

A continuacion, describiremos el esquema de tratamiento del Protocolo LAL/SHOP 2005, que

ha estado vigente en Espafia desde 2005 a 2013 (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de tratamiento LAL/SHOP 2005.

El objetivo principal de la primera fase del tratamiento o fase de induccién es conseguir la
remisién de la enfermedad, es decir, que la médula ésea deje de fabricar células leucémicas o
blastos y se instaure la hematopoyesis normal. La duracion de esta fase es de 5-6 semanas y
los farmacos utilizados son la prednisona (glucocorticoide), vincristina (alcaloide de la vinca),
asparraginasa, daunorrubicina (antraciclina) y ciclofosfamida (alquilante). Del mismo modo, se
inicia el tratamiento o profilaxis del SNC con la administracion de triple terapia intratecal

(metotrexato, hidrocortisona y citarabina).

La siguiente fase denominada de consolidacién dura aproximadamente 8 semanas y su
objetivo es erradicar blastos residuales resistentes al tratamiento recibido (24). La fase de
consolidacion es igual en todos los grupos de riesgo y se basa en la administracién de altas
dosis de metotrexato (andlogo del acido félico) en infusién de 24 horas junto con rescate con
acido folinico y mercaptopurina oral. El tratamiento se completa con citarabina y triple

intratecal.

Posteriormente se continda con la fase de mantenimiento que prolonga el tratamiento hasta
los dos afios. Se basa en la administracion diaria de mercaptopurina junto con metotrexato

semanal. En los primeros meses del mantenimiento, los pacientes reciben reinducciones
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mensuales con prednisona y vincristina junto con asparraginasa alternando con ciclofosfamida

en los pacientes de alto riesgo.

En los pacientes de alto y muy alto riesgo, hay una fase denominada de intensificacion, previo
al tratamiento de mantenimiento, que ha conseguido mejorar la supervivencia en estos
pacientes (49). En esta fase se vuelve a utilizar una combinacidon de farmacos como la
dexametasona, vincristina, metotrexato, citarabina, antraciclina (epiadriamicina o
daunorrubicina), asparraginasa y en los pacientes de muy alto riesgo también se incluye el
etopdsido en los bloques de quimioterapia que reciben. En todas las fases mencionadas del
tratamiento reciben triple terapia intratecal, cuyo uso en la mayoria de los casos, ha sustituido

a la radioterapia que asociaba mayor morbilidad a largo plazo (50-52).

Las mejoras en los tratamientos han disminuido o incluso eliminado el impacto de algunos
factores pronéstico cldsicos, como el sexo o la raza (53). Los ensayos de LLA que se desarrollan
en la actualidad tienen como objetivo por un lado, mejorar el prondstico de ciertos subgrupos
con factores prondstico desfavorable, como los lactantes, adolescentes o los pacientes con
fracaso de la induccién (54-56), asi como reducir los efectos secundarios derivados de los

tratamientos recibidos, para mejorar la calidad de vida de estos pacientes (25, 50, 57).

1.7.2. Toxicidades derivadas del tratamiento de la LLA

En las ultimas décadas, los avances terapéuticos han sido espectaculares, alcanzando tasas de
supervivencia del 80-90%. Estos avances son debidos, en parte, a la aplicacidon de protocolos
de tratamiento estandarizados (58). Sin embargo, uno de los principales problemas que
presentan estos protocolos son las diferencias en la respuesta a la quimioterapia entre
pacientes. Mientras que algunos individuos presentan resistencia, otros experimentan
toxicidad, que puede llegar a ser muy grave (siendo necesario parar el tratamiento) o mortal.
Se estima que aproximadamente tres cuartos de los supervivientes de cancer sufren una
reaccion adversa relacionada con el tratamiento recibido y estas reacciones adversas son mas

frecuentes y mas graves en nifios (59).

Cada quimioterapia tiene su toxicidad especifica (Tabla 3), que hay que controlar durante el
tratamiento. Los efectos adversos mas frecuentes son las reacciones alérgicas a la
asparraginasa, la osteonecrosis derivada de las altas dosis de corticoides que reciben estos

pacientes, la trombosis y las infecciones diseminadas derivadas de la inmunosupresién que
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padecen. Estas toxicidades, obligan a reducir la dosis o incluso a omitirlas segun el grado de
severidad, con el consiguiente impacto que suponen en el prondstico de estos pacientes.
Algunos de estos farmacos tienen una dosis acumulativa, que sabemos que no es
recomendable traspasar, como las antraciclinas, por el aumento del riesgo a desarrollar
cardiotoxicidad; sin embargo, hay pacientes que desarrollan cardiotoxicidad sin alcanzar las
dosis maximas recomendadas (60). También se conocen las bases genéticas que influyen en la
tolerancia de farmacos como el metrotexato y la mercaptopurina (61). Este hecho sugiere que
hay una base genética que también influye en el grado de toxicidad que desarrolla cada
paciente. Para resolver este problema, los estudios farmacogenéticos proporcionan una
herramienta importante para reducir complicaciones sin afectar a la efectividad del
tratamiento, mediante la identificacién de las bases genéticas de pacientes con riesgo de sufrir
toxicidad por ciertos farmacos y con el consiguiente ajuste de dosis segun el genotipo del

paciente (62).

Tabla 3. Toxicidades principales derivadas del tratamiento de la LLA

Farmaco Efectos secundarios

Reacciones de hipersensibilidad, pancreatitis, trastornos de la coagulacién, hemorragia y/o
Asparraginasa trombosis, alteraciones metabdlicas (hiperglucemia, hipercolesterolemia, hiperuricemia),
elevacidn de transaminasas, hiperbilirrubinemia, convulsion, dolor abdominal, diarrea

Ciclofosfamida Cistitis hemorragica, nefrotoxicidad, SIADH, mucositis

Conjuntivitis, sindrome pseudogripal, mucositis, colitis necrosante, disfuncién hepatica, distres

Citarabina . R
respiratorio agudo
Daunorrubicina/epirrubicina Cardiotoxicidad, coloracién anaranjada de la orina, mucositis
Etoposido Nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, reacciones de hipersensibilidad, hipotension
Mercaptopurina Hepatotoxicidad, toxicidad renal
Metotrexato Mucositis, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, encefalopatia
Vincristina Neuropatia, SIADH
Corticoides Hipertension, Hiperglucemia, osteonecrosis, retencion hidrica, psicosis

*Tabla adaptada de Cooper y cols. 2015 (43)

Una vez obtenidas las supervivencias que manejamos en la actualidad, la calidad de vida de los
supervivientes del cancer se ha convertido en una de las principales preocupaciones (63). Los
nifios son personas que no han completado su desarrollo fisico ni psiquico; por lo tanto,
cualquier quimioterapia, con su potencial toxico, podria producir consecuencias irreversibles.

No se trata de curar a toda costa, sino de aumentar la supervivencia intentando controlar o
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minimizar los efectos secundarios que puedan surgir por el tratamiento recibido, con objeto de

alcanzar una calidad de vida equiparable a la poblacion general (26, 64).

De hecho, la mejora en el prondstico de la LLA en las ultimas décadas se debe a la optimizacidn
de los tratamientos utilizados, en lugar de al descubrimiento de nuevos farmacos (65). Por
ejemplo, en un estudio realizado con supervivientes de LLA, se observd que el grupo de
pacientes que habian recibido radioterapia en SNC, tenian mayor riesgo de desarrollar
segundos tumores, un ligero aumento de la mortalidad y un aumento de la tasa de desempleo,
si se comparaba con el grupo no radiado. En definitiva, el grupo irradiado tenia mayor riesgo
de presentar efectos adversos a largo plazo, presentando mayor vulnerabilidad las nifas (66).
Estudios posteriores demostraron que la administracion de quimioterapia, correctamente
ajustada a los factores de riesgo, permite omitir la radioterapia craneal profilactica (50),
disminuyendo la toxicidad sin comprometer la supervivencia. Es decir, un adecuado
conocimiento de los factores de riesgo para la recaida en SNC (afectacién del SNC al
diagndstico, puncién lumbar traumatica al diagndstico, inmunofenotipo T o presencia de la
traslocacion t(1;19)(TCF3/PBX1), junto con la monitorizacién de la EMR) permite realizar una
correcta estratificaciéon del riesgo y en consecuencia, administrar la quimioterapia necesaria,

aumentando segun el riesgo el nimero de dosis de quimioterapia intratecal.

La neurotoxicidad derivada de la vincristina es otro efecto secundario clasico, muy bien
caracterizado, que pueden presentar los pacientes con LLA (aunque hay otros farmacos que

también la producen, como el cisplatino, el oxaliplatino, los taxanos o el bortezomib) (67).

2. VINCRISTINA

El nombre vincristina viene de vincire, “atar” en latin y se trata de un agente antimicrotubulo
derivado de un alcaloide procedente del arbusto vincapervinca, también denominado
Catharantus roseus (Vinca rosae). Los alcaloides de la vinca se descubrieron en 1958, gracias a
un programa de estudio de sustancias de origen vegetal (68). Tienen una estructura dimérica
asimétrica formada por dos nucleos, el indol (porcidn catarantina) y el dihidroindol (porciéon
vindolina), en la que radican las diferencias entre los distintos alcaloides. De los alcaloides
naturales extraidos de la planta, los mas eficaces en la clinica son la vincristina y la vinblastina.

Posteriormente, se descubrieron dos alcaloides semisintéticos, la vindesina y la vinorrelbina.
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La primera aplicacion en la clinica de la vincristina fue como antidiabético, por su efecto
hipoglucemiante. Posteriormente, en estudios realizados con ratones se comprobé que tenia
efecto antileucemiante, por lo que se incorporé al tratamiento de la LLA en los afios sesenta
(69), inicialmente como agente Unico en pacientes con LLA en recaida tras recibir metotrexato
y mercaptopurina, y posteriormente, incorporandolo a combinaciones de farmacos como la
prednisona, asparraginasa y daunorrubicina (70, 71). Actualmente, la vincristina es un
componente bdsico en el tratamiento de la LLA y su administracion se produce principalmente
en la induccién, intensificacion y mantenimiento. Ademds, dada la amplia actividad
antineopldsica que presenta la vincristina, también se emplea en el tratamiento de numerosos
procesos oncoldgicos; entre ellos, cabe destacar la enfermedad de Hodgkin, linfoma no
Hodgkin, histiocitosis y los tumores sdlidos, como neuroblatoma, rabdomiosarcoma, sarcoma

de Ewing/PNET, tumores del SNC, retinoblastoma y el tumor de Wilms (72).

La vincristina ejerce sus efectos citotdxicos interfiriendo con los microtibulos que forman los
haces mitéticos durante la metafase, interrumpiendo el ciclo celular (73). Como resultado, se
rompe el huso mitdtico y los cromosomas se dispersan por el citoplasma, produciendo la
muerte de la célula (74). Los microtubulos estdn compuestos por una proteina dimérica
denominada tubulina, formada por 2 subunidades (alfa y beta) presentes en la fraccién soluble
del citoplasma de todas las células. Los heterodimeros de la tubulina se unen formando
microtubulos en un proceso de polimerizacién a partir de un centro organizador que
generalmente es el centrosoma. El crecimiento de los microtubulos se acelera en la mitosis,
durante la cual el cromosoma atrae a los microtibulos en crecimiento formando el huso
mitético necesario para la divisidn celular (75). Los alcaloides de la vinca tienen dos lugares de
unién a la tubulina, uno de alta afinidad en los extremos de los microtibulos, que son los que
provocan su desestructuracion y otros sitios de baja afinidad localizados a lo largo de los
microtubulos, que causan la disrupcion de la arquitectura microtubular, evitando asi la
polimerizacidn de los dimeros solubles a microtubulos (76). Los microttbulos, ademas de en la
mitosis, estan implicados en otras funciones celulares como el mantenimiento de la estructura
celular, el transporte intracelular de moléculas, en la motilidad y distribuciéon de organelas
(77). De ese modo, la vincristina, de forma indirecta, también interrumpe el transporte
intracelular y puede disminuir el aporte sanguineo al tumor, con el consiguiente efecto
antiangiogénico, motivo por el que se ha empleado también en el tratamiento de
hemangiomas, sobre todo en el sindrome de Kasabach-Merritt (78). La vincristina también

puede inhibir la sintesis de ARN, interfiriendo con la ARN polimerasa ADN dependiente (79).
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2.1. Farmacocinética y Farmacodinamia

La vincristina se administra generalmente por via endovenosa en infusién corta o bolus,
aunque en algunos protocolos también se ha utilizado en infusiéon continua (80). Se une
intensamente a los elementos sanguineos, especialmente a las plaquetas, que contienen alta
concentracién de tubulina y componentes tisulares (81). Sin embargo, su paso a través de la
barrera hematoencefdlica es limitado. Tras la administracion de vincristina a dosis
convencionales (1,5 mg/m2) se alcanzan niveles pico, que en menos de 5 minutos descienden
hasta la mitad, seguido de una eliminacidn terminal mas prolongada, lo cual refleja una rapida
captacién celular y el extenso volumen de distribucidon (82, 83). Esta larga semi-vida de
eliminaciéon parece ser la responsable de que las dosis repetidas de vincristina induzcan
neurotoxicidad, por producirse acumulacién del farmaco. Ello justifica que la administracion de

la vincristina se haga a intervalos semanales.

La vincristina es metabolizada en el higado y excretada principalmente por el sistema
hepatobiliar (70-75%). A las 72 horas de la administracidn de la vincristina, el 70% es excretado
por heces y el 12% por la orina (84). Por ello se aconseja una reduccidn de dosis en pacientes
con hepatopatias obstructivas. La vincristina se metaboliza en el higado mediante el sistema
enzimatico del citocromo P450 (CYP), concretamente mediante las enzimas CYP3A4 y CYP3A5
(85). CYP3A5 metaboliza la vincristina en un ratio 9-14 veces mas eficazmente que CYP3A4
(86). Se ha demostrado que polimorfismos genéticos en CYP3A5 (CYP3A5*1, CYP3A5*3,
CYP3A5*6 y CYP3A5*7) juegan un papel importante en el metabolismo de la vincristina (87,
88). De hecho, la produccion de CYP3A5 dependerd de la presencia de al menos un alelo
CYP3A5*1 funcional; sin su presencia, se produce muy poca cantidad de CYP3A5 y el
metabolismo de la vincristina pasa a depender de CYP3A4. Los pacientes que no expresan
CYP3AS tienen 5 veces mas reducido el aclaramiento de la vincristina, lo cual podria aumentar
significativamente la toxicidad de la misma (89). Por el contrario, la presencia de uno o dos
alelos activos CYP3A5*1 produce una alta expresidon de CYP3AS5, constituyendo un 40% de toda

la actividad de la proteina CYP3A, con un metabolismo significativo de la vincristina (87).

En general, la farmacocinética de la vincristina se caracteriza por amplias variaciones entre
pacientes y dentro de un mismo paciente, en funcién de diversas circunstancias (90). Por
ejemplo, se ha observado que el aclaramiento plasmatico de la vincristina es mas rapido en
nifios que en adultos. Ademas, existe una gran variabilidad en las concentraciones pico
alcanzadas en plasma entre nifios, asi como grandes diferencias interraciales en la toxicidad de

la vincristina y la tasa de respuesta (91-93).
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Se ha descrito, por ejemplo, que los afroamericanos tienen una tasa 7 veces menor de
neuropatia que los caucasicos (94). Este hecho puede explicarse porque los afroamericanos
presentan una alta expresiéon de CYP3A5 (motivo por el cual presentan un aclaramiento de la
vincristina aumentado), en comparacion con los caucasicos (75% versus 19%), donde el alelo
mas frecuente es CYP3A5*3 (89-94%). Esta variante en caucasicos codifica un ensamblaje
anormal, dando como resultado la ausencia de la enzima (95). Estos datos sugieren que los
factores genéticos tienen un papel importante en la susceptibilidad individual de la neuropatia

inducida por vincristina (96, 97).

La excrecion biliar de la vincristina estd mediada por los genes transportadores ABCB1 y
ABCC2, mientras que la vincristina es transportada a las células sanguineas mediante ABCCI.
ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC10, ABCB1 y RALPBP1 son transportadores de la vincristina al
exterior celular. La apoptosis estd mediada por la fosforilacion de BCL2 y la subsecuente
inactivacién de BCL2 en un heterodimero con BAX. Ademas de por la inactivaciéon de BCL2, la
apoptosis esta causada por un aumento de los niveles de p53 y p21 (Figura 7). ABCB1, ABCC1,
ABCC2, ABCC3, ABCC10y RALBP1 han sido asociados con la resistencia a la vincristina (98-100).
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Figura 7. Representacién de los genes implicados en el metabolismo, transporte, y efectos de la
vincristina  (figura tomada con permiso de PharmaGKB vy la Universidad de Stanford

https://www.pharmgkb.org/pathway/PA150981002).
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2.2. Mecanismos de resistencia

Se han descrito dos mecanismos de resistencia adquirida: (1) el gen MDR1 (también conocido
como ABCB1) que codifica la permeabilidad de una proteina transportadora de membrana
denominada glicoproteina P, esta asociado con la resistencia multifarmaco (2) otro mecanismo
de resistencia adquirida podria estar en alteraciones estructurales y funcionales en las

subunidades alfa y beta de la tubulina (101).

2.3. Interacciones farmacoldgicas

Se han descrito varias interacciones de los alcaloides de la vinca con farmacos que inhiben el
CYP3A o la glicoproteina P, como algunos antibiéticos, anticonvulsivantes y con otros
citotéxicos. Ademas los corticoides también pueden aumentar el aclaramiento de la vincristina

porque pueden inducir a CYP3A4 (72).

2.4. Toxicidad

La vincristina, a diferencia de otros quimioterdpicos, rara vez produce mielotoxicidad y
mucositis y ademas, su uso presenta minima emesis. En el 20-50% de los pacientes se observa
alopecia reversible. A su vez, los alcaloides de la vinca son potentes agentes vesicantes, por lo
que pueden originar dafio tisular en caso de extravasacidon (102). Sin embargo, el principal
efecto téxico es la neurotoxicidad, que es el factor que limita su actividad clinica, siendo la
vincristina el alcaloide mds neurotdxico de la familia. El mecanismo por el que la vincristina
produce neuropatia periférica no estda del todo aclarado (91), pero parece que estd

relacionado con las concentraciones pico de la vincristina alcanzadas en plasma (103, 104).

La forma mas tipica es la neuropatia periférica que ocurre entre un 4 y 28% de los nifios (105) y
se presenta fundamentalmente como una polineuropatia sensitivo-motor distal (73). Los
primeros signos suelen ser cambios sensitivos que se manifiestan como parestesias en las
zonas distales de las extremidades, que pueden evolucionar a dolores de tipo neuritico y
pérdida de los reflejos osteotendinosos profundos, especialmente el reflejo aquileo y patelar,
junto con calambres musculares. Las formas mads severas de toxicidad presentan aparicién de
disfunciones motoras que se manifiestan como debilidad muscular, dolor mandibular,
alteraciones de la marcha, ataxia junto con pie y muieca débiles por afectacion de los
musculos extensores de las manos y los dorsiflexores del pie. El déficit neurolégico es
habitualmente simétrico pero mas severo en extremidades inferiores. En menor frecuencia, se

ha descrito neuropatia autondédmica, fundamentalmente como disminuciéon de la motilidad
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intestinal y la consiguiente tendencia al estrefiimiento (106). En sus formas mas severas puede
producir ileo paralitico. Algunos pacientes presentan dolor abdominal tipo célico, siendo mas
evidentes a los 3-10 dias tras la administracion del quimioterapico y con su desaparicién tras
varios dias. Otras manifestaciones de neuropatia autondmica son la retencion vesical y la
hipotensidn ortostatica. De forma muy rara y previa exclusion de otras causas, también
pueden verse afectados los pares craneales, siendo la manifestacion mads frecuente la ptosis
bilateral sin alteraciones pupilares ni otros signos de alteracion éculomotora (107, 108).
También se han descrito formas de disfonia por afectacion del nervio laringeo recurrente,
diplopia por afectacién de los musculos extraoculares, neuropatia dptica y paralisis facial (109-
111). La afectacion del sistema nervioso central (confusion, depresidn, alucinaciones,
agitacién, convulsiones, trastornos visuales e incluso coma o muerte) de la vincristina es muy
infrecuente y raro (112, 113), dada la baja penetrancia del fdrmaco por la barrera
hematoencefalica, salvo sobredosificacién o administracion intratecal accidental, que produce
una neurotoxicidad severa que lleva a la muerte. Una manifestacién del sistema nervioso
central descrita de la vincristina es la secrecidn inadecuada de la hormona antidiurética
(SIADH), que sucede fundamentalmente con la interaccién con otros farmacos, sobre todo los
azoles (114). También esta descrito que la poblacion asiatica tiene mayor riesgo de presentar

dicha complicacidn respecto a otras razas (115).

Todos estos efectos pueden ser reversibles total o parcialmente tras la suspension del

farmaco, pero en ocasiones son permanentes (116).

La principal lesion anatomopatolégica es la degeneracion axonal. Estudios ultraestructurales
realizados en cultivos de neuronas expuestas a vincristina han observado degeneracion
neurofibrilar con pérdida de microtubulos y acumulaciéon de neurofilamentos (117). Por lo
tanto, se cree que la vincristina produce dafo axonal, que se traduce en neuropatia periférica
mediante la ruptura de los microtibulos y en consecuencia impide el transporte axonal (67,

118, 119).

Actualmente, no existe ningln tratamiento efectivo para la prevencién de la neurotoxicidad. El
Unico tratamiento para estos efectos neurotdxicos es la interrupcién de su administracién
hasta la recuperaciéon y en caso de continuar la administracién, la reduccién de dosis o
incremento de intervalos (119). Otras estrategias empleadas para disminuir la neurotoxicidad
han sido el uso de tratamientos sintomaticos con gabapentina, amiltriptilina, tramadol,
carbamacepina y fentanilo (67, 120, 121). También se han estudiado agentes

neuroprotectores, como factores de crecimiento de nervios como las neurotrofinas, la
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citoquina gp130, factor neurotrdfico ciliar, factor inhibidor de la leucemia (LIF) y el IGF-I, con

resultados prometedores en ensayos con animales pero sin éxito en ensayos clinicos (67).
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2.4.1. Factores que afectan a la toxicidad de la vincristina

a)

Intensidad de la dosis, frecuencia y acumulacidon de dosis:

La gravedad de los efectos neurotdxicos de la vincristina esta en relacion con las dosis
y frecuencia de administracién del farmaco, asi como la duracién del tratamiento (122,
123). De hecho, los sintomas precoces de neurotoxicidad suelen aparecer a las 4-6
semanas del inicio del tratamiento (79). La aparicion de ileo paralitico no es dosis
acumulativa, por lo tanto suele ser aguda y una Unica dosis puede provocarla. En
cambio, se considera que la neuropatia periférica es dosis acumulativa. Sin embargo,
un estudio realizado por Hartman y cols no encontrd relacidon entre la toxicidad
motora tardia con las dosis acumuladas ni con la frecuencia de la administracién de la
vincristina. Este hallazgo les hizo pensar que podria haber polimorfismos implicados en
genes metabolizadores de fadrmacos que podrian explicar la susceptibilidad de padecer

neurotoxicidad (124).

Edad:

Los nifios toleran mejor el tratamiento y son menos susceptibles que los adultos, salvo
los lactantes con menor superficie corporal, por lo que precisan reduccion de dosis.
Todavia no estd claro si la alta frecuencia de neurotoxicidad observada en pequefios
lactantes es debida al bajo aclaramiento del farmaco o por aumento de la sensibilidad
tisular (93). Un estudio realizado en la India observé una incidencia de neurotoxicidad
asociada a la vincristina mayor de lo esperado en nifios con malnutricion y peso menor

al percentil 3 correspondiente a su edad (125).

Alteraciones neurolégicas/hepdticas previas:

Los pacientes con antecedentes de enfermedades neuroldgicas como el sindrome
Charcot-Marie-Tooth (126-128) y los afectos de alteraciones hepaticas, estan
especialmente predispuestos a desarrollar neurotoxicidad (93, 129). Por lo tanto, los
casos de aumento de bilirrubina sérica, precisan reduccién de dosis (93). Por otro lado,
algunas variantes genéticas en el gen que codifica para la proteina de unién gap beta 1

(GJB1), podrian mejorar la tolerancia de la vincristina sin efectos adversos (105, 130).
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d) Variaciones genéticas en los genes implicados en el metabolismo y transporte de la

vincristina:

La observacion clinica ha encontrado correlacion entre el aumento de neurotoxicidad
con la disminucién del metabolismo de la vincristina. Sin embargo, dada la gran
variabilidad entre pacientes, los pardmetros farmacocinéticos no han tenido un gran
impacto en los estudios realizados (131). Se han descrito varios SNPs en genes
implicados en el metabolismo y transporte de la vincristina que podrian estar
afectando a la neurotoxicidad. La mayoria de estos estudios se han centrado en el
anadlisis de polimorfismos en CYP3A (132-135). En la actualidad los resultados

obtenidos en este campo son dispares.

3. FARMACOGENETICA

La Farmacogenética tiene como objetivo predecir qué farmacos y dosis seran los mas efectivos
y seguros para el paciente sobre la base de sus propias caracteristicas genéticas, permitiendo
asi establecer estrategias de terapia personalizada. Por ello puede entenderse como el andlisis
y uso de la informacidn genética, individual o poblacional, para predecir la seguridad, toxicidad
o eficacia de los medicamentos, en el contexto de la investigacién y desarrollo de éstos o en la

practica clinica con el fin de mejorar su efectividad.

Los objetivos que se plantean en los estudios farmacogenéticos son generalmente tres: (1)
identificacion y caracterizacion de polimorfismos en genes implicados en la absorcion,
distribucidn, metabolismo o excrecion de los farmacos (farmacocinética) o en su mecanismo
de accion (farmacodinamia) (93), (2) correlaciéon de los mismos con los resultados del
tratamiento, y (3) desarrollo de tests genéticos que permitan predecir la respuesta, el farmaco
o la dosis mas adecuados para un paciente concreto, en definitiva, un tratamiento ajustado a

cada perfil genético individual.

A diferencia de las variables clinicas, que pueden sufrir modificaciones y variar a lo largo del
tiempo, el cddigo genético es estatico y por lo tanto estas variables genéticas podrian
proporcionar a los clinicos marcadores reales para identificar pacientes con variantes
especificas antes de usar un farmaco. El objetivo ultimo es optimizar las distintas opciones de
tratamiento segun el perfil genético del paciente para obtener la maxima eficacia y la minima

toxicidad secundaria a los medicamentos. Debido a la gravedad de las reacciones adversas,
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estos estudios son particularmente importantes en el tratamiento del cancer. Si ademas de la
gravedad de los efectos secundarios, se considera el alto coste de los agentes quimioterdpicos,
existe una gran necesidad en ser mas preciso en la seleccidn del régimen de tratamiento

administrado que consiga el maximo beneficio posible para cada paciente.

Hasta la fecha, la mayor parte de la investigacion en farmacogenética se ha centrado en el
papel de los polimorfismos de un Unico nucledtido (single nucleotide polymorphism o SNP)
(Figura 8). Se estima que en el genoma hay 10 millones de SNPs distribuidos con una

frecuencia media de 1 cada 300pb, constituyendo el 90 % de la variacién del genoma humano.

‘E@"Ill: [atatgtactgaagcccaaaqceccattatgtactagticaaqgeccatataliy
A(]

L aqt aaqcccatatatotactoaagcccaaaqcccattatatactagticaageccatataliis

Figura 8. Ejemplo de un SNP. Dos cromosomas de un individuo con el genotipo G/A para el SNP.

Los SNPs estdn distribuidos a lo largo de todo nuestro genoma, tanto en regiones génicas
como en regiones extragénicas. En el caso de SNPs localizados en genes que codifican
proteinas, el cambio de alelo puede afectar a la secuencia de la proteina (cambio de
aminodcido, cambio en la pauta de lectura, proteina truncada) o a su regulacién (si estan

localizados en el promotor, sitios CpG, region UTR) (Figura 9).

La utilidad clinica de la Farmacogenética queda reflejada en la aprobacién por parte de la
Agencia Americana de Alimentos y Medicamentos (FDA) de varios test diagndsticos basados en
este tipo de estudios. Por ejemplo, el test UGT1A1 de respuesta al irinotecan (136, 137), el test
CYP2D6 de respuesta al tamoxifeno (138) o el test CYP2C9 y VKORC1 para la dosificaciéon de la
warfarina (139). Uno de los ejemplos mas significativos en nifios, también aprobado por la FDA
en 2004, es el test de la enzima tiopurina S-metiltransferasa (TPMT) (140). La TPMT es una
enzima que transforma las tiopurinas (mercaptopurina, tioguanina), farmacos utilizados en el
tratamiento de la LLA, en metabolitos metilados que son inactivos (141). Variantes genéticas
en TPMT estan asociadas con una reduccion de la actividad de TPMT, lo que conlleva un
aumento de la toxicidad. Se han identificado mds de 20 variantes de alelos de la TPMT con
actividad disminuida (142), aunque el 95% de las mutaciones clinicamente relevantes

corresponden a 3 SNPs no sinénimos: TPMT*2, TPMT*3A-D (91).
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Figura 9. a) SNPs en regiones codificantes b) SNPs en regiones reguladoras

Estos ejemplos proporcionan evidencias claras de cémo las estrategias de tratamiento
individualizadas, basadas en conocimientos de Farmacogenética, permiten disminuir la

toxicidad sin comprometer la eficacia del farmaco.
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3.1. Farmacogenética en LLA

En el contexto de la LLA infantil, los estudios farmacogenéticos son muy utiles por

varias razones:

a)

b)

c)

Es el cancer mas frecuente en la infancia.

La heterogeneidad de la LLA estd bien descrita con respecto a la epidemiologia,
caracteristicas clinicas y perfil bioldgico, lo que permite analizar el impacto clinico de
los polimorfismos desde el punto de vista farmacogenético (143).

Los farmacos utilizados en el tratamiento tienen un rango terapéutico muy estrecho.
Es decir, hay poca diferencia entre la dosis efectiva y la dosis que produce toxicidad. En
consecuencia, pequefios cambios en la funcién de los genes implicados en sus vias
pueden tener un gran impacto en la respuesta al tratamiento (144).

Los protocolos de tratamiento estan estandarizados y adaptados a los factores de
riesgo (morfoldgicos, moleculares, inmunofenotipo y citogenética), administrando
terapia mas intensiva a los pacientes que tiene mayor riesgo de recaida. Esto permite
estudiar si la variacién interindividual observada en la respuesta al tratamiento (o la
toxicidad) puede ser explicada por polimorfismos genéticos que determinan Ia

disposicion al farmaco (65).

Hasta la fecha, los estudios farmacogenéticos en LLA se han abordado siguiendo dos

estrategias: busqueda en genes candidatos o mediante el estudio del genoma completo.

3.1.1. Estudios de genes candidatos

Los estudios de genes candidatos se basan en la seleccion a priori de genes potencialmente

implicados en la farmacocinética y la farmacodinamia de la LLA. Por esta razén, la

interpretacién de los resultados en este tipo de estudios resulta relativamente sencilla, dado

que se parte de una hipdtesis previa.

Hasta la fecha, son 5 los trabajos que han analizado la asociacion entre polimorfismos

genéticos presentes en genes implicados en la farmacocinética y la farmacodinamia de la

vincristina y la toxicidad de la misma en LLA infantil (Tabla 4).
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Tabla 4. Trabajos que han estudiado la asociacion entre polimorfismos genéticos y toxicidad en LLA infantil

Asociacion con

Ref i Pacient NP
eferencia acientes (n) Gen S Toxicidad
Plasschaert et al., Clin rs2032582 No
Pharmacol Ther 2004 = AT
rs1045642 No
rs17650901 No
rs1800547 No
rs17651549 No
MAPT
rs17651754 No
Hartman et al., Leuk Res 34 rs10445337 No
2010 rs17652121 No
rs2032582 No
ABCB1 rs1128503 No
rs1045642 No
CYP3A5 rs776746 No
Moore et al., Paediatric
Child Health 2011 50 CYP3A5 rs776746 No
Egbelakin et al., Pediat ,
Blood Cancer 2011 107 CYP3A5 rs776746 Si
rs1045642 No
rs1128503 No
ABCB1
rs2032582 No
Ceppi et al., ,
4728709 S
Pharmacogenomics 2014 339 rs -
rs6070697 No
TUBB1
rs10485828 No
CYP3A5 rs776746 No

En total, se han analizado 5 SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina (4
SNPs en ABCB1 y 1 SNP en CYP3A5) y 8 SNPs en genes implicados en la farmacodinamia (6
SNPs en MAPT y 2 SNPs en TUBB1). Del total de 13 SNPs analizados, dos mostraron asociacidn
con la neurotoxicidad: rs776746 en CYP3A5 y rs4728709 in ABCB1. Sin embargo, estas
asociaciones o no fueron confirmadas en otros estudios (en el caso de CYP3A5) o necesitan ser

validadas (en el caso de ABCB1).

El escaso numero de trabajos realizados y los resultados contradictorios obtenidos no han
permitido definir marcadores de toxicidad de la vincristina. Esto podria ser debido a diferentes
causas, como al tamafio relativamente pequefio de las muestras (sin poder suficiente para

detectar efectos pequefios), a que estos estudios se basan en pocos genes candidatos y pocos
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SNPs dentro de cada gen, y/o a que en algunos de los trabajos los pacientes no seguian las

mismas pautas terapéuticas, por lo que es dificil de llegar a conclusiones fiables.

3.1.2. Estudio de genoma completo

La segunda estrategia de busqueda de variantes genéticas comunes se basa en el estudio del
genoma completo o GWAS (Genome Wide Association Study). Por el momento, sélo existe un
Unico GWAS en LLA y vincristina, donde se analiza el genoma de 321 pacientes de LLA en
tratamiento con este farmaco. Los autores de este estudio encontraron 5 SNPs asociados
significativamente con la neurotoxicidad por la vincristina (145). El resultado mas significativo
fue la asociacion entre el polimorfismo rs924607, localizado en la regién promotora de la
proteina centrosomal de 72kDa (CEP72), y la severidad de la neurotoxicidad relacionada con la

vincristina durante la fase de mantenimiento (p=6,33x10-9).

CEP72 codifica una proteina centrosomal implicada en la formacion de microtibulos (diana de
la vincristina). La proteina cep72 interacciona con la y-tubulina y es esencial en el proceso de
nucleacién y polimerizacién del microtubulo (146). Como ya se ha comentado anteriormente,
la vincristina actua reclutando dimeros af-tubulina e impide la polimerizacién del microtubulo,
por lo que la asociacidn entre unos niveles bajos de expresién de CEP72 y la neurotoxicidad
asociada a la vincristina podria deberse a un efecto aditivo que resultase en una disminucion

de polimerizacidon de microtubulos (Figura 10).

Diouf y cols encontraron que los pacientes homocigotos para el alelo T del SNP rs924607,
localizado en la region promotora del gen CEP72, presentan una expresion significativamente
menor del ARNm (en comparacidn con los heterocigotos o con los homocigotos para el alelo
salvaje C). Ademds determinaron mediante varios estudios funcionales y en diferentes lineas
celulares, que un nivel bajo de expresion del gen CEP72 esta relacionado con una mayor
sensibilidad a la vincristina. Por ultimo, describieron que la variante T en el SNP rs924607
genera un sitio de unidn para el factor de transcripcion NKX-6.3 (represor). Por tanto, la
existencia del alelo T podria promover la unidon de NKX-6.3, disminuyendo asi la expresion del
ARNm de CEP72. Los autores de este trabajo concluyeron que el genotipo TT de CEP72 podria

ser un potencial marcador de la neurotoxicidad asociada a la vincristina.
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Figura 10. Esquema del mecanismo de accion de la vincristina y de cep72. Imagen adaptada de

Newcastle University Staff Publishing (https://www.staff.ncl.ac.uk/i.r.hardcastle/antibiotics.html).

Sin embargo, hay que tener en consideracién que existen diferencias en el ndmero y
concentracion de las dosis administradas de vincristina entre los distintos protocolos
existentes. En consecuencia, la posible aplicabilidad debe ser confirmada en otras cohortes y

para diferentes tratamientos.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

La Leucemia Linfoblastica Aguda es una enfermedad muy heterogénea con un importante
componente genético que condiciona tanto el prondstico como la toxicidad derivada del
tratamiento. Por lo tanto, la farmacogenética podria ser una herramienta importante para
encontrar polimorfismos asociados a la toxicidad derivada de quimioterapicos como la

vincristina.

La vincristina es un farmaco de uso obligado en el tratamiento de la LLA pero su principal
efecto secundario es la neurotoxicidad. Este hecho puede hacer que un paciente no tolere el

tratamiento y su suspension repercuta en el prondstico.

Es importante encontrar marcadores genéticos que nos permitan ajustar la dosis de vincristina
a la susceptibilidad bioldgica de cada paciente y que ayuden a predecir el riesgo de desarrollar

neurotoxicidad.

Por lo tanto, en esta tesis nos planteamos que la variabilidad en la respuesta a la vincristina
puede ser debida a polimorfismos en los genes clave involucrados tanto en su farmacocinética

como en su farmacodinamia.
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de este estudio fue la identificacion de nuevos marcadores genéticos

predictores de la eficacia y seguridad de la vincristina en el tratamiento de la LLA infantil.
Para ello nos marcamos los siguientes objetivos especificos:

1. Identificar variantes genéticas en genes implicados en la farmacocinética de la
vincristina asociados a neurotoxicidad, en un grupo de pacientes pediatricos
diagnosticados de LLA-B homogéneamente tratados con el protocolo LAL/SHOP.

2. ldentificar variantes genéticas en genes implicados en la farmacodinamia de la
vincristina asociados a neurotoxicidad, en un grupo de pacientes pedidtricos

diagnosticados de LLA-B homogéneamente tratados con el protocolo LAL/SHOP.
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1. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio incluyéd un total de 152 pacientes pediatricos diagnosticados de

Leucemia Linfoblastica Aguda B entre el periodo 1995-2011, en cuatro unidades de Oncologia

Infantil de Espafia (Hospital Universitario Cruces, Hospital Universitario Donostia, Hospital

Universitario La Paz y Hospital Universitario Vall d"Hebron). Los pacientes fueron en su mayoria

caucasicos (>98%). Todos los pacientes fueron tratados segun los protocolos LAL-SHOP 94, 99 y

2005.

Los datos clinicos de los pacientes se recogieron mediante revision de las historias clinicas. Los

datos recogidos fueron: edad, sexo, grupo de riesgo, protocolo de tratamiento, alteraciones

genéticas, numero de vincristinas recibidas, neurotoxicidad observada, supervivencia y

recaida.

Las caracteristicas demograficas de la poblacién se recogen en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas demograficas de la poblacidén de estudio en cuanto a edad, sexo, procedencia,

grupo de riesgo, supervivencia y recaida

N2 pacientes, n
Edad media al diagndstico, afios
Sexo, n (%)
Nifios
Nifias
Procedencia
Hospital Universitario Cruces
Hospital Universitario La Paz
Hospital Universitario Donostia
Hospital Universitario Vall d"Hebron
Grupo de riesgo,* n (%)
Estandar
Alto
Muy alto
Protocolo de tratamiento, n (%)
LLA-SHOP 94
LLA-SHOP 99
LLA-SHOP 2005
Supervivencia,* n (%)
Vivos
Fallecidos
Recaida,* n (%)
No
Si

152
5,49 (rango 1-14)

86 (56,6)
66 (43,4)

70 (46,05)
70 (46,05)
10 (6,6)
2(1,3)

57 (39,0)
61 (41,8)
28(19,2)

6 (4,0)
56 (36,8)
90 (59,2)

138 (92,6)
11 (7,4)

125 (83,9)
25 (16,1)

* No se pudo obtener el dato en todas las muestras
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El presente estudio fue aprobado por el comité de ética local de la Universidad del Pais Vasco,
(UPV/EHU) (CEISH/102R/2011). Todos los pacientes o sus progenitores/tutores firmaron el
correspondiente consentimiento, previa extraccion de la muestra. Las muestras fueron

codificadas y tratadas de acuerdo con la Declaracién de Helsinki.

2. TRATAMIENTO Y VALORACION DE LA NEUROTOXICIDAD

El estudio incluyd todos los pacientes diagnosticados y tratados con protocolos LLA-SHOP 94,

99 y 2005 para los que la historia clinica estuvo disponible.

Los pacientes recibieron 4 dosis de vincristina (1,5 mg/m?) en la fase de induccién de forma
semanal. Posteriormente, en las siguientes fases de intensificacidn y mantenimiento recibieron
entre 6 y 16 dosis (1,5 mg/m?) en funcién del riesgo, con una frecuencia semanal o mensual

dependiendo de la fase de tratamiento.

En la fase de induccion, ademas de vincristina, estos protocolos de tratamiento incluyen
daunorrubicina (120mg/m” en infusién continua de 48 horas), prednisona (60 mg/m?*/dia
durante 28 dias, con posterior pauta descendente a 30 mg/m°/dia durante 4 dias y 15
mg/m?/dia los Gltimos 4 dias), ciclofosfamida (1 o 2 dosis de 1000 mg/m?/dosis dependiendo
del grupo de riesgo), asparraginasa (10 dosis de 5000-10.000 u/m?* dependiendo de la rama de
tratamiento) y terapia intratecal con metotrexato-citarabina-hidrocortisona (2 6 3 dosis
ajustadas por edad dependiendo del grupo de riesgo). Los pacientes de alto riesgo del
protocolo LLA-SHOP 99 también recibieron una unica dosis de 3g/m” de metotrexato en el dia

+15. Las fases posteriores fueron mas heterogéneas dependiendo del grupo de riesgo.

La valoracién de la neurotoxicidad fue realizada en cada hospital por expertos oncdlogos,
siguiendo los mismos criterios y la misma frecuencia de evaluacién entre los diferentes
centros. La extraccion de los datos de neurotoxicidad fue realizada en todos los casos por dos
investigadores independientes (AEB y AGC), sin conocer el genotipo, mediante revisidén de las
historias clinicas y se codifico utilizando la escala de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

en una escala de grados 1-4 (Tabla 6).

A la hora de valorar los resultados de toxicidad, se consideraron 3 fenotipos: (1)
neurotoxicidad total 2) neurotoxicidad leve (grados 1-2) y (3) neurotoxicidad severa (grados

3-4). En el presente trabajo, la presencia de neurotoxicidad se estudié en todas las fases del
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tratamiento (excluyendo consolidacidn, la Unica fase en la que no se administra vincristina). Sin

embargo, dado que tan solo un 5% de la cohorte (9/152) mostrd toxicidad en fases tardias

(tamafio muestral insuficiente para detectar diferencias estadisticamente significativas entre

grupos), centramos el estudio en la neurotoxicidad durante la induccién y de forma global (en

cualquiera de las fases).

Tabla 6. Escala de neurotoxicidad segun la Organizacion Mundial de la Salud

SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

Parametro

GRADO 1

GRADO 2

GRADO 3

GRADO 4

Neuropatia/

Neuropatia
motora
periférica

Miopatia o
deterioro de la
union
neuromuscular

Normal o leve
(<2 x LSN)
elevacion CPK

Parestesia leve
transitoria

Debilidad leve
proximal y/o atrofia
que no afecta
funcién motora
grosera. Mialgias
leves +/- elevacion
leve CPK (<2 x LSN)

Parestesias presistentes
0 progresivas, sensacion
de quemazon en pies, o

leve disestesia; no

debilidad; alteraciones
leves-moderadas de
reflejos

osteotendinosos; no

pérdida sensitiva

Debilidad
proximal y/o atrofia que
afecta a funcién motora

muscular

+/- elevacion CPK; o
mialgias severas con CPK
>2 x LSN

debilidad
significativa, disminucion o
pérdida de

Aparicion  de

reflejos
osteotendinosos, pérdida
sensitiva con distribucion
“en guante o calcetin”,
pérdida de sensibilidad
radicular, afectacion de

multiples pares craneales;

disfuncion de vejiga o
intestinal, fasciculaciones,
compromiso  respiratorio

por debilidad de pared
toracica.

Aparicidn de sintomas tipo
(debilidad,
oftalmoplegia variable y/o

miastenia

ptosis), o sintomas de
bloqueo de la unidn
neuromuscular  (paralisis

aguda)

3. SELECCION DE GENES Y SNPS

Se seleccionaron 15 genes relacionados con la farmacocinética (n=8) y farmacodinamia (n=7)

de la vincristina, basandonos en la informacion obtenida en Pharmacogenomic Knowledge

database (PharmaGKB) (www.pharmgkb.com) (Stanford University, Stanford, CA) y mediante

revisién bibliografica. Los genes implicados en la farmacocinética de la vincristina fueron

ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC10 y RALBP1 (genes transportadores de la vincristina),
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CYP3A4 y CYP3A5 (enzimas metabolizadoras). Los genes responsables de la farmacodinamia

de la vincristina fueron MAPT, TUBB1, TUBB3, TUBB4, TUBB2A, TUBB2By CEP72.

En estos 15 genes, se seleccionaron un total de 175 SNPs, 153 en genes implicados en la

farmacocinética y 22 en la farmacodinamia de la vincristina. La seleccion de SNPs se baso en

los siguientes criterios:

(i)

(ii)

tagSNPs con r?>0,8, con el objeto de captar toda la variabilidad genética de los genes
seleccionados. Para ello se utilizé la base de datos del proyecto Internacional HapMap

(version  #24; http://www.hapmap.org) y el software Haploview v4.2

(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) (Broad Institute, Cambridge, USA).

SNPs con posible efecto funcional (cambios de aminoacidos, splicing alternativo,
localizados en la regién promotora, localizados en lugares de unién de factores de
transcripcién, sitios CpG, etc.). Para ello se utilizaron las bases de datos Ensembl
(http://www.ensembl.org/) (Welcome Trust Genome Campus, Cambridge, UK), F-SNP

(http://compbio.csqueensu.ca/F-SNP/) (Queen’s University, Kingston, Canada) y Fast-

SNP (http://fastsnp.ibms.sinica.edutw) (Academia Sinica, Tapei, Taiwan).

(iii) SNPs previamente asociados con la farmacogenética de la vincristina descritos en la

literatura.

Todos los SNPs seleccionados tuvieron una frecuencia del alelo menor (MAF) mayor del 5%

(MAF=0,05) en poblacién europea/caucasica con el fin de obtener SNPs informativos.

El listado de SNPs seleccionados y los criterios de seleccion se especifican en el anexo (Tablas

S1 (farmacocinética) y S2 (farmacodinamia).

4. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El ADN gendmico se extrajo a partir de 2-4 ml de sangre periférica (SP) o médula ésea (MO) de

pacientes en remisidn, utilizando el método de fenol cloroformo (ver protocolo a

continuacién).
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1. Afadir 250ul de SP/MO en un tubo eppendorf de 1,5ml.

2. Afadir 500ul de buffer de Lisis (Tris 10mM, EDTA 10mM, NaCl 0,1M, SDS 2%, DTT
40mM y Proteinasa K 0,2mg/ml) e incubar en bafio termostatico con agitacion a
37°C toda la noche ¢ a 562C durante 2-3 horas.

3. Afadir 200pl de fenol-cloroformo-isoamiloalcohol en proporcién 25:24:1.
Homogeneizar invirtiendo suavemente los tubos.

4. Centrifugar durante 10 minutos a 13000 rpm. Con ayuda de una pipeta, recuperar
la fase acuosa en un tubo nuevo.

5. Precipitar el ADN afiadiendo acetato sédico 2M en proporcién 1/10, 1 pl de
glucégeno (20 mg/ml) y 2 volimenes de etanol absoluto frio. Homogeneizar
invirtiendo suavemente los tubos.

6. Centrifugar durante 20 minutos a 13000 rpm. Eliminar el sobrenadante.

7. Lavar el pellet de ADN con 1 ml de etanol al 80% frio.

8. Centrifugar de nuevo durante 5 minutos a 13000 rpm.

9. Secar el pellet de ADN al aire y resuspender en 40 ul de H,0 bidestilada estéril.

10. Almacenar a —20°C.

4.2. CUANTIFICACION ADN Y VALORACION CALIDAD

La cuantificacion de la concentracion del ADN se determind con el espectrofotometro
NanoDrop ND-1000. La relacion obtenida entre las lecturas a 260 nm y 280 nm
(OD260/0D280) proporciond una estimacion de la pureza del ADN (valores comprendidos
entre 1,8 y 2 indican que la pureza del ADN es alta). El ADN se conservd a una concentracion

de 50ng/pl.

Antes del genotipado, el ADN de la muestras se cuantific6 de nuevo mediante tecnologia

Picogreen (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA).

5. GENOTIPADO DE SNPs

El genotipado de los SNPs seleccionados se llevé a cabo en el Centro Nacional de Genotipado
(CeGen-ISCIII) utilizando la tecnologia GoldenGate de Veracode de la plataforma lllumina Bead

Array System (lllumina Inc., San Diego; USA), excepto el SNP rs924607 en CEP72, que se
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genotipd mediante ARMS-PCR en el laboratorio de Genética de la Facultad de Medicina y

Enfermeria de la UPV/EHU.

5.1. GENOTIPADO GOLDENGATE® UTILIZANDO TECNOLOGIA VERACODE®

El ensayo GoldenGate contiene varios pasos. En primer lugar, la muestra de ADN (400ng) se
marca con biotina o Estreptavidina, para que se puedan unir los primers especificos disefados
para cada SNP. Se disenan 3 primers: dos de ellos son especificos para cada alelo del SNP y se
denominan ASOs (Allele Specific Oligos). El tercero, denominado LSO (Locus Specific Oligo) o
reverse, consiste en la secuencia complementaria al segmento de DNA y contiene un cddigo
para unirse al array y de ese modo identificar cada SNP. Durante la fase liquida, se hibridan el
ADN gendmico con los 3 primers. A continuacion, se realiza la extension para cada SNP vy
después se amplifican estas regiones mediante PCR con primers universales. Estos primers
estan marcados con diferentes colorantes para cada ASO y esto nos permite identificar cada
alelo del SNP. Estos productos se hibridan en una matriz universal y nos permite la detecciény

el analisis de cada SNP mediante sefial fluorescente (Figura 11).

.
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Figura 11. Esquema de la tecnologia Veracode de Illumina (imagen tomada de la pagina de lllumina®)
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Este método permite procesar un gran nimero de SNPs de manera simultanea, mediante la
realizacion de un ensayo multiple de PCR, por lo que facilita el procedimiento tanto en tiempo

Ccomo en recursos materiales.

Los datos se analizaron con el software Genome Studio para nombrar y agrupar genotipos.
Como control de genotipado, se incluyeron duplicados y trios de origen caucasico (Coriell Cell
Repository, Camden, NJ) entre las placas. Los SNPs que mostraron errores de transmision

alélica mendeliana o que mostraron genotipos discordantes se excluyeron del andlisis.

5.2. GENOTIPADO MEDIANTE ARMS-PCR (Amplification Refractory Mutation System-

Polymerase chain reaction)

El genotipado del SNP rs924607 en el gen CEP72 se llevd a cabo mediante una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) alelo especifica utilizando 25ng de ADN. Este tipo de PCR se
basa en la amplificacién de la regién en la que se situa el polimorfismo mediante el uso de dos
parejas de primers, que permiten diferenciar cada uno de los alelos. La técnica se esquematiza

en la Figura 12.

Primer Disparejo C
N _A
5 T 3’
AleloT p A 5
< <

Primer alelo especifico T

Primer Primer alelo especifico C

5 C
AleloC 2 G

"2 A

Disparejo T

W

pcR §

No alelo especifica

T alelo especifica

C alelo especifica

l, ELECTROFORESIS

T CcC cT
No alelo especifica  — — — 374 pb
T alelo especifica — 220 pb
C alelo especifica — 184 pb

Figura 12. Esquema de ARMS-PCR para el polimorfismo rs924607 (elaboracidon propia).
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Los primers estdn disenados de manera que se solapan en la ubicacién del polimorfismo
rs924607, pero cada pareja solo se une perfectamente a uno de los alelos. Cada una de las
parejas tiene un primer en sentido 5°- 3" (forward) y otro en sentido 3'- 5" (reverse). Ademas,
los dos pares de cebadores estdn disefiados con el objetivo de que sus productos de PCR sean
de una longitud significativamente diferente. De modo que el producto del amplificado consta
de una banda no-alelo especifica y la banda alelo-especifica correspondiente al alelo del

polimorfismo.

Los primers empleados se disefiaron mediante la herramienta bioinformatica Primer3 v. 0.4.0

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Las caracteristicas de los primers estan recogidas en la

Tabla 7. La mezcla de reaccidén consistié en dNTPs (0,2mM), MgCl, (2mM), ImmoBuffer (1X),

cebadores (10pmol/primer), polimerasa (IMMOLASE™) (0,5U) en un volumen final de 25pL.

Tabla 7. Caracteristicas de los primers empleados para el genotipado de rs924607

. . Tamaiio
Alelo Primer Secuencia Tm %GC
producto (pb)
Forward 5’-GTTACGTGACGATCTGCACTC-3’ 58 52
C 194
Reverse 5-TGGCTGTCTCCACTGACAAC-3 60 55
Forward 5"-TGCTTCTGAAGAGCCAGGAT-3’ 60 55
T 220
Reverse 5'-CCGAACACTCAGCATTCCTA-3". 59 50

Abreviaturas: %GC: Porcentaje de bases C+G. pb: Pares de bases. Tm: Temperatura de Melting

El proceso de la reaccién fue el siguiente: Una primera pre-incubacion a 959C durante 10
minutos para activar a la IMMOLASE™, y 35 ciclos de reaccién que se dividen a su vez en 3
etapas de 30 segundos cada una y que se caracterizan por la temperatura a la que tienen
lugar: desnaturalizacién (952C), hibridacion (622C) y extensidn (722C). Se ainadié un paso final

de 10 minutos a 72°C.

El producto del amplificado se sometid a una electroforesis en gel de agarosa al 2% (90V y una
duracién aproximada de una hora). El marcador empleado fue HyperLadder™ V. En el caso de
los individuos homocigotos para el alelo C se obtuvieron dos bandas de 194 y 374 pares de

bases (pb) (calle 4), los individuos homocigotos para el alelo T generaron dos bandas de 220y
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374 pb (calle 5) y los heterocigotos obtuvieron tres bandas de 194, 220 y 374 pb (calle 3). La

representacion de las bandas en un gel de agarosa se muestra en la Figura 13.

Marcador
Blanco l Muestras

(1) (2) (3) (4) (5)

-d

-

. —
.- Ss e < 374pb
—

e S <« 220pb, Alelo T
i g-- <—— 194pb, Alelo C

Figura 13. Gel de agarosa (2%) mostrando los resultados del genotipado de CEP72 rs924607.

6. ANALISIS ESTADISTICOS
El éxito de genotipado para cada SNP se calculé con el software Haploview (v 4.2).

El andlisis de asociacion entre neurotoxicidad y polimorfismos genéticos se evalué mediante el
test de Fisher o X2. La magnitud de dicha asociacidn se calculd mediante el valor de odds ratio
(OR) y el correspondiente Intervalo de Confianza (IC) 95% de cada genotipo/alelo respecto de

la referencia, con regresion logistica univariante.

La comparacion de frecuencias genotipicas entre pacientes con y sin neurotoxicidad se llevo a
cabo mediante el modelo de regresién logistica utilizando 2 modelos de herencia genéticos
(dominante y recesivo). El modelo dominante postula que una Unica copia del alelo de riesgo
es suficiente para modificar el riesgo, mientras que el modelo recesivo supone que son 2
copias del alelo para modificar el riesgo (148). Para determinar la significancia estadistica de
cada SNP, se tomé el modelo m3s significativo de los dos. Los datos genotipicos se procesaron

utilizando la libreria SNPAssoc para el software R (Versidon de R 3.0.3, “the R Foundation for
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Statistical Computing”). Asimismo, se compararon frecuencias alélicas (uno de los alelos
provoca el riesgo) y frecuencias haplotipicas (es el conjunto de SNPs que se heredan en bloque
los que determinan el riesgo). Tanto la determinacién de los bloques haplotipicos
(determinados con el método de Gabriel y cols (149), como las comparaciones, se realizaron

con el software Haploview v4.2.

Los posibles factores de confusion como edad, sexo y nimero de vincristinas recibidas se

ajustaron mediante regresion logistica univariante y multivariante.

Debido al gran nimero de SNPs en estudio y por tanto, al gran nimero de comparaciones, es
frecuente la aparicién de falsos positivos. En consecuencia, los valores de significancia se
corrigieron mediante dos métodos (1) en el caso de andlisis de frecuencias genotipicas, se
utilizé el False Discovery Rate (FDR): se calcula teniendo en cuenta el numero de SNPs
significativos obtenidos (2) en el caso de frecuencias alélicas y haplotipicas, se usé el método
de permutaciones (Haploview v.4.2): se mezclan al azar pacientes con y sin neurotoxicidad y el
software calcula el numero de veces que se obtiene un valor significativo por azar, dando

como resultado un valor de p corregido.

En todos los casos, se consideraron significativos valores con p < 0,05.
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Tabla S1. SNPs seleccionados en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina y criterios de seleccién .

N SNP Gen Alelos Cromosoma Localizacién Posicion Funcién Motivo de seleccion

1 rs10246878 ABCB1 G>A 7 87275641 intrén 1 intrénico tagSNP

2 rs13233308 ABCB1 C>T 7 87244960 intrén 1 intrénico tagSNP

3 rs2214102 ABCB1 G>A 7 87229501 intrén 2 intrénico tagSNP

4 rs3789243 ABCB1 T>C 7 87220886 intrén 4 intrénico tagSNP

5 rs12535512 ABCB1 C>T 7 87220334 intrén 4 intrénico Sitio CpG

6 rs13229143 ABCB1 G>C 7 87219481 intrén 4 intrénico tagSNP

7 rs17327624 ABCB1 G>T 7 87216817 intrén 4 intrénico tagSNP

8 rs4148733 ABCB1 T>C 7 87213232 intrén 5 intrénico tagSNP

9 rs1202172 ABCB1 T>G 7 87210974 intrén 5 intrénico Sitio CpG

10 rs13226726 ABCB1 C>T 7 87206615 intrén 5 intrénico tagSNP

11 rs1202179 ABCB1 A>G 7 87204279 intrén 5 intrénico sitio CpG

12 rs10264990 ABCB1 T>C 7 87202615 intrén 5 intrénico tagSNP

13 rs10260862 ABCB1 G>C 7 87201482 intrén 5 intrénico tagSNP

14  rs2520464 ABCB1 A>G 7 87201086 intrén 5 intrénico sitio CpG

15  rs4148734  ABCB1 C>T 7 87193597 intrén 8 intrénico sitio CpG

16 rs10244266 ABCB1 T>G 7 87188467 intrén 9 intrénico sitio CpG

17  rs1922240 ABCB1 T>C 7 87183354 intrén 9 intrénico sitio CpG

18 rs2235013 ABCB1I A>G 7 87178626 intron 15 intrénico tagSNP

19 rs2235046 ABCB1 G>A 7 87174066 intrén 17 intrénico sitio CpG

20  rs6961419 ABCB1 T>C 7 87172136 intrén 18 intrénico sitio CpG

21  rs10268314 ABCB1 T>C 7 87169669 intrén 19 intrénico sitio CpG

22 rs10274587 ABCB1 G>A 7 87164483 intrén 20 intrénico sitio CpG

23 rs4148738 ABCB1 A>G 7 87163049 intrén 20 intrénico sitio CpG

24  rs4148743  ABCB1 G>A 7 87151090 intron 22 intrénico sitio CpG

25 rs2235048 ABCB1 C>T 7 87138511 intréon 27 intrénico tagSNP

26  rs6979885  ABCB1 G>A 7 87137461 intrén 27 intrénico tagSNP

27 rs3842 ABCBI ASG 7 87133366 JUTR JUTR regulacion SUTR,
sitio CpG
regulacion

28 rs1055302 ABCB1 G>A 7 87132916 downstream downstream downstream, Sitio
CpG

29 rs6946119 ABCB1 T>C 7 87128865 downstream downstream tagSNP
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Tabla S1. SNPs seleccionados en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina. Continuacién.

N SNP Gen Alelos Cromosoma Localizacién Posicion Funcién Motivo de seleccion
30 rs7789645 ABCB1 G>C 7 87122603 downstream downstream sitio CpG
31 rs8050881 ABCC1 G>A 16 16037261 upstream upstream sitio CpG
regulacion Upstream,
32 rs4148330 ABCC1 A>G 16 16041768 upstream upstream .
sitio CpG
33 rs504348 ABCC1 C>G 16 16043174 upstream upstream regulacion upstream
34 rs215101 ABCC1 G>C 16 16052973 intrén 1 intrénico sitio CpG
35  rs215099 ABCC1 G>T 16 16054694 intrén 1 intrénico sitio CpG
regulacion
36  rs12923345 ABCC1 T>C 16 16055082 intrén 1 intrénico transcripcional , sitio
CpG
37 rs215094 ABCC1 A>G 16 16060915 intrén 1 intrénico sitio CpG
38  rs215049 ABCC1 G>C 16 16070768 intrén 1 intrénico sitio CpG
regulaciéon
39  rs6498594  ABCC1 A>C 16 16073437 intrén 1 intrénico transcripcional, sitio
CpG
— . regulacion
40 rs152023 ABCC1  A>G 16 16085236 intron 1 intronico L
transcripcional
o, . regulaciéon
41 rs152022 ABCC1 C>G 16 16086666 intron 1 intronico .
transcripcional
42  rs246218 ABCC1 C>T 16 16087565 intrén 1 intrénico Sitio CpG
o, . regulaciéon
43 rs17501331 ABCC1 A>G 16 16089441 intrén 1 intrénico o
transcripcional
regulacion
44 rs12934692 ABCC1 T>C 16 16100513 intrén 1 intrénico transcripcional, sitio
CpG
45  rs16967145 ABCC1 G>A 16 16106970 intrén 3 intrénico tagSNP
46 rs1967120 ABCC1 T>C 16 16108894 intrén 4 intrénico sitio CpG
47  rs3784862  ABCC1 A>G 16 16110891 intrén 5 intrénico bibliografico
48  rs246240 ABCC1 A>G 16 16119024 intrén 5 intrénico bibliografico
49  rs875740 ABCC1 T>G 16 16123048 intrén 5 intrénico tagSNP
50 rs11642957 ABCC1 T>C 16 16124008 intrén 5 intrénico sitio CpG
51 rs3784864  ABCC1 A>G 16 16125325 intrén 5 intrénico tagSNP
52 rs193538 ABCC1 T>G 16 16127916 intrén 6 intrénico sitio CpG
53  rs11075293 ABCC1 G>A 16 16129996 intrén 6 intrénico tagSNP
54  rs903880 ABCC1 C>A 16 16130514 intrén 7 intrénico tagSNP
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Tabla S1. SNPs seleccionados en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina. Continuacion.

N SNP Gen Alelos Cromosoma Localizacién Posicion Funcién Motivo de seleccion

55 rs8054670 ABCC1 T>C 16 16132134 intrén 7 intrénico tagSNP

56  rs246230 ABCC1 C>T 16 16132880 intrén 7 intrénico sitio CpG

57 rs246221 ABCC1 T>C 16 16138322 exon 8 sinénimo sitio CpG

58  rs35592 ABCC1 T>C 16 16141823 intrén 9 intrénico sitio CpG

59 rs3765129  ABCC1 C>T 16 16149901 intrén 11 intrénico bibliografico

60 rs17287570 ABCC1 A>C 16 16155103 intrén 12 intrénico tagSNP

61 rs35597 ABCC1 G>A 16 16158034 intrén 12 intrénico sitio CpG

62  rs35600 ABCC1 C>G 16 16159628 intrén 12 intrénico tagSNP
regulaciéon

63 rs35605 ABCC1 C>T 16 16162019 exon 13 sindnimo ensamblamiento,
bibliogréfico

64  rs35621 ABCCI C>G 16 16168608 intrén 14 intrénico zﬂogréﬁco’ sitio

65 rs35625 ABCC1 T>C 16 16169566 intrén 14 intrénico reg trans

66  rs4148350 ABCC1 G>T 16 16170477 intrén 15 intrénico tagSNP

67 rs4148355 ABCC1 A>G 16 16174667 intrén 16 intrénico sitio CpG

68 rs10852377 ABCC1 C>T 16 16176824 intrén 16 intrénico sitio CpG

69 rs2074086 ABCC1 T>C 16 16181142 intrén 18 intrénico tagSNP

70 rs2889517 ABCC1  C>T 16 16181956 intrén 18 intrénico tagSNP

71 rs3888565 ABCC1 G>A 16 16183045 intréon 18 intrénico tagSNP

72 rs4148359 ABCC1 C>G 16 16187234 intrén 19 intrénico sitio CpG

73 rs2269800 ABCC1 A>G 16 16196839 intréon 20 intrénico sitio CpG

74  rs16967755 ABCC1 A>G 16 16199255 intrén 20 intrénico sitio CpG

75 rs11864374 ABCC1 G>A 16 16201885 intrén 21 intrénico sitio CpG

76  rs3784867 ABCC1 C>T 16 16203345 intron 21 intrénico tagSNP

77  rs4780591  ABCC1 G>C 16 16204979 intron 21 intrénico tagSNP

78 rs3887893 ABCC1 A>G 16 16205501 intrén 22 intrénico tagSNP

79 rs2299670 ABCC1 A>G 16 16220858 intrén 26 intrénico sitio CpG

80  rs212081 ABCC1 C>T 16 16225971 intrén 27 intrénico tagSNP
Regulacién

81 rs2230671 ABCC1 C>T 16 16228242 exdn 28 sinénimo ensamblamiento, sitio
CpG, bibliografico

82  rs212086 ABCC1 G>A 16 16229735 intrén 28 intrénico sitio CpG
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Tabla S1. SNPs seleccionados en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina. Continuacién.

N SNP Gen Alelos Cromosoma Localizacién Posicion Funcién Motivo de seleccion
83 rs3743527 ABCC1 C>T 16 16235681 3'UTR 3'UTR 3'UTR regulation
84  rs129081 ABCC1 G>C 16 16235939 3'UTR 3'UTR sitio diana miRNA
miRNA, regulacion
85 rs212090 ABCC1 T>A 16 16236004 3'UTR 3'UTR o e
3'UTR, bibliografico
bibliogréfico, sitio
86  rs212093 ABCC1 A>G 16 16237754 downstream downstream CoG
p
87 rs12448760 ABCC1 G>A 16 16239539 downstream downstream  sitio CpG
regulacion upstream,
88 rs1885301 ABCC2 A/G 10 101541053 upstream upstream R
bibliogréfico
regulacién 5'UTR, sitio
89  rs717620 ABCC2 G>A 10 101542578 5'UTR 5'UTR e
CpG, bibliografico
90  rs2756105 ABCC2 C>T 10 101547042 intrén 2 intrénico sitio CpG
91 rs7906080 ABCC2 A>G 10 101547647 intrén 2 intrénico sitio CpG
92 rs4148385 ABCC2 A>C 10 101548177 intrén 2 intrénico sitio CpG
93 rs4148386 ABCC2 G>A 10 101548468 intrén 2 intrénico sitio CpG
94 rs2145853 ABCC2 G>A 10 101548795 intrén 2 intrénico sitio CpG
95 rs2756109 ABCC2 T>G 10 101558746 intrén 7 intrénico tagSNP
no-sinénimo,
. . regulacion
96 rs2273697 ABCC2 G>A 10 101563815 exon 10 No-sinénimo . .
ensamblamiento, sitio
CpG, bibliografico
97 rs2073337 ABCC2 A>G 10 101567426 intrén 12 intrénico sitio CpG
98 rs4148394  ABCC2 A>C 10 101572343 intrén 15 intrénico tagSNP
99 rs9794323  ABCC2 T>C 10 101587002 intrén 19 intrénico sitio CpG
100 rs4148396 ABCC2 C>T 10 101591944 intrén 23 intrénico bibliografico
regulaciéon
101 rs3740066 ABCC2 A>G 10 101604207 exdn 28 sinénimo ensamblamiento, sitio
CpG, bibliografico
L, . bibliografico, sitio
102 rs3740065 ABCC2 T>C 10 101605693 intron 29 intrénico CpG
103 rs12826 ABCC2 A>G 10 101612320 downstream downstream  sitio CpG
104 rs11190297 ABCC2 G>T 10 101618103 downstream downstream tagSNP
105 rs12762549 ABCC2 C>G 10 101620771 downstream downstream  Bibliografico
106 rs11190298 ABCC2 A>G 10 101620948 downstream downstream  sitio CpG
107 rs7212045 ABCC3 G>C 17 48706024 upstream upstream tagSNP
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Tabla S1. SNPs seleccionados en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina. Continuacion.

N SNP Gen Alelos Cromosoma Localizacién Posicion Funcién Motivo de seleccion
108 rs2412332 ABCC3 C>G 17 48707522 upstream upstream sitio CpG
109 rs757421 ABCC3 G>A 17 48707768 upstream upstream tagSNP
110 rs2189595 ABCC3 A>G 17 48708949 upstream upstream tagSNP
111 rs8073706 ABCC3 G>A 17 48709941 upstream upstream Regulacién upstream
regulacion
112 rs12604031 ABCC3 A>G 17 48712705 intréon 1 intrénico transcripcional , sitio
CpG
regulacién
113 rs10153257 ABCC3 A>G 17 48713223 intréon 1 intrénico transcripcional , sitio
CpG
L, . regulacién
114 rs2412333 ABCC3 G>A 17 48715271 intron 1 intronico L.
transcripcional
regulacién
115 rs739921 ABCC3 C>G 17 48719590 intréon 1 intrénico transcripcional , sitio
CpG
_— . regulacién
116 rs1541392 ABCC3 T>G 17 48719889 intrén 1 intrénico L.
transcripcional
N . regulaciéon
117 rs12051822 ABCC3 G>A 17 48723585 intron 1 intronico .
transcripcional
regulacion
118 rs17562467 ABCC3 C>T 17 48724830 intrén 1 intrénico transcripcional , sitio
CpG
L . regulaciéon
119 rs4793666 ABCC3 C>G 17 48727253 intron 1 Intrénico .
transcripcional
_ . regulacion
120 rs17562516 ABCC3 T>A 17 48729781 intron 1 intronico .
transcripcional
121 rs4148411 ABCC3 G>C 17 48733745 intrén 2 Intrénico tagSNP
122 rs4148412  ABCC3 C>T 17 48733815 intrén 2 intrénico tagSNP
123 rs739923 ABCC3  G>A 17 48735774 intrén 5 Intrénico sitio CpG
124 rs733392 ABCC3 G>A 17 48736403 intrén 6 intrénico tagSNP
125 rs1978153  ABCC3 C>G 17 48737861 intrén 7 Intrénico sitio CpG
126 rs4148413  ABCC3 C>G 17 48740798 intrén 8 intrénico tagSNP
127 rs879459 ABCC3 A>G 17 48746135 intrén 14 Intrénico tagSNP
128 rs8075406  ABCC3 T>A 17 48749522 intréon 17 intrénico tagSNP
129 rs2072365  ABCC3 C>T 17 48752866 intrén 20 intrénico sitio CpG
130 rs3785912  ABCC3 G>A 17 48756937 intrén 26 intrénico sitio CpG
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Tabla S1. SNPs seleccionados en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina. Continuacion.

N SNP Gen Alelos Cromosoma Localizacién Posicion Funcién Motivo de seleccién
Regulacién
131 rs2277624  ABCC3 G>A 17 48761105 exén 27 sinénimo ensamblamiento,
sitio CpG
132 rs1558288 ABCC3 G>A 17 48763715 intrén 29 Intrénico sitio CpG
133 rs3785911 ABCC3 T>G 17 48767431 intrén 30 intrénico sitio CpG
regulaciéon
134 rs1051640 ABCC3 A>G 17 48768486 exon 31 sinénimo ensamblamiento, sitio
diana miRNA
135 rs17563146 ABCC3 C>T 17 48769329 downstream downstream tagSNP
136 rs12602161 ABCC3 A>G 17 48769881 downstream downstream  sitio CpG
137 rs4148418 ABCC3 A>G 17 48770517 downstream downstream tagSNP
138 rs8196 ABCC3 T>C 17 48770959 downstream downstream  sitio CpG
139 rs9394952 ABCC10 G>A 6 43401105 intrén 3 intrénico sitio CpG
140 rs831312 ABCC10 A>G 6 43405525 intrén 6 intrénico sitio CpG
141 rs9357412 ABCC10 C>G 6 43416342 intrén 18 Intrénico tagSNP
142 rs1049553  RALBP1 C>T 18 9475146 5°UTR 5°UTR sitio CpG
L, L. regulacién
143 rs7227801 RALBP1 G>A 18 9482933 intron 1 Intrénico .
transcripcional
_ . regulacion
144 rs8092935 RALBP1 C>A 18 9515856 intrén 2 intrénico L.
transcripcional
145 rs12454987 RALBP1 A>G 18 9518126 intrén 3 intrénico sitio CpG, tagSNP
146 rs9946939 RALBP1 A>G 18 9531484 intréon 7 Intrénico sitio CpG
147  rs420905 RALBP1 G>A 18 9539802 downstream downstream  sitio CpG
148 rs776746 CYP3A5 A>G 7 99270539 intrén 3 Intrénico bibliografico
149 rs4646450 CYP3A5 T>C 7 99266318 intrén 6 intrénico bibliografico
L, _ bibliogréfico, sitio
150 rs4646437 CYP3A4 T>C 7 99365083 intron 7 Intrénico CoG
P
151 rs2246709 CYP3A4 G>A 7 99365719 intrén 7 intrénico bibliografico
152 rs6956344 CYP3A4 C>T 7 99359151 intron 11 intrénico bibliografico
153 rs12333983 CYP3A4 T>A 7 99354114 downstream downstream  bibliografico
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Tabla S2. SNPs seleccionados en genes implicados en la farmacodinamia de la vincristina y criterios de seleccion

N SNP Gen Alelos Cromosoma Localizacién Posicion Funcién Motivo de seleccién

1 rs7210728 MAPT  A>G 17 43968415 upstream upstream bibliogréfico

2 rs1001945 MAPT C>G 17 44005821 intrén 1 Intrénico bibliografico

3 rs11867549 MAPT  A>G 17 44013235 intrén 1 intrénico bibliogréfico

4 rs1078997 MAPT  A>G 17 44109843 downstream downstream bibliografico

5 rs1467967 MAPT  A>G 17 43986179 intrén 1 Intrénico bibliografico

6 rs1800547 MAPT G>A 17 44051846 intrén 4 intrénico bibliogréfico

7 rs242557 MAPT G>A 17 44019712 intrén 1 Intrénico bibliografico

8 rs2435207 MAPT G>A 17 44058928 intrén 5 intrénico bibliogréfico

9 rs3785883 MAPT G>A 17 44054433 intrén 4 Intrénico bibliografico

10 rs8079215 MAPT T>C 17 44064851 intrén 7 intrénico bibliografico

11 rs919463 MAPT G>A 17 44065741 intrén 6 intrénico sitio CpG

12 rs7521 MAPT  G>A 17 44105395 3°UTR 3°UTR bibliogréfico sitio CpG

13 rs9405612 TUBB2A T>C 6 3144113 downstream downstream  sitio CpG
regulaciéon

14  rs17145779 TUBB2B C>T 6 3225075 exén 4 sinénimo ensamblamiento, sitio
CpG

15 rs151337 TUBB1 CT 20 rs151337 downstream downstream  sitio CpG

16  rs151349 TUBB1 T>C 20 57589766 upstream upstream sitio CpG
no-sinénimo,

3 L regulaciéon

17 rs6070697 TUBB1 G>A 20 57599402 exén 4 No-sinénimo . .
ensamblamiento, sitio
CpG

18  rs3865466 TUBB4 CT 19 6510003 upstream upstream sitio CpG

19  rs4558416  TUBB3  G>A 16 90002767 downstream  downstream  sitio CpG

20 rs4395073 TUBB3 T>C 16 90002682 downstream downstream  sitio CpG
regulaciéon

N L. transcripcional

21 rs2302898 TUBB3 C>T 16 89998794 intrén 2 intrénico . .
/intensificador
intrénico

22 rs924607 CEP72 CT 5 610093 upstream promotor bibliografico
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RESULTADOS

1. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio incluyd un total de 152 pacientes pediatricos diagnosticados de
Leucemia Linfoblastica Aguda de tipo B, procedentes de 4 hospitales nacionales: Hospital
Universitario Cruces (46,05%), Hospital Universitario La Paz (46,05%), Hospital Universitario

Donostia (6,6%) y Hospital Universitario Vall d"Hebron (1,3%).

La edad media de los pacientes fue de 5,49 afios (rango 1-14) y el 56,6% fueron varones. Todos
los pacientes fueron tratados segln los Protocolos SHOP (94/99/2005), la mayoria con el
protocolo SHOP 2005 (59,2% de los casos). El 41,8% de los pacientes se clasificaron como alto
riesgo, seguido de un 39% como riesgo estandar y un 19,2% de muy alto riesgo. Respecto a las
alteraciones genéticas, un 40,8% no presentaron ninguna. La translocacién mas frecuente fue
TEL/AMLI en un 19,2% de los casos. Un 31,5% de pacientes presentaron hiperdiploidia. Los
pacientes recibieron una media de 12,93 (rango 4-20) dosis de vincristina durante el

tratamiento.

El estudio de neurotoxicidad asociada a la vincristina se llevd a cabo durante la fase de
induccion y de forma global (en cualquiera de las fases). El grado de toxicidad de los pacientes
se codificé utilizando la escala de la OMS en: (a) toxicidad total (grados 1-4) (b) toxicidad leve
(grados 1-2) y (c) toxicidad severa (grados 3-4). En resumen, un 33,6% de los pacientes
presentaron neurotoxicidad durante el tratamiento (19,5% leve y 14,1% severa). La fase donde
mas neurotoxicidad se registré fue la induccién con un 30,9% (18,8% leve y 12,1% severa),

mientras que en el mantenimiento sélo un 6,1% mostré toxicidad (3,4% leve y 2,7% severa).

La supervivencia de la muestra fue de un 92,6% y un 16,1% de los pacientes presentaron

recaida (Tabla 8).

2. EXITO DE GENOTIPADO

El presente estudio incluyéd un total de 175 SNPs en 15 genes relacionados con la
farmacocinética (n=153) y farmacodinamia (n=22) de la vincristina. El 90,1% (137/152) de las
muestras (Tabla anexa 1) y el 89,7% (157/175) de los SNPs (Tabla anexa 2) fueron genotipados
con éxito e incluidos en el estudio. El porcentaje medio de éxito en el genotipado de los SNPs
se situd en torno al 95,3%. Los SNPs fallidos se debieron a la no amplificacién por PCR, 0 a una
intensidad insuficiente o poca definicidn para la separacién por clusters (n=14). Asimismo, se

eliminaron aquellos SNPs monomérficos (n=1) o con un porcentaje de genotipado <75% (n=3).
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Tabla 8. Caracteristicas de la poblacién de estudio

N2 pacientes, n 152
Edad media al diagnéstico, afios 5,49 (rango 1-14)
Sexo, n (%)

Nifias 66 (43,4)

Nifios 86 (56,6)
Grupo de riesgo,* n (%)

Estandar 57 (39,0)

Alto 61(41,8)

Muy alto 28 (19,2)
Alteraciones genéticas,* n (%)

No alteracion 53 (40,8)

BCR/ABL 3(2,3)

MLL/AF4 7(54)

E2A/PBX1 1(0,8)

Tel/AML1 25(19,2)

Hiperdiploidia 41 (31,5)
Protocolo de tratamiento, n (%)

LAL-SHOP 94/99 62 (40,8)

LAL-SHOP 2005 90 (59,2)
N2 dosis vincristinas 12,93 (rango 4-20)
Toxicidad Neurolégica en inducciéon,* n (%)

No toxicidad" 103 (69,1)

Leve (1-2) 28 (18,8)

Severa (3-4) 18 (12,1)
Toxicidad Neurolégica en cualquier fase,* n (%)

No toxicidad” 99 (66,4)

Leve (1-2) 29 (19,5)

Severa (3-4) 21 (14,1)
Toxicidad Neurolégica en mantenimiento,* n (%)

No toxicidad" 140 (94,0)

Leve (1-2) 5(3,4)

Severa (3-4) 4(2,7)
Supervivencia,* n (%)

Vivos 138 (92,6)

Fallecidos 11 (7,4)
Recaida,* n (%)

No 125 (83,9)

Si 25 (16,1)

* No se pudo obtener el dato en todas las muestras *No datos de neurotoxicidad en el historial
clinico
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3. ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE POLIMORFISMOS DE GENES IMPLICADOS EN LA
FARMACOCINETICA DE LA VINCRISTINA Y LA NEUROTOXICIDAD

Para estudiar la asociacion entre los polimorfismos genéticos seleccionados y la
presencia/ausencia de toxicidad neuroldgica asociada a la vincristina, se compararon las
frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas entre los grupos de pacientes, en las diferentes
fases del tratamiento (induccién y de forma global). A la hora de valorar los resultados de
toxicidad, se consideraron 3 fenotipos: (1) neurotoxicidad total (grados 1-4) (2) neurotoxicidad

leve (grados 1-2) y (3) neurotoxicidad severa (grados 3-4).

El estudio de asociacidon incluyé un total de 136 SNPs en 8 genes implicados en la
farmacocinética de la vincristina (ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCC3, RALPB1, ABCC10, CYP3A4 y
CYP3AS5).

En primer lugar, se comprobd que la neurotoxicidad no estaba asociada significativamente con
las covariables edad, sexo y numero de vincristinas recibidas, por lo que no se incluyeron estas

covariantes en los andlisis de asociacién.

3.1. POLIMORFISMOS ASOCIADOS A NEUROTOXICIDAD EN INDUCCION
3.1.1. FRECUENCIAS GENOTIPICAS

El andlisis de asociacién por frecuencias genotipicas se realizd comparando grupos de

pacientes con diferentes grados de toxicidad.

a) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-4 (total) versus no toxicidad:

El andlisis de asociacion por frecuencias genotipicas mostré que 12 SNPs en 3 genes
estaban asociados con la neurotoxicidad asociada a la vincristina: 5 SNPs en ABCC2, 6

SNPs en ABCC1y 1 SNP en ABCB1 (Tabla 9).

Los SNPs rs3740066 y rs12826, localizados en el exdn 28 y aguas abajo (downstream)
del gen ABCC2, respectivamente, mostraron los dos resultados mas significativos. Bajo
el modelo dominante (GG vs AG+AA), el genotipo AG+AA en ambos casos, mostrd un
efecto protector; en el caso de rs3740066 con un OR=0,23 (IC 95%: 0,1-0,53;
p=0,0004), y en el caso de rs12826 con un OR=0,24 (IC 95%: 0,1-0,54; p=0,0004). Tras
la correccion mediante FDR, ambos SNPs continuaron teniendo una asociacion

significativa con la neurotoxicidad. Otros 3 SNPs en ABCC2 resultaron significativos,
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dos localizados en regiones intrénicas (rs2073337 y rs4148396) y uno aguas abajo del

gen (rs11190298).

En el gen ABCCI1, los SNPs mas significativos fueron rs11864374 y rs3743527,
localizados en el intron 21 y en la regién 3’UTR del gen. En ambos casos, bajo el
modelo dominante, los genotipos AG+AA rs11864374 y CT+TT rs3743527 mostraron
un efecto protector (OR=0,35; IC 95%: 0,15-0,79 y OR=0,32; IC 95%: 0,13-0,79;

P=0,008, respectivamente).

En el gen ABCB1, el Unico SNP significativo fue rs10244266, localizado en el intrén 9.
Bajo el modelo dominante, el genotipo GT+GG incrementd el riesgo de desarrollar

neurotoxicidad (OR=2,60; IC 95%: 1,16-5,83; P=0,021).

Pacientes con neurotoxicidad grados 1-2 (leve) versus no toxicidad:

Los analisis de asociacion mostraron que 10 SNPs en 3 genes tenian asociacion con
neurotoxicidad leve en induccién: 5 SNPs en ABCC2, 2 en ABCC1 y 3 en ABCB1 (Tabla
10).

Los SNPs rs3740066 y rs12826 en ABCC2 mostraron los resultados mas significativos,
en ambos casos bajo el modelo dominante (GG vs AG+AA). En el caso de rs3740066, el
genotipo AG+AA mostré un efecto protector con valor de OR de 0,15 (IC 95%: 0,06-
0,43; p=0,0002); en el caso de rs12826, el OR fue de 0,15 (IC 95%: 0,05-0,41;
p=0,0001). Tras la correccién por FDR, ambos SNPs continuaron teniendo una

asociacion significativa con neurotoxicidad leve.

En el gen ABCC1, el SNP mas significativo fue rs11864374. Bajo el modelo dominante,
el genotipo AG+AA mostré un efecto protector (OR=0,30; IC 95%: 0,11-0,84).

En el gen ABCB1, rs10244266 mostro el valor de asociacion mas significativo (OR=3,89;
IC 95%: 1,51-10,03).

Pacientes con neurotoxicidad grados 3-4 (severa) versus no toxicidad:

Los resultados de asociacidn mostraron un unico SNP, situado en el intrén 4 del gen

ABCC1, asociado con neurotoxicidad severa (Tabla 11).

El genotipo CT+CC rs1967120 mostrd un efecto protector (OR=0,29; IC 95%: 0,09-0,99;

p=0,035). Tras el factor de correccidn FDR, la asociacidon no se mantuvo significativa.
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Tabla 9. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente asociados con
neurotoxicidad total en induccion.

Neurotoxicidad

SNP No neurotoxicidad
Gen Genotipo grados OR (IC 95% ) P
(posicion) n (%)(n=94) 1-4 n (%)(n=40)
ABCC2 rs3740066 GG 22 (23,7) 20(57,1) Dominante 0,0004*
(ex6n 28) AG 56 (60,2) 8(22,9) o2 ég')lo' (0,036)
AA 15 (16,1) 7(20)
rs12826 GG 21(22,8) 20 (55,6) Dominante 0,0004*
(aguas abajo) AG 56 (60,9) 9 (25) 2 é?l')lo' (0,036)
AA 15 (16,3) 7 (19,4)
rs2073337 AA 17 (20) 17 (50) Dominante 0,001
- 0,25 (0,11-
(intrén 12) AG 51 (60) 10 (29,4) 0,59)
GG 17 (20) 7(20,6)
rs4148396 CC 24 (26,7) 18 (50) Dominante 0,013
{intron 23) cr 51 (56,7) 11 (30,6) bl ([
0,81)
T 15 (16,7) 7(19,4)
rs11190298 GG 29 (30,9) 12 (33,3) Recesivo 0,049
(aguas abajo) AG 49 (52,1) 12 (33,3) 2,44 (1,01-
5,86)
AA 16 (17) 12 (33,3)
ABCC1 rs11864374 GG 42 (46,2) 27 (71,1) Dominante 0,008
N 0,35 (0,15-
(intrén 21) AG 47 (51,6) 7 (18,4) 0,79)
AA 2(2,20) 4(10,5)
rs3743527 CcC 55 (59,8) 33 (82,5) Dominante 0,008
(3'UTR) cr 31(33,7) 5 (12,5) 032 %')13'
TT 6 (6,5) 2 (5)
rs1967120 T 41 (44,6) 26 (68,4) Dominante 0,012
_— 0,37 (0,17-
(intrén 4) cT 47 (51,1) 8(21,1) 0.82)
cc 4(4,3) 4(10,5)
rs17501331 AA 75 (80,6) 25 (62,5) Dominante 0,029
—_ 2,50 (1,10-
(intrén 1) AG 17 (18,30) 14 (35) 5,68)
GG 1(1,10) 1(2,5)
rs12923345 T 71 (75,5) 22 (56,4) Dominante 0,031
(intrén 1) cr 22 (23,4) 17 (43,6) 2,39 (1,08-
5,25)
cc 1(1,10) 0(0)
rs11642957 T 19 (20,7) 14 (37,8) Dominante 0,047
.y 0,43 (0,19-
(intrén 5) CcT 56 (60,9) 12 (32,4) 0,98)
cc 17 (18,5) 11 (29,7)
ABCB1 rs10244266 T 74 (79,6) 24 (60) Dominante 0,021
— 2,60 (1,16-
(intrén 9) GT 17 (18,3) 15 (37,5) 5,83)
GG 2(2,2) 1(2,5)

* P<0,05 tras correccion por FDR; el valor de P corregido aparece entre paréntesis
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Tabla 10. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente asociados con
neurotoxicidad leve en induccion

SNP No Neurotoxicidad
Gen Genotipo neurotoxicidad  grados 1-2 n OR (IC 95%) P
(posicion) n (%)(n=94) (%)(n=24)
rs12826 GG 21 (22,8) 14 (66,7) Dominante 0,0001*
(aguas abajo) AG 56 (60,9) 5(23,8) 0,15 (0,05-0,41) (0,016)
AA 15 (16,3) 2(9,5)
ABCC2 rs3740066 GG 22 (23,7) 14 (66,7) Dominante 0,0002*
(exdn 28) AG 56 (60,2) 5(23,8) 0,15 (0,06-0,43) (0,016)
AA 15 (16,1) 2(9,5)
rs2073337 AA 17 (20) 12 (54,5) Dominante 0,001
(intrén 12) AG 51 (60) 7(31,8) 0,21(0,08-0,56)
GG 17 (20) 3(13,6)
rs4148396 cc 24 (26,7) 12 (57,1) Dominante 0,009
(intrén 23) CcT 51 (56,7) 6 (28,6) 0,27 (0,10-0,73)
T 15 (16,7) 3 (14,3)
rs11190298 GG 29 (30,9) 4 (20) Recesivo 0,031
(aguas abajo) AG 49 (52,1) 8 (40) 3,25 (1,14-9,23)
AA 16 (17) 8 (40)
ABCC1 rs11864374 GG 42 (46,2) 17 (73,9) Dominante 0,015
(intrén 21) AG 47 (51,6) 4(17,4) 0,30(0,11-0,84)
AA 2(2,2) 2(8,7)
rs3743527 cC 55 (59,8) 20(83,3) Dominante 0,024
(3'UTR) cT 31(33,7) 3(12,5) 0,30 (0,09-0,94)
L 6(6,5) 1(42)
ABCB1 rs10244266 T 74 (79,6) 12 (50) Dominante 0,005
(intrén 9) GT 17 (18,3) 12 (50) 3'81%%51’
GG 2(2,2) 0(0)
rs10274587 GG 73 (77,7) 12 (50) Dominante 0,009
(intrén 20) AG 19 (20,2) 12 (50) 3,48 (1,36-8,86)
AA 2(2,12) 0(0)
rs10268314 T 73 (77,7) 12 (52,2) Dominante 0,018
(intrén 19) cT 19 (20,2) 11 (47,8) 3,19 (1,23-8,25)
cc 2(2,12) 0(0)

* P<0,05 tras correccion por FDR; el valor de P corregido aparece entre paréntesis
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Tabla 11. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente asociados con
neurotoxicidad severa en induccién

SNP No neurotoxicidad Neurotoxicidad grados 3-4
Gen (Posicién) Genotipo OR (IC 95%) P
osicion n (%)(n=94) n (%) (n=16)
rs1967120 T 41 (44,6) 11(73,3) Dominante
ABCC1 (intrén 4) CcT 47 (51,1) 2(13,3) 0,29 (0,09-0,99) 0,035
CC 4(4,3) 2(13,3)

3.1.2. FRECUENCIAS ALELICAS

El andlisis de asociacién por frecuencias alélicas se realiz6 comparando grupos de pacientes

con diferentes grados de toxicidad:

a) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-4 (total) versus no toxicidad:

El estudio por frecuencias alélicas mostré que 7 SNPs en 3 genes estaban asociados
con la neurotoxicidad total inducida por la vincristina: 3 SNPs en el gen ABCC2, 3 SNPs

en el gen ABCC1 y uno en el gen ABCB1 (Tabla 12).

El SNP rs2756109 localizado en el intrén 7 del gen ABCC2 mostré el valor de asociacion
mas significativo (p=0,02). El alelo G incrementé el riesgo con un valor de OR=1,89 (IC
95%: 1,09-3,28). Tras corregir la tasa de error por el método de permutaciones, la

asociacion no se mantuvo significativa.
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Tabla 12. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente asociados
con neurotoxicidad total en induccidn. Analisis por frecuencias alélicas.

Gen SNP AI.eIo de Frec control Frec casos OR (IC 95%) P
riesgo

rs2756109 G 0,41 0,57 1,89 (1,09-3,28) 0,02

ABCC2  rs3740066 G 0,54 0,68 1,88 (1,05-3,36) 0,03
rs12826 G 0,53 0,68 1,87 (1,05-3,32) 0,03

ABCC1 rs3743527 C 0,77 0,89 2,34 (1,08-5,07) 0,03
rs17501331 G 0,1 0,2 2,27 (1,10-4,70) 0,03
rs12448760 G 0,73 0,85 2,07 (1,01-4,25) 0,04

ABCB1 rs10244266 G 0,11 0,21 2,12 (1,05-4,30) 0,03

b) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-2 (leve) versus no toxicidad:

El estudio de asociacion por frecuencias alélicas mostré que 6 SNPs en 3 genes estaban
asociados con la neurotoxicidad leve asociada a la vincristina: 4 SNPs en el gen ABCC2,

1 SNP en el gen ABCB1y 1 SNP en el gen ABCC1 (Tabla 13).

Los SNPs rs3740066 y rs12826, localizados en el exdn 28 y aguas abajo del gen ABCC2,
respectivamente, mostraron los resultados mas significativos (p=0,003). El alelo G en
ambos casos incremento el riesgo con valores de OR=3,15 (IC 95%: 1,43-6,96) y OR=
3,22 (IC 95%: 1,46-7,10), respectivamente. Tras corregir la tasa de error por el método

de permutaciones, la asociacidon se mantuvo significativa en estos dos SNPs.
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Tabla 13. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente asociados con

neurotoxicidad leve en induccién. Andlisis por frecuencias alélicas.

Gen SNP AI.eIo de Frec control  Frec casos OR (IC 95%) P
riesgo

ABCC2 rs3740066 G 0,54 0,79 3,15 (1,43-6,96) 0,003*
rs12826 G 0,53 0,79 3,22 (1,46-7,10) 0,003*
rs2756109 G 0,41 0,62 2,32 (1,16-4,62) 0,010
rs2073337 A 0,51 0,7 2,33 (1,14-4,76) 0,020

ABCB1 rs10244266 G 0,11 0,25 2,62 (1,18-5,80) 0,015

ABCC1 rs8054670 C 0,26 0,44 2,33 (1,11-4,88) 0,023

*P<0,05 después de corregir por permutaciones (n=1000)

c) Pacientes con neurotoxicidad grados 3-4 (severa) versus no toxicidad:

El estudio de asociacion por frecuencias alélicas mostré un Unico SNP situado en el

intrén 1 del gen ABCC1 asociado con la neurotoxicidad severa (p=0,04). El alelo G del

SNP rs17501331 incremento el riesgo con un valor de OR de 2,68 (IC 95%: 1,01-7,06)

(Tabla 14). Tras corregir por permutaciones, la asociacién no se mantuvo significativa.

Tabla 14. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente asociados

con neurotoxicidad severa en induccidn. Andlisis por frecuencias alélicas.

Alelo de
Gen SNP . Frec control Frec casos OR (IC 95%) P
riesgo
ABCC1 rs17501331 G 0,10 0,23 2,68 (1,01-7,06) 0,04

3.1.3 FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS

Para estudiar la asociacién entre las frecuencias haplotipicas y la neurotoxicidad por

vincristina, en primer lugar se valord el desequilibrio de ligamiento de los bloques de cada gen.

La definicidn de los bloques se basd en el estudio de Gabriel y cols (149). El gen ABCB1 estuvo

definido por 5 bloques con 21 haplotipos; ABCC1 por 7 bloques con 27 haplotipos; ABCC2 por 3

bloques con 11 haplotipos; ABCC3 por 6 bloques con 19 haplotipos; CYP3A4 y CYP3A5 por 1
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bloque con 3 haplotipos cada uno y RALPB1 por 1 bloque y 3 haplotipos. ABCC10 no mostré
blogue haplotipico (Figura 14).
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Figura 14. Bloques de desequilibrio de ligamiento de los genes implicados en la farmacocinética de la

vincristina basados en el método de Gabriel y cols. Imagenes extraidas con el software Haploview v.4.2.

El analisis de asociacién por frecuencias haplotipicas se realizé comparando grupos de

pacientes con diferentes grados de toxicidad (Tabla 15).

a) Pacientes con neurotoxicidad grado 1-4 (total) versus no toxicidad

Tras realizar el andlisis de asociacion, 3 haplotipos en 2 genes resultaron significativos:
en el gen ABCC2, el haplotipo formado por los SNPs rs2756109, rs2273697, rs2073337,
rs4148394 y rs4148396 (Bloque 2: GGAAC); en el gen ABCC1, el haplotipo formado por
los SNPs rs3784862, rs246240, rs875740, rs11642957, rs3784864 y rs11075293
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b)

(Bloque 4: AATCGG) y el formado por los SNPs rs212090, rs212093 y rs12448760
(Bloque 7: AAG).

Pacientes con neurotoxicidad grados 1-2 (leve) versus no toxicidad:

Tras realizar el andlisis de asociacién, 3 haplotipos en 2 genes resultaron significativos:
en ABCC2, los haplotipos formados por los SNPs rs2756109, rs2273697, rs2073337,
rs4148394 y rs4148396 (Bloque 2: GGAAC) y el formado por los SNPs rs3740066,
rs3740065, rs12826, rs12762549 y rs11190298 (Bloque 3: ATAGG); en ABCCI, el
haplotipo formado por los SNPs rs246221, rs35592 y rs3765129 (Bloque 5: CCC).

Pacientes con neurotoxicidad grados 3-4 (severa) versus no toxicidad:

Tras realizar el analisis de asociacién, un Unico haplotipo en el gen RALBP1 resultd

significativo: el haplotipo formado por los SNPs rs9946939 y rs420905 (Bloque 1: AG).

Tras aplicar el método de permutaciones para corregir la tasa de error, ninguno de los

resultados haplotipicos obtenidos fueron estadisticamente significativos.

Tabla 15. Haplotipos asociados con neurotoxicidad por vincristina en induccion

Neurotoxicidad grados 1-4 (total)

G SNP Haoloti Frec No Frec
en S aplotipo
plotip neurotoxicidad neurotoxicidad
rs27561009 ; rs2273697 ; rs2073337 ;
ABCC2 GGAAC 0,13 0,30 0,004
rs4148394 ; rs4148396
rs3784862 ; rs246240 ; rs875740 ;
11642957 ; rs3784864 ; rs11075293 AATCGG 0,09 0,02 0,04
ascc: " ;rs ;s
rs212090; rs212093; rs12448760 AAG 0,13 0,23 0,04
Neurotoxicidad grados 1-2 (leve)
rs2756109 ; rs2273697 ;
GGAAC 0,13 0,30 0,004
ABCC2 rs2073337 ; rs4148394 ; rs4148396
rs3740066 ; rs3740065 ; rs12826 ;
ATAGG 0,50 0,22 0,01
rs12762549 ; rs11190298
ABCC1 rs246221;rs35592; rs3765129 CCC 0,13 0,02 0,03
Neurotoxicidad grados 3-4 (severa)
RALBP1 rs9946939; rs420905 AG 0,20 0,03 0,04
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3.2. POLIMORFISMOS ASOCIADOS A NEUROTOXICIDAD DURANTE EL TRATAMIENTO
(NEUROTOXICIDAD EN CUALQUIER FASE)

3.2.1. FRECUENCIAS GENOTIPICAS

El andlisis de asociacién por frecuencias genotipicas se realizd comparando grupos de

pacientes con diferentes grados de toxicidad.

a)

94

Pacientes con neurotoxicidad grados 1-4 (total) versus no toxicidad:

El analisis de asociacidn por frecuencias genotipicas mostrd una asociacion significativa
en 12 polimorfismos de 4 genes: 5 SNPs en ABCC2, 3 SNPs en ABCC1, 3 SNPs en ABCB1
y 1 SNP en ABCC3 (Tabla 16).

El SNP rs2073337 localizado en el intrén 12 del gen ABCC2 mostrd el resultado mas
significativo bajo el modelo dominante (AA vs AG+GG) (OR=0,23; IC 95%: 0,1-0,5).
Otros dos SNPs mostraron valores muy significativos con P<0,001: rs3740066, situado
en el exdn 28 de ABCC2 (OR=0,26; IC 95%: 0,1-0,5) y rs12826, situado aguas abajo del
mismo gen (OR=0,27; IC 95%: 0,1-0,5). Aparte de estos 3 SNPs, otros dos SNPs de

ABCC2 mostraron valores significativos.

En ABCC1, rs11864374 en el intron 21 mostré el valor mas significativo. Bajo el modelo

dominante, el genotipo AG+AA disminuyd el riesgo con un OR=0,38 (IC 95%: 0,1-0,8).

En ABCB1, rs10244266 en el intrén 9, resulté el SNP mas significativo. Bajo el modelo
dominante, el genotipo GT+GG incrementd el riesgo de neurotoxicidad con un

OR=2,48 (IC 95%: 1,12-5,5).

En ABCC3, rs4793666 en el intrén 1 fue el unico SNP significativo. Bajo el modelo
dominante, CG+GG mostrd un efecto protector con un valor de OR= 0,46 (IC 95%: 0,2-

0,9).

Tras la correccion por FDR, los SNPs rs2073337, rs3740066 y rs12826 de ABCC2

continuaron teniendo una asociacion significativa con neurotoxicidad total.
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Tabla 16. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente

asociados con neurotoxicidad total durante el tratamiento

No Neurotoxicidad
SNP cidad g
Gen Genotipo neurotoxicida grados OR (IC 95%) P
(posicion) n (%) (n=90) 1-4 n (%) (n=44)
AA 15 (18,5) 19 (50) Dominante 0,0005*
rs2073337
A 1,7 112 23 (0,1- ,04
ABCC2 (intrén 12) G 50 (61,7) (28,9) 0,23 (0,1-0,5) (0,046)
GG 16 (19,8) 8(21,1)
GG 21 (23,6) 21 (53,8) Dominante 0,0009*
rs3740066
AG 54 (60,7 10 (25,6 0,26 (0,1-0,5 0,046
(oo 29 (60,7) (256) 0105 (0,046)
AA 14 (15,7) 8 (20,5)
rs12826 GG 20 (22,7) 21 (52,5) Dominante 0,0009*
(aguas abajo) AG 54 (61,4) 11 (27,5) 0,27 (0,1-0,5) (0,046)
AA 14 (15,9) 8 (20)
cC 22 (25,6) 20 (50) Dominante
rs4148396
T 1 12 4(0,1-0,7
] C 50 (58,1) (30) 0,34 (0,1-0,7) 0,007
s 14 (16,3) 8 (20) 0,34 (0,1-0,7)
GG 28 (31,1) 13 (32,5) Recesivo
B Rt AG 47 (52,2) 14 (35) 2,41 (1,02-5,71) 0,047
(aguas abajo)
AA 15 (16,7) 13 (32,5)
GG 40 (46) 29 (69) Dominante
ABCC1 rs11864374 AG 45(51,7) 9(21,4) 0,38 (0,1-0,8) 0,012
(intrén 21)
AA 2(2,3) 4(9,5)
T 69 (76,7) 24 (55,8) Dominante
rs12923345 cT 20 (22,2) 19 (44,2) 2,60 (1,2-5,6) 0,015
(intrén 1)
cC 1(131) 0(0)
™ 40 (45,5) 27 (64,3) Dominante
rs1967120 cT 45 (51,1) 10 (23,8) 0,46 (0,2-0,9) 0,043
(intrén 4)
cc 3(3,4) 5(11,9)
TT 71(79,8) 27 (61,4) Dominante
ABCB1 rs10244266 GT 16 (18) 16 (36,4) 2,48 (1,12-5,5) 0,025
(intrén 9)
GG 2(2,2) 1(2,3)
GG 68 (75,6) 25 (56,8) Dominante
B3RS G 21 (23,3) 18 (40,9) 2,35 (1,09-5,05) 0,03
(aguas abajo)
cc 1(1,1) 1(2,3)
GG 59 (65,6) 26 (59,1) Recesivo
rs17327624 GT 29 (32,2) 13 (29,5) 5,64 (1,05-30,3) 0,031
(intrén 4)
s 2(2,2) 5(11,4)
cc 39 (44,3) 26 (63,4) Dominante
ABCC3 rs4793666 cG 43 (48,9) 12(29,3) 0,46 (0,2-0,9) 0,042
(intrén 1)
GG 6(6,8) 3(7,3)

* P<0,05 tras correccion por FDR; el valor de P corregido aparece entre paréntesis
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96

b)

Pacientes con neurotoxicidad grados 1-2 (leve) versus no toxicidad:

Los resultados de asociacién mostraron 15 SNPs significativamente asociados con

neurotoxicidad leve: 5 SNPs en ABCC2, 7 en ABCC1y 3 en ABCB1 (Tabla 17).

Los SNPs del gen ABCC2 rs12826 (aguas abajo), rs2073337 (intrén 12) y rs3740066
(exdén 28) mostraron los resultados de asociacién mas significativos bajo el modelo
dominante. Los genotipos AG+AA rs12826, AG+GG rs2073337 y AG+AA rs3740066
mostraron un efecto protector con valores de OR= 0,20 (IC 95%: 0,08-0,5), 0,19 (IC
95%: 0,08-0,51) y 0,21 (IC 95%: 0,08-0,53), respectivamente. Otros 2 SNPs del mismo

gen mostraron valores significativos.

En ABCC1, rs11075293 en el intrén 6 mostré el valor mds significativo bajo el modelo
recesivo. El genotipo AA incrementd el riesgo de neurotoxicidad con un valor de
OR=3,61 (IC 95%: 1,29-10,07). Otros 6 SNPs localizados en regiones intrénicas del

mismo gen resultaron significativos.

En ABCB1, rs10244266 en el intron 9 mostrd el resultado mds significativo bajo el
modelo dominante. El genotipo GT+GG incremento el riesgo de toxicidad con un valor

de OR=3,94 (IC 95%: 1,6-9,74).

Tras la correccién de FDR, los SNPs rs12826, rs2073337 y rs3740066 en ABCC2

continuaron teniendo una asociacion significativa con neurotoxicidad.

Pacientes con neurotoxicidad grados 3-4 (severa) versus no toxicidad:

Cuando analizamos los pacientes con neurotoxicidad severa (grados 3-4) durante el
tratamiento, encontramos 5 SNPs asociados significativamente con neurotoxicidad

severa: 1 en ABCC1, 1 en ABCB1y 3 en ABCC3 (Tabla 18).

Los SNPs rs1293345 en ABCC1 y rs17327624 en ABCB1 mostraron los resultados mas
significativos bajo el modelo dominante (OR=3,29; IC 95%: 1,16-9,34) y recesivo
(OR=8,25; IC 95%: 1,28-53,36), respectivamente.

Tras el factor de correccidn FDR, ningin SNP fue estadisticamente significativo.
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Tabla 17. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente
asociados con neurotoxicidad leve durante el tratamiento

SNP No Neurotoxicidad
Gen Genotipo neurotoxicidad  grados 1-2 n OR (IC 95%) P
(posicion) n (%) (n=90) (%)(n=26)
rs12826 GG 20 (22,7) 15 (60) Dominante 0,0005*
ABCC2 (aguas abajo) AG 54 (61,4) 7(28) 0,20 (0,08-0,5) (0,041)
AA 14 (15,9) 3(12)
AA 15 (18,5) 14 (53,8) Dominante 0,0006*
rs2073337
A 1,7 1 -0,51 ,041
(intron 12) G 50 (61,7) 8(30,8) 0,19 (0,08-0,51) (0,041)
GG 16 (19,8) 4 (15,4)
GG 21 (23,6) 15 (60) Dominante 0,0007*
rs3740066
AG 54 (60,7 7 (28 0,21 (0,08-0,53 0,041
] (60,7) (28) ( ) (0,0a)
AA 14 (15,7) 3(12)
cc 22 (25,6) 14 (56) Dominante
rs4148396
T 1 7 (2 27 (0,11-
(intron 23) C 50 (58,1) (28) 0,27 (0,11-068) 0,005
TT 14 (16,3) 4 (16)
GG 28 (31,1) 5(20,8) Recesivo
rs11190298 AG 47 (52,2) 10 (41,7) 3,00 (1,11-8,12) 0,034
(aguas abajo)
AA 15 (16,7) 9(37,5)
GG 33 (38,4) 8(30,8) Recesivo
ABCC1 r§11975293 AG 42 (48,8) 9 (34,6) 3,61 (1,29-10,07) 0,016
(intrdén 6)
AA 11 (12,8) 9 (34,6)
GG 40 (46) 19 (70,4) Dominante
rs11864374
A 4 1,7 1 14-0,91
(intrén 21) G 5(51,7) 5(18,5) 0,36 (0,14-0,91) 0,024
AA 2(2,3) 3(11,1)
cc 68 (78,2) 14 (56) Dominante
rs3765129
(intrén 11) cr 15(17,2) 11 (44) 2,81(1,1-7,19) 0,032
TT 4 (4,6) 0(0)
AA 20(23,3) 9(32,1) Recesivo
rs3784864 AG 52 (60,5) 9(32,1) 2,86 (1,09-7,48) 0,035
(intrén 5)
GG 14 (16,3) 10 (35,7)
T 19 (21,6) 8(30,8) Recesivo
rs11642957
T 2 2,81 (1,08-7
(intrén 5) ¢ 53 (60,2) 8(30,8) ,81(1,08-7,33) 0,037
CcC 16 (18,2) 10 (38,5)
T 49 (58,3) 7 (33,3) Dominante
rs8054670
CcT 27 (32,1 10 (47,6 2,8 (1,02-7,65
(mtron 7) (32,1) (47,6) 8(1,027,65) 0,039
cc 8(9,5) 4(19)
TT 40 (45,5) 16 (59,3) Recesivo
rs1967120 cT 45 (51,1) 7(25,9) 4,93 (1,03-23,6) 0,047
(intrén 4)
CcC 3(3,4) 4(14,8)
T 71 (79,8) 14 (50) Dominante
ABCB1 r§10%44266 GT 16 (18) 14 (50) 3,94 (1,6-9,74) 0,002
(intrén 9)
GG 2(2,2) 0(0)
GG 70 (77,8) 15 (53,6) Dominante
rs10274587
AG 18 (20 13 (46,4 3,03 (1,24-7,41
(intrén 20) (20) (46,4) ,03 (1,24-7,41) 0,015
AA 2(2,2) 0(0)
GG 68 (75,6) 15 (53,6) Dominante
rs7789645 cG 21(23,3) 13 (46,4) 2,68 (1,11-6,49) 0,029
(aguas abajo)
cc 1(1,1) 0 (0)

* P<0,05 tras correccion por FDR; el valor de P corregido aparece entre paréntesis
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Tabla 18. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente asociados
con neurotoxicidad severa durante el tratamiento

SNP 3 No neurotoxicidad Neurotoxicidad grados 3-4
Gen Genotipo (%) (n=19) OR (IC 95%) P
(posicion) n (%) (n=99) nehin=
T 69 (76,7) 9 (50) Dominante
rs12923345
ABCC1 ey cT 20(22,2) 9 (50) 3,29 (1,16-9,34) 0,027
(intrén 1)
cc 1(1,1) 0(0)
GG 59 (65,6) 11 (57,9) Recesivo
rs17327624
ABCB1 L, GT 29 (32,2) 5(26,3) 8,25 (1,28-53,36) 0,027
(intrén 4)
T 2(2,2) 3(15,8)
cc 39 (44,3) 13 (72,2) Dominante
rs4793666
ABCC3 o, CG 43 (48,9) 5(27,8) 0,31(0,1-0,93) 0,028
(intrén 1)
GG 6(6,8) 0(0)
cc 47 (52,2) 5(26,3) Dominante
rs739921
o, CG 39 (43,3) 13 (68,4) 3,06 (1,02-9,21) 0,036
(intrén 1)
GG 4(4,4) 1(5,3)
AA 27 (32,5) 3(17,6) Recesivo
rs2189595
AG 51 (61,4) 10 (58,8) 4,8 (1,14-20,26) 0,041

(aguas arriba)

o6 > (6) 4(23,5)

3.2.2. FRECUENCIAS ALELICAS

El andlisis de asociacién por frecuencias alélicas se realiz6 comparando grupos de pacientes

con diferentes grados de toxicidad.

a) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-4 (total) versus no toxicidad:

El estudio de asociacion por frecuencias alélicas mostré que 5 SNPs en 3 genes estaban
asociados con la neurotoxicidad total asociada a la vincristina: 2 SNPs en ABCC2, 1 SNP

en ABCC1y 2 en el ABCBI1 (Tabla 19).
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El resultado mas significativo fue el encontrado en rs2756109 situado en el intrén 7
del gen ABCC2 (p=0,02). El alelo G incrementd el riesgo con un valor de OR=1,87 (IC
95%: 1,09-3,2).

Tras corregir la tasa de error por el método de permutaciones, la asociacién no se

mantuvo significativa en ningun caso.

Tabla 19. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente asociados con

neurotoxicidad total durante el tratamiento. Analisis por frecuencias alélicas.

Gen SNP Alelo deriesgo  Frec control  Frec casos OR (IC 95%) P
ABCC2 rs2756109 G 0,41 0,60 1,87 (1,09-3,20) 0,02
rs2073337 A 0,50 0,65 1,81 (1,03-3,20) 0,04
ABCC1 rs12923345 C 0,12 0,22 2,04 (1,04-4,01) 0,04
ABCB1 rs7789645 C 0,13 0,23 2,01 (1,03-3,90) 0,04
rs10244266 G 0,11 0,20 2,03 (1,01-4,08) 0,04
b) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-2 (leve) versus no toxicidad:

El estudio de asociacion por frecuencias alélicas mostré que 7 SNPs en 3 genes estaban
asociados con neurotoxicidad leve: 4 SNPs en ABCC2, 1 SNP en ABCC1 y 2 en ABCB1
(Tabla 20).

Los SNPs rs2073337, rs3740066, rs12826 en ABCC2 y rs10244266 en ABCB1 mostraron
los resultados mas significativos (p=0,01). En rs2073337, el alelo A incrementé el riesgo
de toxicidad con un valor de OR=2,25 (IC 95%: 1,16-4,38). En los SNPs rs3740066,
rs12826 y rs10244266, el alelo G incrementd el riesgo con unos valores de OR=2,43 (IC
95%: 1,21-4,88), OR=2,48 (IC 95%: 1,24-4,99) y OR=2,63 (IC 95%: 1,23-5,65),

respectivamente.

Tras corregir la tasa de error por el método de permutaciones, la asociacidon no se

mantuvo significativa en ningun caso.

99



RESULTADOS

Tabla 20. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente asociados con

neurotoxicidad leve durante el tratamiento. Analisis por frecuencias alélicas.

Gen SNP Alfelo de Frec control Frec casos OR (IC 95%) P
riesgo

ABCC2 rs2073337 A 0,5 0,7 2,25 (1,16-4,38) 0,01
rs3740066 G 0,5 0,7 2,43 (1,21-4,88) 0,01
rs12826 G 0,5 0,7 2,48 (1,24-4,99) 0,01
rs2756109 G 0,41 0,6 2,18 (1,15-4,13) 0,02

ABCC1 rs8054670 C 0,25 0,4 2,18 (1,08-4,40) 0,03

ABCB1 rs10244266 G 0,11 0,25 2,63 (1,23-5,65) 0,01
rs10274587 A 0,12 0,23 2,17 (1,01-4,66) 0,04

c) Pacientes con neurotoxicidad grados 3-4 (severa) versus no toxicidad:

El estudio de asociacidn por frecuencias alélicas mostré que 2 SNPs en ABCC3 estaban

asociados con neurotoxicidad severa (Tabla 21). En ambos SNPs, el alelo C incrementd

el riesgo con un valor de OR=2,40 (IC 95%: 1,09-5,32) y OR=2,82 (IC 95%: 1,04-7,64),

respectivamente.

Tras corregir la tasa de error por el método de permutaciones, la asociacidon no se

mantuvo significativa en ningun caso.

Tabla 21. SNPs en genes implicados en la farmacocinética de la vincristina significativamente asociados con

neurotoxicidad severa durante el tratamiento. Andlisis por frecuencias alélicas.

Alelo de Frec
Gen SNP . Frec casos OR (IC 95%) P
riesgo control
ABCC3 rs4793666 C 0,69 0,86 2,40 (1,09-5,32) 0,03
rs4148411 C 0,20 0,33 2,82 (1,04-7,64) 0,03

3.2.3. FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS

El analisis de asociacién por frecuencias haplotipicas se realizd comparando grupos de

pacientes con diferentes grados de toxicidad (Tabla 22).
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Pacientes con neurotoxicidad grado 1-4 (total) versus no toxicidad

Tras realizar el andlisis de asociacidn, 4 haplotipos en 2 genes resultaron significativos.

En el gen ABCC1, los haplotipos formados por los SNPs rs3784862, rs246240, rs875740,
rs11642957, rs3784864 y rs11075293 (Bloque 4: AATCGG), los SNPs rs215049,
rs6498594 y rs152023 (Bloque 2: GAG), y los SNPs rs246221, rs35592 y rs3765129
(Blogue 5: CCC). En ABCC2, el haplotipo formado por los SNPs rs2756109, rs2273697,
rs2073337, rs4148394 y rs4148396 (Bloque 2: GGAAC).

Pacientes con neurotoxicidad grados 1-2 (leve) versus no toxicidad:

Tras realizar el andlisis de asociacidn, 4 haplotipos en 3 genes resultaron significativos.
En el gen ABCC2, los haplotipos formados por los SNPs rs2756109, rs2273697,
rs2073337, rs4148394 y rs4148396 (Bloque 2: GGAAC) y rs3740066, rs3740065,
rs12826, rs12762549 y rs11190298 (Bloque 3: ATAGG). En ABCBI1, el haplotipo
formado por los SNPs rs4148743, rs4148738, rs10274587, rs10268314, rs6961419,
rs2235046, rs2235013, rs1922240, rs10244266, rs4148734 y rs2520464 (Bloque 3:
GAACTGATGCG). Finalmente, en ABCCI, el haplotipo formado por los SNPs rs246221,
rs35592 y rs3765129 (Bloque 5: CCC).

Pacientes con neurotoxicidad grados 3-4 (severa) versus no toxicidad:

Tras realizar el andlisis de asociacién, 2 haplotipos en el gen ABCC3 mostraron
resultados significativos: los haplotipos formados por los SNPs rs17562467, rs4793666
y rs17562516 (Blogque 3: CCT/CGT).

Tras aplicar el método de permutaciones para corregir la tasa de error, ninguno de los

resultados haplotipicos obtenidos fueron estadisticamente significativos.
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Tabla 22. Haplotipos asociados con neurotoxicidad por vincristina durante el tratamiento

Neurotoxicidad total

G SNP Haoloti Frec. No Frec.
en S aplotipo
plotip neurotoxicidad Neurotoxicidad
rs3784862 ; rs246240 ; rs875740 ;
AATCGG 0,09 0,02 0,02
ABCC1 rs11642957 ; rs3784864 ; rs11075293
rs215049; rs6498594; rs152023 GAG 0,07 0,01 0,03
rs246221; rs35592; rs3765129 CCcC 0,13 0,05 0,03
rs2756109 ; rs2273697 ; rs2073337 ;
GGAAC 0,13 0,25 0,02
ABCC2 rs4148394 ; rs4148396
Neurotoxicidad leve
rs3740066 ; rs3740065 ; rs12826 ;
ATAGG 0,46 0,27 0,02
ABCC2 rs12762549 ; rs11190298
rs2756109 ; rs2273697 ; rs2073337 ;
GGAAC 0,13 0,26 0,03
rs4148394 ; rs4148396
rs4148743 ; rs4148738 ; rs10274587 ;
rs10268314 ; rs6961419 ; rs2235046 ;
ABCB1 GAACTGATGCG 0,12 0,23 0,03
rs2235013 ; rs1922240; rs10244266;
rs4148734; rs2520464
ABCC1 rs246221;rs35592; rs3765129 CcccC 0,13 0,035 0,04
Neurotoxicidad severa
CCT 0,4 0,55 0,04
ABCC3 rs17562467; rs4793666; rs17562516
CGT 0,31 0,15 0,04

4. ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE POLIMORFISMOS DE GENES IMPLICADOS EN LA

FARMACODINAMIA DE LA VINCRISTINA Y LA NEUROTOXICIDAD

Para estudiar

la asociaciéon entre los

polimorfismos genéticos seleccionados vy

la

presencia/ausencia de toxicidad neuroldgica asociada a la vincristina, se compararon las

frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas entre los grupos de pacientes, en las diferentes

fases del tratamiento (induccién y de forma global). A la hora de valorar los resultados de

toxicidad, se consideraron 3 fenotipos: (1) neurotoxicidad total (grados 1-4) (2) neurotoxicidad

leve (grados 1-2) y (3) neurotoxicidad severa (grados 3-4).
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El estudio de asociacién incluyé un total de 21 SNPs en 6 genes implicados en Ia
farmacodinamia de la vincristina (MAPT, TUBB1, TUBB2A, TUBB3, TUBB4, y CEP72). El SNP
rs17145779 en el gen TUBB2B no fue incluido en los andlisis porque resulté monomorfico en

nuestra poblacidn.

En primer lugar, se comprobd que la neurotoxicidad no estaba asociada significativamente con
las covariables edad, sexo y numero de vincristinas recibidas, por lo que no se incluyeron estas

covariantes en los analisis de asociacion.

A continuacion, se presentan los resultados de los genes MAPT, TUBB1, TUBB2A, TUBB3 y
TUBBA.

4.1.POLIMORFISMOS ASOCIADOS A NEUROTOXICIDAD EN INDUCCION

4.1.1. FRECUENCIAS GENOTIPICAS

El andlisis de asociacién por frecuencias genotipicas se realizd comparando grupos de

pacientes con diferentes grados de toxicidad.

a) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-4 (total) versus no toxicidad:

No se encontré ninguna asociacidn entre SNPs situados en genes implicados en la

farmacodinamia de la vincristina y neurotoxicidad total.

b) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-2 (leve) versus no toxicidad:

No se encontré ninguna asociacidon entre SNPs situados en genes implicados en la

farmacodinamia de la vincristina y neurotoxicidad leve.

c) Pacientes con neurotoxicidad grados 3-4 (severa) versus no toxicidad:

Los resultados de asociacion mostraron un SNP en el gen MAPT asociado con
neurotoxicidad severa: rs11867549, localizado en el intrén 1 del gen. Bajo el modelo
dominante, el genotipo AG+GG mostré un efecto protector (OR=0,21; IC 95%: 0,04-
0,96) (Tabla 23).

Tras el factor de correccidn FDR, la asociacidon no se mantuvo significativa.
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Tabla 23. SNPs en genes implicados en la farmacodinamia de la vincristina significativamente asociados
con neurotoxicidad severa en induccién

SNP No Neurotoxicidad
Gen (Posicion) Genotipo  neurotoxicidad grados 3-4 n (%) OR (IC 95%) P
osicion
n (%)(n=94) (n=16)
AA 52 (57,1) 13 (86,7) Dominante
rs11867549
MAPT AG 36 (39,6) 2(13,3) 0,21 (0,04-0,96) 0,02
(intrén 1)
GG 3(3,3) 0(0)

4.1.2. FRECUENCIAS ALELICAS

El estudio de asociacion por frecuencias alélicas se realiz6 comparando grupos de pacientes

con diferentes grados de toxicidad.

a) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-4 (total) versus no toxicidad:

No se encontrd ninguna asociacidon con neurotoxicidad total.

b) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-2 (leve) versus no toxicidad:

El estudio de asociacién mostré que un SNP en el gen TUBB3 estaba asociado con
neurotoxicidad leve (Tabla 24): rs4558416, situado aguas abajo del gen. El alelo A
incremento el riesgo con valor de OR=2,17 (IC 95%: 1,06-4,47).

Tras corregir la tasa de error por el método de permutaciones, la asociacion no se

mantuvo significativa.

c) Pacientes con neurotoxicidad grados 3-4 (severa) versus no toxicidad:

No se encontrd ninguna asociacién con neurotoxicidad severa.

Tabla 24. SNPs en genes implicados en la farmacodinamia de la vincristina significativamente
asociados con neurotoxicidad leve en induccidn. Analisis por frecuencias alélicas

Gen SNP Alelo de riesgo  Frec control Frec casos OR (IC 95%) P

TUBB3 rs4558416 A 0,56 0,73 2,17 (1,06-4,47) 0,03
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4.1.3. FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS

Para estudiar la asociacién entre las frecuencias haplotipicas y la neurotoxicidad por
vincristina, en primer lugar, se valord el desequilibrio de ligamiento de los bloques de cada
gen. Los genes TUBB2A y TUBB4 quedaron excluidos de estos analisis porque sdlo se estudié 1
SNP de cada. La definicién de los bloques se basd en el estudio de Gabriel y cols (149). El gen
TUBB3 se definié por 1 bloque con 3 haplotipos. Los genes MAPT y TUBB1 no mostraron
ningun bloque haplotipico (Figura 15)
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Figura 15. Bloques de desequilibrio de ligamiento de los genes implicados en la farmacodinamia de la

vincristina basados en el método de Gabriel y cols. Imagenes extraidas con el software Haploview v.4.2.

El analisis de asociaciéon por frecuencias haplotipicas se realizd comparando grupos de

pacientes con diferentes grados de toxicidad.

a) Pacientes con neurotoxicidad grado 1-4 (total) versus no toxicidad:

No se encontrd ninguna asociacidon con neurotoxicidad total.
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b) Pacientes con neurotoxicidad grado 1-2 (leve) versus no toxicidad:

Tras realizar el analisis de asociacidn, dos haplotipos formados por los SNPs rs4395073
y rs4558416 (bloque 1: CA/TG) del gen TUBBS3 resultaron significativos (Tabla 25). Tras
aplicar el método de permutaciones para corregir la tasa de error, ninguno de los

resultados haplotipicos obtenidos fueron estadisticamente significativos.

Tabla 25. Haplotipos significativos asociados con neurotoxicidad leve en induccion

. Frec. No Frec.
Gen SNPs Haplotipo . . P
neurotoxicidad Neurotoxicidad
CA 0,6 0,7 0,03
TUBB3  rs4395073; rs4558416
TG 0,3 0,15 0,04

c) Pacientes con neurotoxicidad grado 3-4 versus no toxicidad:

No se encontrd ninguna asociacién con neurotoxicidad severa.

4.2.POLIMORFISMOS ASOCIADOS A NEUROTOXICIDAD DURANTE EL TRATAMIENTO
(NEUROTOXICIDAD EN CUALQUIER FASE)

4.2.1. FRECUENCIAS GENOTIPICAS

El andlisis de asociacién por frecuencias genotipicas se realizd comparando grupos de

pacientes con diferentes grados de toxicidad:

a) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-4 (total) versus no toxicidad:

No se encontrd ninguna asociacién con neurotoxicidad total.

b) Pacientes con neurotoxicidad grados 1-2 (leve) versus no toxicidad:

No se encontrd ninguna asociacidn con la neurotoxicidad leve.
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c) Pacientes con neurotoxicidad grados 3-4 (severa) versus no toxicidad:

El andlisis de asociacidn por frecuencias genotipicas mostré una asociacidn significativa
entre dos SNPs y neurotoxicidad severa: rs11867549, localizado en el intron 1 del gen

MAPT y rs151337, localizado aguas abajo del gen TUBB1 (Tabla 26) .

El SNP rs11867549 mostré el resultado mas significativo bajo el modelo dominante.
Los genotipos AG+GG mostraron un efecto protector con valor de OR=0,26 (IC 95%:

0,07-0,96).

El SNP rs151337 fue significativo bajo el modelo recesivo. El genotipo TT incrementd

el riesgo de neurotoxicidad con un valor de OR=3,85 (IC 95%: 1,09-13,58).

Tras el factor de correccion FDR, estos resultados no fueron estadisticamente

significativos.

Tabla 26. SNPs en genes implicados en la farmacodinamia de la vincristina significativamente
asociados con neurotoxicidad severa durante el tratamiento

SNP i No neurotoxicidad Neurotoxicidad
Gen . Genotipo OR (IC 95%) P
(posicion) (n,%) (n=90) 3-4 (n,%) (n=19)
AA 49 (76,6) 15 (23,4) Dominante
rs11867549
MAPT o AG 35 (94,6) 2(5,4) 0,26 (0,07-0,96) 0,024
(intrén 1)
GG 3(75) 1(25)
cC 36 (85,7) 6 (14,3) Recesivo
rs151337
TUBB1 CT 44 (86,3) 7 (13,7) 3,85 (1,09-13,58) 0,045

(aguas abajo)
TT 8 (61,5) 5(38,5)

4.2.2. FRECUENCIAS ALELICAS

El analisis de asociacidon por frecuencias alélicas no mostré ninguna asociacién significativa

entre los genes implicados en la farmacodinamia de la vincristina y la neurotoxicidad.

4.2.3. FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS

Previo al estudio de asociacién entre la neurotoxicidad por vincristina y las frecuencias

haplotipicas, se valoré el desequilibrio de ligamiento de los bloques de cada gen. La definicién
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de los bloques se basé en el estudio de Gabriel y cols, tal y como se describe en el apartado

4.1.3. No se encontré ninguna asociacién con neurotoxicidad total, leve o severa.

4.3. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE CEP72 Y NEUROTOXICIDAD ASOCIADA A LA
VINCRISTINA

Dado que durante el transcurso de esta tesis se publicaron los resultados de un GWAS, que
asociaba un SNP del gen CEP72 con neurotoxicidad por vincristina, se decidid incluir el SNP
rs924607 en el presente estudio. En este caso, para poder comparar los resultados derivados
del estudio de neurotoxicidad con el GWAS publicado, la neurotoxicidad se evalué de acuerdo
a la versién 1.0 del Criterio de Terminologia Comun para los Efectos Adversos (CTCAE). Los

pacientes con grado 2, 3 y 4 se consideraron como casos de neuropatia.

Bajo estas condiciones, el 25,4% de los pacientes (36/142) desarrollaron neurotoxicidad
durante la induccion, mientras que sélo el 4,2% (6/142) desarrollaron neurotoxicidad en otras

fases del tratamiento.

4.3.1. EXITO DEL GENOTIPADO

Se incluyeron un total de 142 muestras de LLA-B. El éxito en la determinacion del genotipo fue

del 100%.

4.3.2. ASOCIACION ENTRE RS924607 Y TOXICIDAD POR VINCRISTINA

En primer lugar, se comprobd que la neurotoxicidad no estaba asociada significativamente con
las covariables edad, sexo y nimero de vincristinas recibidas, por lo que no se incluyeron estas

covariantes en los analisis de asociacion.

En induccidn, los resultados de asociacién mostraron que el genotipo TT del SNP rs924607 no
estaba asociado con neurotoxicidad total por vincristina (p=0,5). Tampoco se encontrd
asociacion entre dicho genotipo y neurotoxicidad severa (p=0,76). El estudio por frecuencias

alélicas tampoco mostrd resultados significativos (p=1) (Tabla 27).
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Tabla 27. Estudio de asociacidon de CEP72 rs924607 y la neurotoxicidad relacionada con la vincristina

en la induccion

Total GO-1 G214 P G314 P
Genotipo OR (95% IC) OR (IC 95%)
n (%) n (%) n (%) (G 0-1 vs 2-4) n (%) (G 0-1vs 3-4)
cc 46 (32,4) 35(33) 11 (30,6) Recesivo 1(16,7) Recesivo
1,43 (0,15-
CcT 80 (56,3) 58 (54,7) 22 (61,1) 0,5 0,65 (0,17-2,43) 4 (66,7) 0,76 13,23)
T 16 (11,3) 13 (12,3) 3(8,3) 1(16,7)
C 172 (60,6) 128 (60,4) 44(61,1) 6 (50) 1,52 (0,39
1 0,96 (0,53-1,73) 0,55 5,89)
T 112 (39,4) 84(39,6) 28 (38,9) 6 (50) !

En otras fases del tratamiento, no se encontré asociacién entre el genotipo TT de rs924607 y

neurotoxicidad (p=0,68). Sin embargo, este hecho puede ser debido al escaso niumero de

pacientes que presentaron neurotoxicidad en las fases posteriores a la induccidn (Tabla 28).

Tabla 28. Estudio de asociacidon de CEP72 rs924607 y la neurotoxicidad relacionada con la vincristina

en otras fases del tratamiento

Total GO0-1 G24
Genotipo P (G 0-1 vs 2-4) OR (IC 95%)
n (%) n (%) n (%)
cc 46 (32,4) 43 (31,6) 3 (50) Recesivo
CcT 80 (56,3) 78 (57,4) 2(33,3) 0,68 1,61 (0,18-14,7)
T 16 (11,3) 15 (11) 1(16,7)
C 172 (60,6) 164 (77,4) 8 (66,7)
0,76 0,75 (0,16-2,92)
T 112 (39,4) 108 (22,6) 4 (33,3)
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ANEXO RESULTADOS

Tabla anexa 1. Muestras fallidas

Toxicidad neurolégica induccién/total n
No toxicidad 9
Toxicidad leve 4
Toxicidad grave 2
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Tabla anexa 2. SNPs eliminados del estudio

Gen SNP Cromosoma Localizacidn Razon de exclusién
TUBB2B rs17145779 6 3225075 Monomorfico
ABCB1 rs10260862 7 87201482 Fallo en el genotipado
rs2214102 7 87229501 Fallo en el genotipado
CYP3A4 rs2246709 7 99365719 Genotipado <75%
ABCC2 rs7906080 10 101547647 Fallo en el genotipado
rs4148386 10 101548468 Fallo en el genotipado
rs9794323 10 101587002 Fallo en el genotipado
rs11190297 10 101618103 Fallo en el genotipado
ABCC1 rs193538 16 16127916 Fallo en el genotipado
rs35625 16 16169566 Fallo en el genotipado
rs4780591 16 16204979 Fallo en el genotipado
rs2299670 16 16220858 Fallo en el genotipado
rs212081 16 16225971 Genotipado <75%
rs129081 16 16235939 Fallo en el genotipado
ABCC3 rs4148412 17 48733815 Fallo en el genotipado
rs4148413 17 48740798 Fallo en el genotipado
rs8075406 17 48749522 Fallo en el genotipado
rs2277624 17 48761105 Genotipado <75%
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ANEXO RESULTADOS

Tabla anexa 3. Resultados brutos de asociacién en induccién bajo el modelo dominante.

N Gene

SNP

Genotipo

Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

OR (IC95%)

n (%) grados 1-4 n (%)

1 MAPT rs1001945 cc 30(32,6) 11 (28,9) 0,68
CG 46 (50,0) 21 (55,3) Dominante
GG 16 (17,4) 6 (15,8) 1,19 (0,52-2,71)

2 RALBP1 rs1049553 cc 58 63,7 24 (64,9) 0,90
CcT 29 (31,9) 10 (27,0) Dominante
T 4(4,4) 3 (8,1) 0,95 (0,43-2,12)

3 MAPT rs1078997 AA 72 (78,3) 29 (76,3) 0,81
AG 17 (18,5) 8(21,1) Dominante
GG 3 (3,3) 1(2,6) 1,12 (0,46-2,74)

4 MAPT  rs11867549 AA 52 (57,1) 25 (65,8) 0,36
AG 36 (39,6) 10 (26,3) Dominante
GG 3(3,3) 3(7,9) 0,69 (0,32-1,53)

5 CYP3A4 rs12333983 T 71(77,2) 29 (76,3) 0,92
AT 18 (19,6) 9(23,7) Dominante
AA 3(3,3) 0(0,0) 1,05 (0,43-2,56)

6 RALBP1 rs12454987 GG 34 (47,9) 17 (44,7) 0,75
AG 32 (45,1) 18 (47,4) Dominante
AA 5(7,0) 3 (7,9) 1,14 (0,51-2,50)

7 MAPT rs1467967 AA 44 (47,8) 17 (45,9) 0,85
AG 41 (44,6) 18 (48,6) Dominante
GG 7(7,6) 2(5,4) 1,08 (0,50-2,32)

8 TUBB1 rs151337 cc 37 (40,2) 15 (39,5) 0,94
CcT 45 (48,9) 18 (47,4) Dominante
T 10 (10,9) 5(3,2) 1,03 (0,48-2,23)
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Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC95%) P

9 TUBB1 rs151349 T 27 (29,3) 12 (32,4) 0,73
CcT 45 (48,9) 17 (45,9) Dominante
cc 20 (21,7) 8(21,6) 0,87 (0,38-1,97)

10 MAPT rs1800547 AA 58 (63,7) 19 (50,0) 0,15
AG 26 (28,6) 17 44,7 Dominante
GG 7(7,7) 2(5,3) 1,76 (0,82-3,78)

11 TUBB3 rs2302898 cC 54 (58,7) 24 (63,2) 0,64
CcT 26 (28,3) 14 (36,8) Dominante
T 12 (13,0) 0(0,0) 0,83 (0,38-1,81)

12 MAPT rs242557 GG 36 (42,9) 17 (48,6) 0,57
AG 29 (34,5) 8(22,9) Dominante
AA 19 (22,6) 10 (28,6) 0,79 (0,36-1,75)

13 MAPT rs2435207 GG 49 (53,3) 22 (57,9) 0,63
AG

32 (34,8) 13 (34,2) Dominante

AA 11 (12,0) 3(7,9) 0,83 (0,39-1,78)

14 MAPT rs3785883 GG 59 (64,1) 28 (73,7) 0,29
AG 31(33,7) 9(23,7) Dominante
AA 2 (2,2) 1 (2,6) 0,64 (0,28-1,48)

15 TUBB4 rs3865466 T 24 (26,1) 11(29,7) 0,68
CcT 43 (46,7) 19 (51,4) Dominante
cC 25(27,2) 7(18,9) 0,83 (0,36-1,94)

16 RALBP1 rs420905 AA 40 (44,0) 19 (51,4) 0,45
AG 39 (42,9) 15 (40,5) Dominante
GG 12 (13,2) 3(8,1) 0,74 (0,35-1,60)
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Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC 95%) P

17 TUBB3 rs4395073 cc 49 (53,3) 23 (60,5) 0,45
CcT 31(33,7) 14 (36,8) Dominante
T 12 (13,0) 1 (2,6) 0,74 (0,34-1,60)

18 TUBB3 rs4558416 AA 38 (41,8) 17 (44,7) 0,76
AG 27 (29,7) 16 (42,1) Dominante
GG 26 (28,6) 5(13,2) 0,89 (0,41-1,90)

19  CYP3A4  rs4646437 cc 73(79,3) 28 (73,7) 0,49
CcT 16 (17,4) 10 (26,3) Dominante
T 3(3,3) 0 (0,0) 1,37 (0,57-3,31)

20 CYP3A5 rs4646450 cc 67(72,8) 29 (76,3) 0,68
CcT 19 (20,7) 8(21,1) Dominante
T 6(6,5) 1(2,6) 0,83 (0,35-2,00)

21 TUBBI rs6070697 GG 66 (71,7) 22 (57,9) 0,13
AG 24 (26,1) 16 (42,1) Dominante
AA 2(2,2) 0 (0,0) 1,85 (0,84-4,06)

22 CYP3A4 rs6956344 cc 76 (83,5) 30(78,9) 0,54
CcT 14 (15,4) 8(21,1) Dominante
T 1(1,1) 0(0,0) 1,35 (0,52-3,52)

23 MAPT rs7210728 GG 40 (43,5) 14 (37,8) 0,56
AG 39 (42,4) 19 (51,4) Dominante
AA 13 (14,1) 4 (10,8) 1,26 (0,58-2,76)

24 RALBP1 rs7227801 GG 83(90,2) 32(84,2) 0,34
AG 9 (9,8) 5(13,2) Dominante
AA 0 (0,0) 1(2,6) 1,73 (0,57-5,25)

25 MAPT rs7521 GG 25(27,2) 10 (26,3) 0,92
AG 48 (52,2) 20 (52,6) Dominante
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AA 19 (20,7) 8(21,1) 1,04 (0,44-2,46)

N Gene SNP Genotipo Neurotoxicidad Neurotoxicidad OR (IC 95%) p

n (%) grados 1-4 n (%)

26 CYP3A5 rs776746 GG 77 (83,7) 33 (86,8) 0,65
AG 13 (14,1) 5 (13,2) Dominante
AA 2(2,2) 0(0,0) 0,78 (0,26-2,32)

27 MAPT rs8079215 T 51 (55,4) 20 (52,6) 0,77
CcT 37 (40,2) 15 (39,5) Dominante
cc 4(4,3) 3(7,9) 1,12 (0,52-2,39)

28 RALBP1 rs8092935 cc 60 (66,7) 28(73,7) 0,43
AC 29 (32,2) 10 (26,3) Dominante
AA 1(1,1) 0(0,0) 0,71 (0,31-1,66)

29  ABCCIO  rs831312 AA 67 (73,6) 22 (57,9) 0,08
AG 20(22,0) 14 (36,8) Dominante
GG 4(4,4) 2(5,3) 2,03 (0,92-4,50)

30 MAPT rs919463 GG 52 (61,2) 22 (62,9) 0,86
AG 20 (23,5) 9(25,7) Dominante
AA 13 (15,3) 4(11,4) 0,93 (0,41-2,10)

31  ABCC10  rs9357412 GG 52(57,1) 19 (51,4) 0,55
CG 30 (33,0) 16 (43,2) Dominante
cc 9(9,9) 2 (5,4) 1,26 (0,59-2,72)

32 ABCCI0  rs9394952 GG 26 (28,3) 14 (37,8) 0,29
AG 50 (54,3) 16 (43,2) Dominante
AA 16 (17,4) 7(18,9) 0,65 (0,29-1,45)

33 TUBB2A  rs9405612 T 39 (43,3) 17 (48,6) 0,60
CcT 40 (44,4) 14 (40,0) Dominante
cc 11 (12,2) 4(11,4) 0,81(0,37-1,77)
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Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC 95%) P

34 RALBP1 rs9946939 AA 64 (70,3) 26 (68,4) 0,83
AG 23 (25,3) 10 (26,3) Dominante
GG 4(4,4) 2(5,3) 1,09 (0,48-2,48)

35 ABCC2 rs1885301 AA 22 (25,0) 12 (31,6) 0,45
AG 47 (53,4) 14 (36,8) Dominante
GG 19 (21,6) 12 (31,6) 0,72 (0,31-1,67)

36 ABCC2 rs717620 GG 45 (48,9) 25 (64,1) 0,11
AG 43 (46,7) 10 (25,6) Dominante
AA 4(4,3) 4 (10,3) 0,54 (0,25-1,16)

37  ABCC2 52756105 T 22(23,9) 12 (33,3) 0,28
CcT 50 (54,3) 13 (36,1) Dominante
cC 20(21,7) 11 (30,6) 0,63 (0,27-1,46)

38 ABCC2 rs4148385 AA 20 (22,5) 12 (31,6) 0,29
AC 50 (56,2) 14 (36,8) Dominante
cC 19 (21,3) 12 (31,6) 0,63 (0,27-1,46)

39  ABCC2  rs2145853 AA 22 (23,9) 12 (32,4) 0,33
AG 51 (55,4) 14 (37,8) Dominante
GG 19 (20,7) 11(29,7) 0,65 (0,28-1,51)

40 ABCC2 rs2756109 T 32(35,2) 8(21,6) 0,13
GT 43 (47,3) 17 (45,9) Dominante
GG 16 (17,6) 12 (32,4) 1,97 (0,80-4,80)

41 ABCC2 rs2273697 GG 69 (73,4) 32 (86,5) 0,10
AG 22 (23,4) 5(13,5) Dominante
AA 3(3,2) 0(0,0) 0,43 (0,15-1,23)

42 ABCC2 rs2073337 AA 17 (20,0) 17 (50,0) 0,001
AG 51 (60,0) 10 (29,4) Dominante
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GG 17 (20,0) 7 (20,6) 0,25 (0,11-0,59)

N Gene SNP Genotipo Neurotoxicidad Neurotoxicidad OR (IC 95%) p

n (%) grados 1-4 n (%)

43 ABCC2 rs4148394 AA 54 (58,1) 21 (56,8) 0,89
AC 34 (36,6) 12 (32,4) Dominante
cc 5 (5,4) 4(10,8) 1,05 (0,49-2,28)

44 ABCC2 rs4148396 cc 24 (26,7) 18 (50,0) 0,01
CcT 51 (56,7) 11 (30,6) Dominante
T 15 (16,7) 7(19,4) 0,36 (0,16-0,81)

45 ABCC2 rs3740066 GG 22(23,7) 20(57,1) 0,0004
AG 56 (60,2) 8(22,9) Dominante
AA 15 (16,1) 7(20,0) 0,23 (0,10-0,53)

46 ABCC2 rs3740065 T 77 (81,9) 26 (68,4)
cT 17 (18,1) 12 (31,6)
cc 0(0,0) 0(0,0)

47 ABCC2 rs12826 GG 21(22,8) 20 (55,6) 0,0005
AG 56 (60,9) 9 (25,0) Dominante
AA 15 (16,3) 7 (19,4) 0,24 (0,10-0,54)

48 ABCC2 rs12762549 GG 26 (28,9) 12 (34,3) 0,56
CG 48 (53,3) 13 (37,1) Dominante
cC 16 (17,8) 10 (28,6) 0,78 (0,34-1,79)

49 ABCC2 rs11190298 GG 29(30,9) 12 (33,3) 0,79
AG 49 (52,1) 12 (33,3) Dominante
AA 16 (17,0) 12 (33,3) 0,89 (0,39-2,03)

50 ABCC1 rs8050881 GG 48 (51,1) 17 (42,5) 0,36
AG 36 (38,3) 17 (42,5) Dominante

1,41 (0,67-2,98)

AA 10 (10,6) 6 (15,0)
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Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC 95%) P

51 ABCC1 rs4148330 AA 39 (41,5) 17 (42,5) 0,91
AG 41 (43,6) 14 (35,0) Dominante
GG 14 (14,9) 9(22,5) 0,96 (0,45-2,03)

52 ABCC1 rs504348 cc 58 (62,4) 23 (59,0) 0,72
CG 32 (34,4) 12 (30,8) Dominante
GG 3(3,2) 4 (10,3) 1,15 (0,54-2,47)

53 ABCC1 rs215101 GG 67 (71,3) 30(75,0) 0,66
CG 24 (25,5) 10 (25,0) Dominante
cC 3(3,2) 0 (0,0) 0,83 (0,36-1,92)

54 ABCC1 rs215099 GG 38 (41,3) 19 (51,4) 0,30
GT 46 (50,0) 13 (35,1) Dominante
T 8(8,7) 5(13,5) 0,67 (0,31-1,44)

55  ABCC1  rs12923345 T 71 (75,5) 22 (56,4) 0,03
CcT 22 (23,4) 17 (43,6) Dominante
cC 1(1,1) 0 (0,0) 2,39 (1,08-5,25)

56 ABCC1 rs215094 AA 58 (63,7) 25 (62,5) 0,89
AG 29 (31,9) 13 (32,5) Dominante
GG 4(4,4) 2(5,0) 1,05 (0,49-2,28)

57 ABCC1 rs215049 GG 41(43,6) 18 (46,2) 0,79
CG 46 (48,9) 15 (38,5) Dominante
cC 7(7,4) 6(15,4) 0,90 (0,43-1,91)

58 ABCC1 rs6498594 AA 76 (80,9) 29 (74,4)
AC 18 (19,1) 10 (25,6) -
cc 0(0,0) 0(0,0)

59 ABCC1 rs152023 AA 34 (37,4) 17 (43,6) 0,51
AG 45 (49,5) 17 (43,6) Dominante

119



ANEXO RESULTADOS

GG 12 (13,2) 5(12,8) 0,77 (0,36-1,65)

N Gene SNP Genotipo Neurotoxicidad Neurotoxicidad OR (IC 95%) p

n (%) grados 1-4 n (%)

60 ABCC1 rs152022 cc 48 (51,1) 27 (67,5) 0,08
CG 41 (43,6) 11 (27,5) Dominante
GG 5(5,3) 2(5,0) 0,50 (0,23-1,09)

61 ABCC1 rs246218 cc 70(76,1) 34 (85,0) 0,24
CcT 21(22,8) 6 (15,0) Dominante
T 1(1,1) 0(0,0) 0,56 (0,21-1,51)

62 ABCC1 rs17501331 AA 75 (80,6) 25(62,5) 0,03
AG 17 (18,3) 14 (35,0) Dominante
GG 1(1,1) 1(2,5) 2,50 (1,10-5,68)

63 ABCC1 rs12934692 T 27 (29,3) 16 (42,1) 0,16
CcT 52 (56,5) 13 (34,2) Dominante
cc 13 (14,1) 9(23,7) 0,57 (0,26-1,25)

64  ABCCI  rs16967145 GG 64 (71,1) 23(62,2) 0,33
AG 26 (28,9) 12 (32,4) Dominante
AA 0(0,0) 2(5,4) 1,50 (0,67-3,35)

65  ABCCI rs1967120 T 41 (44,6) 26 (68,4) 0,01
CcT 47 (51,1) 8(21,1) Dominante
cc 4(4,3) 4(10,5) 0,37(0,17-0,82)

66 ABCC1 rs3784862 AA 53 (56,4) 26 (68,4) 0,20
AG 36 (38,3) 9(23,7) Dominante
GG 5(5,3) 3(7,9) 0,60 (0,27-1,32)

67 ABCC1 rs246240 AA 64 (68,1) 30(76,9) 0,30
AG 27 (28,7) 7(17,9) Dominante

0,64 (0,27-1,52)

GG 3(3,2) 2(5,1)

120



ANEXO RESULTADOS

Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC 95%) P

68 ABCC1 rs875740 T 43 (48,3) 20 (55,6) 0,46
GT 38 (42,7) 12 (33,3) Dominante
GG 8(9,0) 4(11,1) 0,75 (0,34-1,63)

69 ABCC1 rs11642957 T 19 (20,7) 14 (37,8) 0,05
CcT 56 (60,9) 12 (32,4) Dominante
cC 17 (18,5) 11 (29,7) 0,43 (0,19-0,98)

70  ABCCI rs3784864 AA 20(22,2) 15 (38,5) 0,06
AG 55(61,1) 13 (33,3) Dominante
GG 15 (16,7) 11 (28,2) 0,46 (0,20-1,03)

71 ABCC1 rs11075293 GG 33(36,7) 14 (37,8) 0,90
AG 45 (50,0) 13 (35,1) Dominante
AA 12 (13,3) 10 (27,0) 0,95 (0,43-2,10)

72 ABCC1 rs903880 cc 52 (55,9) 22 (56,4) 0,96
AC 38 (40,9) 13 (33,3) Dominante
AA 3(3,2) 4(10,3) 0,98 (0,46-2,08)

73 ABCC1 rs8054670 T 50 (58,1) 15 (45,5) 0,21
CcT 28 (32,6) 14 (42,4) Dominante
cc 8(9,3) 4(12,1) 1,67 (0,74-3,74)

74 ABCC1 rs246230 cc 63 (67,0) 31(77,5) 0,22
CcT 28 (29,8) 8(20,0) Dominante
T 3(3,2) 1(2,5) 0,59 (0,25-1,39)

75 ABCC1 rs246221 T 40 (42,6) 17 (43,6) 0,91
CcT 41 (43,6) 16 (41,0) Dominante
cc 13 (13,8) 6(15,4) 0,96 (0,45-2,04)

76 ABCC1 rs35592 T 49 (52,7) 23 (59,0) 0,51
CcT 39 (41,9) 16 (41,0) Dominante
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cc 5(5,4) 0(0,0) 0,77 (0,36-1,65)

N Gene SNP Genotipo Neurotoxicidad Neurotoxicidad OR (IC 95%) p

n (%) grados 1-4 n (%)

77 ABCC1 rs3765129 cc 69 (77,5) 25 (65,8) 0,17
CcT 16 (18,0) 13 (34,2) Dominante
T 4(4,5) 0(0,0) 1,79 (0,78-4,13)

78 ABCC1 rs17287570 AA 64 (68,8) 28 (71,8) 0,73
AC 25(26,9) 10 (25,6) Dominante
cc 4(4,3) 1(2,6) 0,87(0,38-1,98)

79 ABCC1 rs35597 GG 31(33,7) 13 (34,2) 0,96
AG 50 (54,3) 15 (39,5) Dominante
AA 11 (12,0) 10 (26,3) 0,98 (0,44-2,17)

80 ABCC1 rs35600 cc 52 (55,9) 22 (61,1) 0,59
CG 37(39,8) 13 (36,1) Dominante
GG 4(4,3) 1(2,8) 0,81(0,37-1,77)

81 ABCC1 rs35605 cc 61 (66,3) 27(71,1) 0,60
CcT 28 (30,4) 9(23,7) Dominante
T 3 (3,3) 2 (5,3) 0,80 (0,35-1,83)

82 ABCC1 rs35621 cc 67(71,3) 28(71,8) 0,95
CcT 25 (26,6) 11 (28,2) Dominante
T 2 (21) 0(0,0) 0,97 (0,43 -2,23)

83 ABCC1 rs4148350 GG 90 (95,7) 36 (92,3)
GT 4 (4,3) 3(7,7) -
T 0(0,0) 0(0,0)

84 ABCC1 rs4148355 AA 69 (74,2) 33(86,8) 0,10
AG 23(24,7) 4(10,5) Dominante
GG 1(1,1) 1(2,6) 0,44 (0,15-1,24)

122



ANEXO RESULTADOS

Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC 95%) P

85 ABCC1 rs10852377 cc 58 (64,4) 23 (59,0) 0,56
CcT 25 (27,8) 10 (25,6) Dominante
T 7(7,8) 6 (15,4) 1,26 (0,58-2,72)

86 ABCC1 rs2074086 T 40 (45,5) 17 (44,7) 0,94
CcT 39 (44,3) 18 (47,4) Dominante
cC 9 (10,2) 3(7,9) 1,03 (0,48-2,21)

87 ABCC1 rs2889517 cC 41 (45,6) 21(58,3) 0,19
cT 42 (46,7) 14 (38,9) Dominante
T 7(7,8) 1(2,8) 0,60 (0,27-1,31)

88 ABCC1 rs3888565 GG 65 (69,1) 22 (56,4) 0,16
AG 26 (27,7) 17 (43,6) Dominante
AA 3(3,2) 0(0,0) 1,73 (0,80-3,74)

89 ABCC1 rs4148359 cC 23(25,8) 14 (36,8) 0,22
CG 49 (55,1) 12 (31,6) Dominante
GG 17 (19,1) 12 (31,6) 0,60 (0,27-1,35)

90 ABCC1 rs2269800 AA 63 (70,0) 23(69,7) 0,97
AG 26 (28,9) 9(27,3) Dominante
GG 1(1,1) 1(3,0) 1,01 (0,43-2,42)

91 ABCC1 rs16967755 AA 45 (50,6) 23(62,2) 0,23
AG 38 (42,7) 12 (32,4) Dominante
GG 6 (6,7) 2(5,4) 0,62 (0,28-1,36)

92 ABCC1 rs11864374 GG 42 (46,2) 27(71,1) 0,01
AG 47 (51,6) 7 (18,4) Dominante
AA 2(2,2) 4 (10,5) 0,35 (0,15-0,79)

93 ABCC1 rs3784867 cc 59 (63,4) 25 (64,1) 0,94
CcT 31(33,3) 13 (33,3) Dominante
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T 3(3,2) 1(2,6) 0,97 (0,45-2,12)

N Gene SNP Genotipo Neurotoxicidad Neurotoxicidad OR (IC 95%) p

n (%) grados 1-4 n (%)

94 ABCC1 rs3887893 AA 36 (39,6) 13(35,1) 0,64
AG 38 (41,8) 19 (51,4) Dominante
GG 17 (18,7) 5(13,5) 1,21 (0,55-2,68)

95 ABCC1 rs2230671 GG 48 (53,3) 25 (67,6) 0,14
AG 36 (40,0) 11 (29,7) Dominante
AA 6(6,7) 1(2,7) 0,55 (0,25-1,22)

96 ABCC1 rs212086 GG 50 (54,3) 22 (57,9) 0,71
AG 39 (42,4) 14 (36,8) Dominante
AA 3(3,3) 2(5,3) 0,87 (0,40-1,86)

97 ABCC1 rs3743527 cc 55 (59,8) 33(82,5) 0,01
CcT 31(33,7) 5(12,5) Dominante
T 6(6,5) 2(5,0) 0,32(0,13-0,79)

98 ABCC1 rs212090 T 33(36,3) 16 (41,0) 0,61
AT 41 (45,1) 15 (38,5) Dominante
AA 17 (18,7) 8(20,5) 0,82 (0,38-1,76)

99 ABCC1 rs212093 GG 26 (29,2) 10 (25,6) 0,68
AG 43 (48,3) 20 (51,3) Dominante
AA 20(22,5) 9(23,1) 1,20 (0,51-2,80)

100  ABCcC1 rs12448760 GG 52 (55,3) 27 (73,0) 0,06
AG 34 (36,2) 9(24,3) Dominante
AA 8(8,5) 1(2,7) 0,46 (0,20-1,05)

101 ABCC3 rs7212045 GG 76 (81,7) 28 (70,0) 0,14
CG 15 (16,1) 12 (30,0) Dominante
cc 2(2,2) 0(0,0) 1,92 (0,81-4,51)
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Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC 95%) P

102 ABCC3 rs2412332 cc 34 (36,6) 13(36,1) 0,96
CG 49 (52,7) 18 (50,0) Dominante
GG 10 (10,8) 5(13,9) 1,02 (0,46-2,27)

103 ABCC3 rs757421 GG 41 (43,6) 19 (48,7) 0,59
AG 49 (52,1) 18 (46,2) Dominante
AA 4(4,3) 2(5,1) 0,81 (0,39-1,72)

104 ABCC3 rs2189595 AA 28 (32,2) 11 (29,7) 0,79
AG 54 (62,1) 22 (59,5) Dominante
GG 5(5,7) 4 (10,8) 1,12 (0,49-2,59)

105 ABCC3 rs8073706 AA 21(23,3) 10 (25,6) 0,78
AG 53 (58,9) 22 (56,4) Dominante
GG 16 (17,8) 7(17,9) 0,88 (0,37-2,10)

106 ABCC3 rs12604031 AA 25(31,6) 13 (39,4) 0,43
AG 38 (48,1) 1339,4 Dominante
GG 16 (20,3) 7(21,2) 0,71 (0,31-1,66)

107 ABCC3 rs10153257 AA 23 (27,4) 11(28,2) 0,92
AG 50 (59,5) 20(51,3) Dominante
GG 11 (13,1) 8(20,5) 0,96 (0,41-2,24)

108 ABCC3 rs2412333 GG 63 (67,0) 25 (64,1) 0,75
AG 29 (30,9) 12 (30,8) Dominante
AA 2 (2,1) 2(5,1) 1,14 (0,52-2,49)

109 ABCC3 rs739921 cC 47 (50,0) 18 (45,0) 0,60
CG 43 (45,7) 20 (50,0) Dominante

1,22 (0,58-2,57)

GG 4(4,3) 2 (5,0)
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Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC 95%) P

110 ABCC3 rs1541392 T 66 (71,0) 26 (66,7) 0,63
GT 25 (26,9) 13 (33,3) Dominante
GG 2 (2,2) 0(0,0) 1,22 (0,55-2,73)

111 ABCC3 rs12051822 GG 65 (69,9) 20(52,6) 0,06
AG 24 (25,8) 17 (44,7) Dominante
AA 4(4,3) 1(2,6) 2,09 (0,96-4,54)

112 ABCC3  rsl17562467 cc 43 (46,7) 21 (52,5) 0,54
CcT 42 (45,7) 17 (42,5) Dominante
T 7(7,6) 2(5,0) 0,79 (0,38-1,67)

113 ABCC3 rs4793666 cc 42 (45,7) 23(62,2) 0,09
CG 44 (47,8) 11 (29,7) Dominante
GG 6 (6,5) 3(8,1) 0,51 (0,23-1,12)

114 ABCC3 rs17562516 T 43 (46,2) 21(53,8) 0,42
AT 41 (44,1) 16 (41,0) Dominante
AA 9(9,7) 2(5,1) 0,74 (0,35-1,56)

115  ABCC3 rs4148411 GG 64 (68,1) 24 (63,2) 0,59
CG 26 (27,7) 12 (31,6) Dominante
cc 4(4,3) 2(5,3) 1,24 (0,57-2,74)

116  ABCC3 rs739923 GG 43 (48,9) 14 (45,2) 0,72
AG 39 (44,3) 14 (45,2) Dominante
AA 6(6,8) 3(9,7) 1,16 (0,51-2,64)

117  ABCC3 rs733392 GG 46 (48,9) 21(53,8) 0,61
AG 42 (44,7) 16 (41,0) Dominante

0,82 (0,39-1,74)

AA 6(6,4) 2(51)
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Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC95%) P

118 ABCC3 rs1978153 cc 32 (34,8) 14 (36,8) 0,82
CG 47 (51,1) 19 (50,0) Dominante
GG 13 (14,1) 5(13,2) 0,91 (0,42-2,01)

119 ABCC3 rs879459 AA 64 (68,8) 30 (76,9) 0,34
AG 25 (26,9) 9(23,1) Dominante
GG 4(4,3) 0(0,0) 0,66 (0,28-1,57)

120  ABCC3 rs2072365 cc 38(43,7) 16 (42,1) 0,87
CcT 40 (46,0) 15 (39,5) Dominante
T 9(10,3) 7 (18,4) 1,07 (0,49-2,30)

121  ABCC3 rs3785912 GG 40 (42,6) 18 (46,2) 0,70
AG 44 (46,8) 15 (38,5) Dominante
AA 10 (10,6) 6(15,4) 0,86 (0,41-1,83)

122 ABCC3 rs1558288 GG 66 (71,7) 27 (69,2) 0,77
AG 22 (23,9) 11 (28,2) Dominante
AA 4(4,3) 1(2,6) 1,13 (0,50-2,56)

123 ABCC3 rs3785911 T 48 (52,7) 22 (57,9) 0,59
GT 32 (35,2) 14 (36,8) Dominante
GG 11 (12,1) 2(5,3) 0,81 (0,38-1,74)

124 ABCC3 rs1051640 AA 65 (69,9) 25(67,6) 0,80
AG 23 (24,7) 12 (32,4) Dominante
GG 5(5,4) 0(0,0) 1,11 (0,49-2,53)

125  ABCC3  rs17563146 cc 72 (76,6) 28(71,8) 0,56
CcT 20(21,3) 11 (28,2) Dominante
T 2(2,1) 0(0,0) 1,29 (0,55-2,99)
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Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC 95%) P

126 ABCC3 rs12602161 AA 65 (70,7) 24 (61,5) 0,31
AG 23 (25,0) 15 (38,5) Dominante
GG 4 (4,3) 0(0,0) 1,50 (0,69-3,30)

127 ABCC3 rs4148418 AA 35 (37,6) 13 (34,2) 0,71
AG 42 (45,2) 18 (47,4) Dominante
GG 16 (17,2) 7(18,4) 1,16 (0,53-2,56)

128  ABCC3 rs8196 T 49 (54,4) 22 (57,9) 0,72
CcT 32 (35,6) 15 (39,5) Dominante
cc 9(10,0) 1(2,6) 0,87 (0,40-1,87)

129  ABCB1 rs7789645 GG 69 (73,4) 24 (60,0) 0,13
CG 24 (25,5) 15 (37,5) Dominante
cc 1(1,1) 1(2,5) 1,84 (0,84-4,02)

130  ABCBI rs6946119 T 50 (56,8) 22 (56,4) 0,97
CcT 28 (31,8) 14 (35,9) Dominante
cc 10 (11,4) 3(7,7) 1,02 (0,48-2,18)

131  ABCBI rs1055302 GG 72 (76,6) 27 (67,5) 0,28
AG 21(22,3) 12 (30,0) Dominante
AA 1(1,1) 1(2,5) 1,58 (0,70-3,56)

132 ABCB1 rs3842 AA 72 (76,6) 27 (67,5) 0,28
AG 21(22,3) 12 (30,0) Dominante
GG 1(1,1) 1(2,5) 1,58 (0,70-3,56)

133 ABCB1 rs6979885 GG 46 (50,5) 23 (60,5) 0,30
AG 34 (37,4) 12 (31,6) Dominante

0,67 (0,31-1,44)

AA 11 (12,1) 3(7,9)
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Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC 95%) P

134 ABCB1 rs2235048 T 26 (28,9) 13 (32,5) 0,68
CcT 41 (45,6) 17 (42,5) Dominante
cc 23 (25,6) 10 (25,0) 0,84 (0,38-1,88)

135 ABCB1 rs4148743 GG 28 (30,4) 15 (38,5) 0,37
AG 48 (52,2) 18 (46,2) Dominante
AA 16 (17,4) 6 (15,4) 0,70 (0,32-1,53)

136  ABCBI rs4148738 AA 29 (31,2) 13 (32,5) 0,88
AG 48 (51,6) 21 (52,5) Dominante
GG 16 (17,2) 6(15,0) 0,94 (0,43-2,08)

137  ABCB1  rs10274587 GG 73(77,7) 25 (62,5) 0,08
AG 19 (20,2) 14 (35,0) Dominante
AA 2(2,1) 1(2,5) 2,09 (0,93-4,66)

138 ABCB1 rs10268314 T 73(77,7) 25 (64,1) 0,11
CcT 19 (20,2) 13 (33,3) Dominante
cC 2(2,1) 1(2,6) 1,95 (0,86-4,40)

139  ABCBI rs6961419 T 27(29,3) 14 (35,9) 0,46
CcT 45 (48,9) 19 (48,7) Dominante
cc 20(21,7) 6 (15,4) 0,74 (0,34-1,64)

140 ABCB1 rs2235046 GG 21(25,9) 9 (26,5) 0,95
AG 45 (55,6) 19 (55,9) Dominante
AA 15 (18,5) 6(17,6) 0,97 (0,39-2,41)

141 ABCB1 rs2235013 AA 23(24,7) 11 (27,5) 0,74
AG 53 (57,0) 20 (50,0) Dominante
GG 17 (18,3) 9(22,5) 0,87 (0,37-2,00)

142 ABCB1 rs1922240 T 33(35,1) 20 (50,0) 0,11
CcT 47 (50,0) 17 (42,5) Dominante
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cc 14 (14,9) 3(7,5) 0,54 (0,26-1,15)

N Gene SNP Genotipo Neurotoxicidad Neurotoxicidad OR (IC 95%) p

n (%) grados 1-4 n (%)

143 ABCB1 rs10244266 T 74 (79,6) 24 (60,0) 0,02
GT 17 (18,3) 15 (37,5) Dominante
GG 2(2,2) 1(2,5) 2,60 (1,16-5,83)

144 ABCB1 rs4148734 cc 37 (40,7) 19 (51,4) 0,27
cT 44 (48,4) 15 (40,5) Dominante
T 10 (11,0) 3(8,1) 0,65 (0,30-1,40)

145  ABCB1 rs2520464 GG 33(36,7) 14 (36,8) 0,99
AG 42 (46,7) 19 (50,0) Dominante
AA 15 (16,7) 5(13,2) 0,99 (0,45-2,18)

146  ABCBI  rs10264990 T 29 (32,6) 18 (46,2) 0,15
CcT 48 (53,9) 14 (35,9) Dominante
cc 12 (13,5) 7(17,9) 0,56 (0,26-1,22)

147 ABCB1 rs1202179 AA 37 (40,2) 13 (35,1) 0,59
AG 43 (46,7) 20 (54,1) Dominante
GG 12 (13,0) 4(10,8) 1,24 (0,56-2,75)

148  ABCB1  rsl13226726 cc 80 (85,1) 33(84,6) 0,94
CcT 14 (14,9) 5(12,8) Dominante
T 0(0,0) 1(2,6) 1,04 (0,37-2,94)

149  ABCB1 rs1202172 T 37 (41,1) 13 (34,2) 0,46
GT 42 (46,7) 21 (55,3) Dominante
GG 11(12,2) 4 (10,5) 1,34 (0,61-2,96)

150  ABCB1 rs4148733 T 61 (67,0) 25 (64,1) 0,75
CcT 27 (29,7) 13 (33,3) Dominante

1,14 (0,52-2,50)

cc 3(3,3) 1(26)
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Neurotoxicidad

Neurotoxicidad

N Gene SNP Genotipo n (%) grados 1-4 n (%) OR (IC 95%) P

151 ABCB1 rs17327624 GG 60 (63,8) 25 (62,5) 0,88
GT 31(33,0) 11 (27,5) Dominante
T 3(3,2) 4(10,0) 1,06 (0,49-2,28)

152 ABCB1 rs13229143 GG 24 (26,4) 13(33,3) 0,42
CG 52(57,1) 20(51,3) Dominante
cc 15 (16,5) 6(15,4) 0,72 (0,32-1,61)

153  ABCB1  rs12535512 T 33(35,5) 17 (42,5) 0,45
CcT 46 (49,5) 19 (47,5) Dominante
cC 14 (15,1) 4(10,0) 0,74 (0,35-1,59)

154  ABCBI rs3789243 T 29 (31,9) 13 (33,3) 0,87
CcT 45 (49,5) 22 (56,4) Dominante
cC 17 (18,7) 4(10,3) 0,94 (0,42-2,08)

155  ABCB1 rs13233308 cc 26 (27,7) 12 (31,6) 0,65
CcT 51 (54,3) 19 (50,0) Dominante
T 17 (18,1) 7 (18,4) 0,83 (0,36-1,88)

156  ABCBI  rs10246878 GG 46 (48,9) 24 (61,5) 0,18
AG 41 (43,6) 13 (33,3) Dominante
AA 7 (7,4) 2(5,1) 0,60 (0,28-1,28)
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En las ultimas décadas, el prondstico de la Leucemia Linfobldstica Aguda en pacientes
pedidtricos ha mejorado de manera muy significativa. Sin embargo, los efectos secundarios
derivados de la quimioterapia contindan siendo un problema pendiente de resolver. Los
avances obtenidos en los estudios de farmacogenética de los ultimos afios, nos han brindado
herramientas para poder entender los mecanismos subyacentes a los procesos oncoldgicos y
respuesta a farmacos, focalizando los esfuerzos terapéuticos hacia una medicina mas
personalizada. De este modo, la busqueda de marcadores que influyen tanto en el prondstico
como en las toxicidades derivadas de la quimioterapia, se ha convertido en una de las
principales ramas de la investigacion en Oncologia. Ya en los afios 70 el profesor D’Angio
publicé que “curar el cancer no es suficiente” (150). El objetivo que buscamos en la actualidad

es continuar mejorando la supervivencia pero minimizando al maximo los efectos secundarios.

La vincristina es una quimioterapia necesaria en el tratamiento de la LLA y es un farmaco
ampliamente utilizado en el tratamiento de muchos tumores sdélidos y hematolégicos, tanto de
forma individual como en combinacién con otros quimioterapicos. Sin embargo, su funcién se
ve limitada por la neurotoxicidad que produce y este hecho obliga muchas veces a disminuir la
dosis, espaciar su frecuencia de administracidn e incluso en algunas ocasiones suspender su
administracién, con la consiguiente repercusion en el prondstico de la enfermedad. Por lo
tanto, uno de los retos de la medicina actual es predecir qué pacientes tienen el riesgo
potencial de desarrollar toxicidad antes de que se produzca. Por este motivo, es necesario
encontrar una explicacidon farmacogenética a la susceptibilidad de desarrollar neurotoxicidad
por la vincristina (151). Si conseguimos entender todos los mecanismos farmacogenéticos
implicados en esta susceptibilidad, se podrian ajustar las dosis de la vincristina y optimizar el
tratamiento, a la vez que se minimizan los efectos secundarios. Para conseguir este objetivo,
es necesario encontrar factores predictores que nos ayuden a optimizar el tratamiento para

cada paciente.

Ante esta situacion, el objetivo principal de este estudio fue la identificacion de nuevos
marcadores genéticos predictores de la eficacia y seguridad de la vincristina en el tratamiento
de la LLA infantil. Para ello, se evalué la correlacion entre la neurotoxicidad inducida por la
vincristina y 175 polimorfismos en 15 genes relacionados con la farmacocinética (n=8) y
farmacodinamia (n=7) de la vincristina. El trabajo se llevé a cabo en un grupo de 152 pacientes
pediatricos diagnosticados de LLA-B que recibieron tratamiento segun el protocolo LAL/SHOP.
El 33,6 % de los pacientes desarrollaron neurotoxicidad por vincristina durante el tratamiento,

siendo ésta mas frecuente en la fase de induccidn (30,9%). En esta fase se obtuvo el resultado
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mas destacado de la tesis, identificando 2 variantes genéticas en el gen transportador ABCC2
asociados con la neurotoxicidad inducida por la vincristina, que superaron la correccién por
multiples comparaciones, y que podrian, por lo tanto, ser 2 nuevos marcadores de toxicidad

por vincristina en el tratameinto de la LLA infantil.

1. FARMACOCINETICA

1.1 Neurotoxicidad en induccién

En la fase de induccidn, el estudio de asociacidn genotipica entre polimorfismos de genes

implicados en la farmacocinética de la vincristina y la neurotoxicidad inducida por la
vincristina, mostré un total de 14 SNPs significativos en los genes transportadores ABCC2,

ABCC1y ABCB1.

La asociacién mas significativa se encontré en 2 SNPs del gen ABCC2, que permanecieron
estadisticamente significativos tras la correccion por multiples comparaciones (FDR). Los
genotipos rs3740066 GG y rs12826 GG presentaron un mayor riesgo de neurotoxicidad (en
grados 1-2 y 1-4). Ademads, uno de los haplotipos protectores estadisticamente significativos,
formado por los SNPs rs3740066-rs3740065-rs12826-rs12762549-rs11190298 (ATAGG) de
ABCC2, incluyé los alelos protectores de estos dos SNPs (alelo A), reforzando nuestros
resultados. Otros 3 SNPs en ABCC2 (rs2073337, rs4148396 y rs11190298) resultaron
significativos en los analisis genotipicos y uno mas por frecuencias alélicas (rs2756109),
remarcando la importancia de este gen en el riesgo a desarrollar neurotoxicidad inducida por
la vincristina. El gen ABCC2 es un transportador de membrana dependiente de ATP que juega
un papel fundamental en la eliminacién biliar de varios farmacos y xenobiéticos. Por lo tanto,
un exceso de la proteina ABCC2 podria acelerar el transporte de la vincristina fuera de las
células cancerigenas antes de hacer su efecto disminuyendo toxicidad. De hecho, la funcién de
ABCC2 ya se ha relacionado con la resistencia y/o sensibilidad de la vincristina en varios
estudios (152, 153). Ademas, rs3740066 y rs12826 (los 2 SNPs mas significativos) parecen
alterar la funcién del gen (segun el software de prediccién de efectos funcionales de los SNPs,
F-SNP): rs3740066 es un SNP sinénimo con un posible efecto en el control del ensamblaje de la
proteina y rs12826 es un SNP localizado downstream del gen, que parece afectar a nivel de la
regulacién transcripcional. Estos resultados sugieren que estos 2 SNPs podrian alterar, o bien
la expresidon general de ABCC2, o la expresidn especifica de las isoformas de ABCC2, lo que en

ultimo término conduciria a alteraciones en la eliminacién de la vincristina que podrian
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explicar la asociacidn detectada con la neurotoxicidad. Aunque estos 2 SNPs no han sido
previamente relacionados con la neurotoxicidad inducida por la vincristina, rs3740066 y
rs12826 fueron asociados, previamente por nuestro grupo, con la toxicidad al metotrexato
(154), otro farmaco quimioterdpico utilizado en el tratamiento de la LLA infantil. Este farmaco,
al igual que la vincristina, es transportado al exterior de las células cancerigenas por ABCC2, lo
gue sugiere que tanto rs3740066 como rs12826 podrian alterar la regulacién de la eliminacién
de farmacos dependientes de ABCC2. Sin embargo, teniendo en cuenta que ésta es la primera
vez que se relacionan los efectos de estos dos SNPs con la neurotoxicidad inducida por la
vincristina, y dados los resultados dispares encontrados en la literatura para otros SNPs,
pensamos que son necesarios mas estudios que confirmen el nuestro y nos ayuden a
establecer la relevancia de estos dos SNPs como marcadores de neurotoxicidad en los

pacientes pediatricos de LLA.

En el gen ABCCI1, los resultados de asociacidon genotipica mostraron 6 SNPs significativos,
aunque esta asociacion no fue lo suficientemente fuerte como para mantenerse tras la
correccion por multiples comparaciones. ABCCI, al igual que ABCC2, es un transportador de
membrana dependiente de ATP, conocido por su habilidad para conferir multi-resistencia a los
medicamentos e implicado en proteger ciertos tejidos de agentes xenobidticos (Entrez Gene
NCBI). Entre los resultados encontrados en este gen, cabe destacar que uno de los SNPs mas
significativos, rs3743527, también se encontrd asociado con la cardiotoxicidad inducida por las
antraciclinas en el tratamiento de la LLA infantil (155), sugiriendo su posible implicacién en la

eliminacion de farmacos via ABCC1.

Finalmente, los analisis de asociacion genotipica mostraron 3 SNPs en el gen ABCBI1
(rs10244266, rs10274587, rs10268314) significativamente asociados con la neurotoxicidad por
la vincristina (aunque al igual que en el caso anterior, la asociacién no se mantuvo significativa
tras la correccidn por FDR). El gen ABCBI, tal y como hemos comentado en la introduccién,
estd relacionado con el desarrollo de resistencia a farmacos. Codifica una proteina
transportadora de membrana denominada glicoproteina P. Esta proteina funciona como
bomba de flujo de salida de farmacos dependiente de ATP con amplia especificidad de
sustrato. Es responsable de la disminucion de la acumulacion del farmaco en células
resistentes a multiples farmacos. Esta proteina también funciona como un transportador en la
barrera hematoencefalica (Entrez Gene NCBI). Esta es, segiin nuestros conocimientos, la
primera vez que se encuentra una asociacién entre estos polimorfismos y la neurotoxicidad,

aunque estudios previos ya relacionaron otros SNPs en ABCB1 con la neurotoxicidad inducida
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por la vincristina (135) y la toxicidad hematoldgica en LLA (156). Estos resultados nos hacen

pensar que las variaciones genéticas en ABCB1 pueden, de alguna manera, alterar su funcién.

Respecto al gen RALBP1, se observé que el haplotipo formado por rs9946939 y rs420905 (AG)
estaba asociado con neurotoxicidad severa, aunque tras la correccion por el método de
permutaciones el resultado no fue estadisticamente significativo. RALBP1 codifica una proteina
de membrana multifuncional que tiene su papel en el crecimiento celular, divisidon y apoptosis
junto con su papel en el transporte de ciertos quimioterdpicos, afectando asi a la

quimiosensibilidad de ciertas células tumorales (157, 158).

1.2 Neurotoxicidad durante el tratamiento

Los resultados obtenidos cuando se considerd la presencia de neurotoxicidad en cualquier

fase del tratamiento fueron muy similares a los obtenidos en la fase de induccién. Se

detectaron resultados significativos con polimorfismos de los genes ABCC2, ABCC1 y ABCB1. La

Unica diferencia se observo en el gen ABCC3.

En este gen, los andlisis de asociacion mostraron que 4 SNPs (3 detectados por frecuencias
genotipicas y 1 por alélicas) estaban asociados con la neurotoxicidad inducida por la vincristina
(rs4793666, rs4148411, rs739921 y rs2189595). La asociacion, en todos los casos, se encontrd
en las formas severas de neurotoxicidad (grados 3-4). Aunque tras aplicar la correccién FDR,
los resultados no fueron significativos, hay que destacar que es el Unico gen implicado en la
farmacocinética de la vincristina en el que se ha detectado asociacién Unicamente con las
formas severas de neurotoxicidad, considerando la misma en cualquier fase y no en la fase de
induccion. El gen ABCC3 es un transportador dependiente de ATP y a su vez esta relacionado
con la resistencia a multiples farmacos (159, 160), con lo que podemos especular que variantes
genéticas en el mismo modifican la eliminacidon de los farmacos en general, provocando
toxicidades severas. No obstante, dado el tamafio muestral, este resultado deberia ser

contrastado con mayor nimero de pacientes.

Con respecto a los genes ABCC10, CYP3A4 y CYP3A5, no se encontrd asociacion entre los
polimorfismos analizados y la neurotoxicidad inducida por la vincristina. La falta de asociacion
detectada entre rs776746 en CYP3A5 estd en linea con estudios previamente publicados en
LLA (132, 133, 135), aunque un trabajo si que encontrd asociacidn en su poblacion (134). Estas
discrepancias entre los estudios pueden explicarse por los diferentes protocolos de
tratamiento utilizados, asi como por la existencia de diferencias genéticas entre las

poblaciones analizadas.
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2. FARMACODINAMIA

2.1 Neurotoxicidad en induccién y/o durante el tratamiento

En los resultados del estudio de farmacodinamia, se encontraron 3 variantes genéticas en 3
genes implicados en la farmacodinamia de la vincristina (TUBB3, TUBB1 y MAPT) que estaban

asociados con neurotoxicidad.

El resultado mas significativo se obtuvo en el gen MAPT. Los genotipos AG+GG rs11867549
disminuyeron el riesgo de neurotoxicidad severa (grados 3-4), mostrando un efecto protector.
El gen MAPT codifica para la proteina tau asociada a los microtubulos (161). Su principal
funcién es la estabilizacion de los microtubulos axonales a través de la interaccién con la
tubulina, lo que la convierte en diana de la vincristina. Por lo tanto, variantes genéticas en
MAPT, tales como rs11867549, podrian modular el efecto de la vincristina en los axones de las
neuronas, disminuyendo o aumentando la toxicidad de la misma. Hartmann y cols también
analizaron la asociacion entre los polimorfismos genéticos de MAPT y la neurotoxicidad
inducida por vincristina en pacientes pediatricos de LLA-B, no encontrando asociacion. Sin
embargo, la serie de pacientes utilizada en este caso fue muy pequeiia con tan solo 34
pacientes, insuficiente para poder detectar asociaciones significativas (132). Apoyando la
importancia de MAPT en la estabilizacidn de los microtubulos, se han descrito mutaciones en

este gen asociadas a diversas enfermedades neurodegenerativas (162-165).

El SNP rs4558416 del gen TUBB3 presentd asociacidon con neurotoxicidad leve (grados 1-2)
durante la induccidn. El gen TUBB3 codifica para una proteina de la familia de la beta tubulina,
cuya principal funcidn es el ensamblaje para la formacion de los microtubulos. Se expresa
principalmente en las neuronas y podria estar relacionado con la neurogénesis vy
mantenimiento axonal (166). De hecho, se han descrito ciertas mutaciones en TUBB3
asociadas con neuropatia axonal periférica (167, 168), alteraciones en el neurodesarrollo y
malformaciones cerebrales (169-171). También se ha relacionado a este gen con la
patogénesis y agresividad de ciertos tumores (76, 172, 173). Asimismo, ha sido asociado con la
resistencia a ciertos farmacos, principalmente de la familia de los taxanos (174-177). De ese
modo, la sobreexpresidn de la beta Il tubulina esta asociada con la resistencia de los agentes
antimicrotubulos, como la vincristina (178). El papel de la beta Il tubulina en la resistencia a
farmacos que se unen a la tubulina, lo relaciona con la respuesta al tratamiento y pronéstico

de ciertos tumores como el cancer de pulmdén, mama, ovario o gastrico. Por lo tanto, este
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hecho podria convertirlo tanto en un marcador predictivo, como en un factor prondstico a

tener en cuenta a la hora de tratar a estos pacientes (179-181).

Por ultimo, el SNP rs151337 del gen TUBB1 también presentd asociacidon con toxicidad severa
(grados 3-4) durante el tratamiento. Este gen, al igual que TUBB3, codifica para una proteina
de la familia de la beta tubulina. Se expresa en las plaquetas y los megacariocitos, por lo que
mutaciones en este gen pueden estar asociadas con trombopatias hereditarias (182, 183). La
vincristina se une a la subunidad TUBBI1 e inhibe la polimerizacidon de los microtibulos (76),
por lo que el genotipo TT de rs151337 podria incrementar la desestabilizacion de los
microtubulos aumentando la neurotoxicidad. Sin embargo, dado que la asociacidon detectada
rozé el valor de significancia, este resultado necesitaria ser validado en una poblacién mayor.
En este sentido, otro estudio analizando la implicacidon del gen TUBB1 en la toxicidad por

vincristina no encontrd asociacidn entre polimorfismos de TUBB1 y neurotoxicidad (135).

Dado que ninguna de las tres asociaciones encontradas permanecié estadisticamente
significativa tras la correccidn por multiples comparaciones, estos resultados hay que tomarlos

con cautela.

Con respecto a los genes TUBB2A y TUBB4, no se encontrd asociacidn entre los polimorfismos

analizados y la neurotoxicidad por vincristina.

2.2 CEP72 y neurotoxicidad por vincristina

En el caso del gen CEP72, no se encontrd asociacién entre rs924607 y la neurotoxicidad
inducida por vincristina durante ninguna de las fases del tratamiento. Estos resultados difieren
de los obtenidos por Diouf y cols quienes, mediante un andlisis del genoma completo (GWAS),
encontraron asociacion entre el genotipo TT de rs924607 y la neurotoxicidad asociada a la
vincristina durante la fase de mantenimiento. El gen CEP72 codifica una proteina centrosomal
que es esencial para la formacion de microtubulos, lugar donde la vincristina realiza su efecto
citotéxico (145). Estos autores demostraron que el alelo T de rs924607 producia una zona de
unidén para un inhibidor transcripcional, lo que provocaba una disminucidn en la expresion de
ARN mensajero, afectando a la estabilidad del microtibulo y aumentando la sensibilidad de la
vincristina. Para este estudio Diouf y cols incluyeron dos cohortes de pacientes tratadas de
forma diferente con los protocolos St Jude Total XIlIB (184, 185) y COG AALL0433

(https://clinicaltrials.gov/show/NCT00381680), que administran un nimero total de 36 y 39

dosis de vincristina (1,5mg/m2), respectivamente. Bajo estas circunstancias, un 26,79% de los

pacientes desarrollaron neurotoxicidad en la fase de continuacién y un 13% en la fase de

140


https://clinicaltrials.gov/show/NCT00381680

DISCUSION

induccion (cohorte St Jude) (186). En contraposicidn, solo un 4,2% de nuestra poblacion
tratada con el protocolo LAL SHOP 94/99/2005 (10-20 dosis de vincristina; 1,5mg/ m?)
desarrollé neurotoxicidad en la fase de mantenimiento, frente a un 25,4% que la desarrollé en
la fase de induccidn. Estas diferencias en los porcentajes de toxicidad entre los estudios son
probablemente un reflejo de las variaciones en la cantidad, nimero y frecuencia de las dosis
de vincristina administradas entre los distintos protocolos de tratamiento. Del mismo modo,
tampoco podemos olvidar la posible existencia de diferencias genéticas poblacionales entre
nuestra cohorte y la analizada por Diouf y cols, que podrian afectar de distinta forma al modo

en el que los pacientes responden al tratamiento.

En nuestro estudio, el escaso numero de pacientes que desarrollé toxicidad en la fase de
mantenimiento fue insuficiente para detectar asociaciones estadisticamente significativas, por
lo que centramos nuestros analisis en la fase de induccién. Por el contrario, Diouf y cols se
centraron en las fases tardias, donde obtuvieron un mayor porcentaje de pacientes con
neurotoxicidad. No obstante, cuando posteriormente al GWAS, estos autores analizaron la
asociacién entre la neurotoxicidad y rs924607 en la fase de induccidn, no encontraron
resultados significativos (cohorte de St Jude) (186), en linea con nuestros resultados. Del
mismo modo, un reciente estudio de un caso clinico tampoco encontrd asociacion entre el

genotipo TT de rs924607 en CEP72 y la neurotoxicidad inducida por la vincristina (187).

Estos resultados parecen sugerir la existencia de diferencias en los mecanismos implicados en
el desarrollo de toxicidad en las diversas fases del tratamiento de la LLA. Durante las fases
tempranas, la neurotoxicidad parece ser mas dependiente de la acumulacidon de vincristina
asociada a variaciones en los genes implicados en la farmacocinética del farmaco. Apoyando
esta idea, estudios previos de nuestro grupo también mostraron la existencia de asociacion
entre el aclaramiento del metotrexato, otro quimioterdpico utilizado en el tratamiento de la
LLA, y polimorfismos en los genes implicados en la farmacocinética de los farmacos en las fases
tempranas del tratamiento (154). En cambio, en las fases tardias, la neurotoxicidad podria
estar mas relacionada con variaciones en los genes implicados en la farmacodinamia de la
vincristina. Por lo tanto, es posible que necesitemos diferentes marcadores para predecir la

toxicidad en las diferentes fases del tratamiento y/o en cada poblacion.
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3. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Este estudio puede presentar ciertas limitaciones, como la falta de validacién de los resultados
en otra cohorte independiente de pacientes tratados con el mismo protocolo, o el pequeio
tamafio muestral para algunos de los fenotipos analizados (toxicidad severa), que no permitid
conseguir el suficiente poder estadistico para detectar asociaciones significativas. Ademas,
aunque de forma poco comun, otros farmacos concomitantes podrian causar también
neurotoxicidad, lo que podria potencialmente influir sobre los resultados obtenidos.
Finalmente, habria que mencionar la variabilidad observada en los porcentajes de
neurotoxicidad entre hospitales, a pesar de que los criterios de monitorizacién fueron los
mismos en todos ellos. Esta variabilidad puede ser causada por las limitaciones que presenta
obtener los datos de neuropatia mediante la revisién de historias clinicas. Con respecto a otras
publicaciones, se observa que los métodos para determinar la neurotoxicidad inducida por la
guimioterapia no son homogéneos y no existe una Unica forma universal para clasificarla.
Fundamentalmente estan basados en diferentes escalas que estdn validadas y nos ayudan a
objetivar el grado de afectacion de la toxicidad (119). El electromiograma vy los estudios de
conduccidén nerviosa tienen un uso limitado en la practica clinica, reservandose para los casos
mas severos. A pesar de que se hayan planteado diferentes métodos para determinar la
neurotoxicidad de forma mas objetiva, en la actualidad no se ha llegado a un consenso para
validar un método estandarizado para clasificar y cuantificar la neurotoxicidad (116, 188). Por
lo tanto y a pesar de sus limitaciones, las diferentes escalas que estan aprobadas para evaluar
la neurotoxicidad producida por quimioterapicos son la manera mas valida que tenemos de
cuantificar dicha toxicidad. La evaluacién de la neurotoxicidad que se realizd en los 4
hospitales fue llevada a cabo de la manera mas homogéneamente posible, se utilizaron los
mismos estandares y frecuencias de evaluacion y fue realizada por las mismas personas.
Asimismo destacar que la neurotoxicidad tras recibir vincristina es uno de los datos que se

monitoriza en los protocolos SHOP.

Como puntos fuertes de nuestro estudio, cabe sefalar que se incluyé una poblacidon
homogénea de pacientes diagnosticados de LLA-B, tratados con protocolos estandarizados.
Dado que partiamos de la hipdtesis previa de que los genes implicados en la farmacocinética y
la farmacodinamia de la vincristina estdn implicados en el desarrollo de neurotoxicidad en el
tratamiento de la LLA, optamos por realizar un estudio de genes candidatos. En estos genes, se
realizd una amplia cobertura de la variabilidad genética de los mismos y los resultados

significativos se sometieron a métodos de correccidn por comparaciones multiples (FDR y

142



DISCUSION

permutaciones). En definitiva, si nuestros resultados se validasen en otras poblaciones,
podrian ser utilizados como nuevos marcadores de neurotoxicidad por vincristina en pacientes

pediatricos de LLA en fases tempranas del tratamiento.

4. FARMACOGENETICA

En resumen, si analizamos los resultados del estudio realizado de forma global (incluyendo
analisis por frecuencias alélicas y genotipicas), encontramos 30 SNPs significativos en 4 genes

implicados en la farmacocinética y 3 en la farmacodinamia de la vincristina.

Los resultados mas destacables se observaron en los SNPs rs3740066 y rs12826 del gen ABCC2
(asociacion significativa tras el factor de correccién FDR). El efecto de estos SNPs se observd a
lo largo del tratamiento, tanto cuando se evalué la neurotoxicidad leve en cualquier fase del
tratamiento, como en la induccién, donde los resultados mostraron una significacién mayor.
No se observé asociacién con neurotoxicidad severa. Cabe destacar, que estos 2 SNPs
mostraron resultados positivos de asociacién en todos los analisis realizados (alélicos,
genotipicos y haplotipicos), apoyando la idea de que rs3740066 y rs12826 estan implicados en
la susceptibilidad a desarrollar neurotoxicidad leve, sobre todo, en las primeras fases del
tratamiento. Otros 4 SNPs en ABCC2 mostraron valores significativos (estudios frecuencias
alélicas y/o genotipicas). Entre ellos, destaca el SNP rs2073337, que ejerce su efecto mas
significativo cuando consideramos la neurotoxicidad leve a lo largo del tratamiento y no sdlo

en la induccion.

En ABCC1, encontramos un total de 12 SNPs significativos en los diferentes analisis. Aunque
ninguno de ellos se mantuvo significativo tras el factor de correccidn, estos resultados parecen
indicar que los polimorfismos de este gen podrian tener un papel relevante en la toxicidad

derivada de los quimioterdpicos.

En ABCB1, 5 SNPs mostraron asociacidon con neurotoxicidad leve, tanto en la induccién como
en cualquier fase del tratamiento. En contraposicidn, los 4 SNPs significativos del gen ABCC3
mostraron asociacion con neurotoxicidad severa en cualquier fase del tratamiento. Sin
embargo, estos resultados hay que tomarlos con cautela, dado que ninguno de los SNPs
resultd significativo tras la correccion por FDR y el bajo nimero de pacientes con

neurotoxicidad severa en nuestro estudio.
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En relacidn a los genes implicados en la farmacodinamia, observamos 3 SNPs significativos en 3
genes en los analisis totales. Destaca la asociacidon detectada entre los genotipos de los SNPs
rs151337 y rs11867549, de los genes TUBB1 y MAPT, respectivamente, con la neurotoxicidad
severa durante el tratamiento. Estos resultados apoyarian la hipdtesis de que polimorfismos
en genes implicados en la farmacodinamia podrian afectar en las fases tardias del tratamiento.
No obstante, al igual que en el caso anterior, estos resultados deben considerarse con cautela

dado que el nimero de pacientes con toxicidad severa en nuestra cohorte fue bajo.

Estos resultados, junto con los publicados previamente por otros autores, ponen de manifiesto
la importancia de la farmacogenética en el desarrollo de la neurotoxicidad por vincristina. Sin
embargo, no hay que olvidar la existencia de factores externos que pueden contribuir en el
desarrollo de esta neurotoxicidad, como son el niumero de dosis administradas de vincristina,
su frecuencia o la duracién del tratamiento. Ademas, también habria que considerar el
momento de aparicidn de la neurotoxicidad. Por lo tanto, es importante a la hora de intentar
replicar estudios farmacogenéticos valorar la homogeneidad de los fenotipos (186). En este
sentido, el Departamento de Salud y Servicios Humanos de EEUU, ha desarrollado unas guias
para potenciar los estudios farmacogenéticos con las consecuentes modificaciones de
tratamiento (http://www.pharmgkb.org). Este estudio, dado que analiza los datos de mas de
100 pacientes y los resultados presentados son estadisticamente significativos (p< 0,05) tras
aplicar los factores de correccién, cumple criterios de nivel 2 de los estudios de
farmacogenética. Este resultado es bueno, si consideramos que llegar a niveles 1 de evidencia
en cancer infantil, es muy complicado, dada la relativa baja incidencia del mismo (189).
Ademas, en el presente estudio se han definido el tratamiento y los criterios de toxicidad con
objeto de confirmar estos hallazgos en futuros estudios. A su vez, también seria interesante

confirmar los hallazgos obtenidos en ABCC2 en estudios funcionales.

En cualquier caso, consideramos que seria muy interesante validar los resultados de este
estudio en otra cohorte de pacientes, aunque somos conscientes de que obtener pacientes
tratados con el mismo protocolo, con datos de toxicidad correctamente recogidos, resulta

complicado.

5. IMPORTANCIA DE LOS RESULTADOS PARA LA CLINICA

La vincristina es un farmaco ampliamente utilizado en la LLA desde la década de 1960, pero su

mayor limitacién contintda siendo la neurotoxicidad. Hay muchos factores implicados en la
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susceptibilidad a este quimioterapico, tanto extrinsecos, como el numero de dosis recibidas y
la frecuencia de su administracidon, como intrinsecos, que se demuestran por la variabilidad

genética interindividual.

La presente tesis confirma que la variabilidad genética influye en la respuesta y toxicidad
derivada de la administracién de la vincristina en pacientes pedidtricos diagnosticados de LLA.
El conocimiento de esta susceptibilidad podria ofrecer, en el futuro, la individualizacién de la
dosis segun el estudio farmacogenético de cada individuo y en consecuencia, mejoraria la

respuesta al tratamiento minimizando los efectos secundarios.

A pesar de la controversia que existe actualmente con los resultados dispares publicados,
ninguno de ellos es excluyente o contradictorio y nos aproximan al entendimiento de los
mecanismos que subyacen en la susceptibilidad a desarrollar toxicidad por vincristina. Sin
embargo, es cierto que aun no nos permiten concluir y entender todo el proceso en su
totalidad. El hecho de que estudios con diferente disefio, encuentren distintos marcadores
genéticos relacionados con la toxicidad de quimioterapicos no deberia sorprendernos (151).
Este hecho podria deberse a la falta de homogeneidad que hay entre las muestras
seleccionadas, asi como las diferencias entre los distintos protocolos, pero también es posible
que los diferentes marcadores genéticos encontrados en cada estudio actien en distintos
momentos del tratamiento o estén relacionados con diferente grado de toxicidad. De ese
modo, se podria explicar que los genes relacionados con la farmacocinética tuvieran relacion
con toxicidades observadas en fases tempranas del tratamiento, como CYP3A5 (134) o ABCC2
y la farmacodinamia tuviese mayor importancia en fases tardias del tratamiento, como CEP72

(145).

La variabilidad en la respuesta y toxicidad derivada de los farmacos es un hecho al que nos
enfrentamos diariamente. Con los avances realizados en el campo de la farmacogenética, la
idea de una Unica dosis para todos los pacientes se esta quedando obsoleta aunque ajustemos
la misma por peso o superficie corporal en los pacientes pedidtricos. A pesar de encontrarnos
sumergidos en la busqueda de los genes implicados en la susceptibilidad de cada individuo
respecto a la quimioterapia, todavia tenemos un largo camino que recorrer en la identificacion
de los marcadores de estos genes. Los esfuerzos de la medicina actual estan enfocados hacia
una medicina mas personalizada, adaptando las dosis de cada quimioterdpico segun los
resultados del estudio farmacogenético de cada persona, con objeto de conseguir la dosis
Optima, minimizando al maximo los efectos secundarios y la toxicidad derivada de cada

farmaco. Del mismo modo, los estudios farmacogenéticos también nos pueden ayudar en la
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identificacion de pacientes con alto riesgo de desarrollar neurotoxicidad. De ese modo, los
protocolos cada vez dan mas importancia a los marcadores genéticos a la hora de disefiar los
tratamientos. El ejemplo mas claro de esta tendencia es la mercaptopurina, en la que la
adaptacion de su dosis a la susceptiblidad genética de cada individuo ya estd en vigor en la
practica clinica diaria. Para que este hecho se haga extensible al resto de quimioterapicos, es
necesario investigar y profundizar en los mecanismos genéticos relacionados con Ia
farmacogenética de cada quimioterapico. Por ese motivo, la investigacidon dirigida a genes
implicados en la farmacocinética y farmacodinamia de la vincrsitina nos ayudaran a descubrir
marcadores genéticos para realizar un genotipado previo a la administracién del tratamiento,
necesario para ajustar la dosis de la misma al perfil de los pacientes para ofrecerles el mejor

tratamiento posible y disminuir al mdximo la neurotoxicidad.
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1)

CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Las variantes genéticas rs3740066 y rs12826 del gen ABCC2 estdn asociadas a
neurotoxicidad inducida por vincristina en el protocolo de tratamiento LAL/SHOP en
los pacientes pediatricos diagnosticados de Leucemia Linfoblastica Aguda. Por lo tanto,
podrian ser utilizados como marcadores genéticos predictores de neurotoxicidad en

estos pacientes.

Los genes ABCC1, ABCC2 y ABCB1 implicados en la farmacocinética de la vincristina

estdn asociados a neurotoxicidad en la fase de induccién del protocolo de tratamiento.

Los genes MAPT, TUBB1 y TUBB3 implicados en la farmacodinamia de la vincristina
podrian estar relacionados con las formas severas de neurotoxicidad, aunque no se
hayan alcanzado niveles de significacién estadistica que precisarian de un tamano

mayor de la muestra.

Los resultados de este estudio, junto con los publicados por otros autores, sugieren la
existencia de diferencias en los mecanismos que causan neurotoxicidad por vincristina
en las fases tempranas y tardias del tratamiento. Por lo tanto, se necesitan marcadores

predictivos para cada fase del tratamiento.

La Farmacogenética es una herramienta util para predecir toxicidades derivadas del
tratamiento con vincristina. Se abre un interesante campo de estudio que ayudard a
entender los mecanismos de respuesta al tratamiento en esta enfermedad, limitando
los efectos secundarios derivados del mismo y mejorando la calidad de vida futura de

estos pacientes.
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