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. Resumen

Las leucemias se caracterizan por la proliferacion descontrolada de leucocitos en sangre y
médula 6sea, dependiendo de la estirpe celular afectada, las leucemias pueden clasificarse
en leucemia aguda linfoblastica (LAL) y leucemia aguda mieloide (LAM). En el estado de
Guerrero las leucemias son un problema de salud publica, siendo este padecimiento la
segunda causa de muerte entre la poblacién infantil. EI metotrexato es un farmaco clave en
el tratamiento de leucemia aguda linfoblastica, el éxito del tratamiento depende en gran
medida de la correcta captacion del metrotexato por las células, el cual se lleva a cabo a
través del acarreador de folatos reducidos (RFC). Entre las causas mas frecuentes de falta
de respuesta al tratamiento con metotrexato se encuentran defectos en el transporte al
interior de las células, siendo el mecanismo predominante la presencia de mutaciones en el
gene RFC. El objetivo de este estudio es evaluar el polimorfismo G80A en RFC y su impacto
sobre la respuesta al tratamiento con metotrexato. A partir de un banco de DNA por medio
de PCR y RFLP se hizo la caracterizacion molecular del genotipo del gen RFC en muestras
de DNA de pacientes con leucemia aguda linfoblastica (casos) y poblacién infantil sana
(controles). Se encontr6 una frecuencia de 42.8% para el genotipo AA, 28.6% para el
genotipo GA 'y 28.6% para el genotipo silvestre en los casos y una frecuencia de 25% de AA,
40.7% para GAy 34.3% en GG para la poblacion control. El andlisis de Kaplan-Meier arrojé
diferencias significativas para tiempo de supervivencia y edad del paciente al momento de la
recaida, no asi en cuanto a la presencia del polimorfismo. Finalmente, los pacientes que
sufrieron recaida de la enfermedad durante el tratamiento tuvieron 6.8 veces mas
posibilidades de fallecer que aquellos que no la tuvieron. Aungque con algunas limitantes,
como el tamafio de muestra y la poca disponibilidad de informacion, los resultados obtenidos
pueden servir para considerar la deteccion del polimorfismo G80A dentro de las pruebas
diagnésticas para leucemia aguda linfoblastica, con el propésito eventual de una terapia

anticancer personalizada.

Palabras clave: Leucemia aguda linfoblastica, acarreador de folatos reducidos, metotrexato,

recaida, supervivencia.



Il. Abstract

Leukemia is a hematological desorder who is characterized by uncontrolled proliferation of
leukocytes in the bone marrow and peripheral blood, depending upon the celular type
affected. Leukemias are classified in acute lymphoblastic leukemia (ALL) and acute
myeloblastic leukemia (AML). In the state of Guerrero, leukemias are a health public
problem, this is the second cause of death among infant population. Methotrexate is a key
component in the treatment of acute lymphoblastic leukemia. The sucessfull treatment
depend upon the correct methotrexate absortion by cells through reduced folate carrier
(RFC). One of the most frequent cause of treatment failure of methotrexate is the impaired
transport, resulted of cualitative and cuantitative alterations, being the predominant
mechanism mutations in RFC gen. The aim in this study was to evaluate polymorphism G80A
in the RFC and their impact in methotrexate treatment response. From a DNA bank, the
samples were submitted to PCR and RFLP for molecular characterization of RFC genotype in
DNA samples of children with acute lymphoblastic leukemia (cases) and healthy children
(controls). We found a frequency of 42.8% for AA, 28.6% for GA and 28.6% for GG genotypes
in ALL patients, while for the healthy population we found a frequency of 25% for AA, 40.7
for GA and 34.3% for GG genotype. The Kaplan-Meier analysis show significance in event free
survival and age at relapse time, but do not show significance in the genotype carrier.
Finally, patients who suffer relapse in the treatment have 6.8 times more probability to die
than patients without relapse. Although this study have some limitations, like size sample
and poor availability of information, the results can serve to consider the RFC genotype
detection inside of molecular probes for ALL diagnosis, with the eventual purpose of

anticancer personalized therapy.

Keywords: acute lymphoblastic leukemia, reduced folate carrier, methotrexate, relapse,

survival.



[1l. Introduccidon

Las leucemias agudas se caracterizan por la proliferacion descontrolada de
leucocitos inmaduros en sangre y médula 0sea, dependiendo de la estirpe celular
afectada, las leucemias pueden clasificarse en leucemia aguda linfoblastica (LAL) y

leucemia aguda mieloide (LAM) 2.

Entre los factores de riesgo conocidos para leucemia se encuentran: exposicion a
radiaciones ionizantes y benceno; tratamientos de quimioterapia (cancer secundario
a tratamiento), asi como también expresion aberrante de protooncogenes,
translocaciones cromosomales, inversiones, eliminaciones o mutaciones puntuales

debidas a susceptibilidad relacionada a polimorfismos en mdiltiples genes 2*.

En México las leucemias son el padecimiento maligno mas frecuente en pediatria,
ocupan el segundo lugar de muerte entre nifios de 4 a 15 afos, siendo la leucemia
aguda linfoblastica la de mayor frecuencia, con aproximadamente 75% del total de
leucemias reportadas. En el estado de Guerrero la incidencia de leucemia en la
poblacion infantil estd mostrando una tendencia a incrementarse, segun lo reportado
por el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informética (INEGI); en el reporte
de 2006, anualmente se estan presentando entre 600 y 650 casos entre la
poblacidn, lo que convierte a la LAL en la segunda causa de muerte entre los nifios

de 1 a 19 aflos en nuestro Estado °” .

Para el diagnostico de LAL el aspirado de médula ésea sigue siendo una herramienta
indispensable, ya que los hallazgos que se hacen en ella contribuyen de manera
importante al diagndstico, el cual debe ser complementado con las nuevas técnicas
moleculares que estan disponibles, como la citometria de flujo, histoquimica, FISH y
PCR %3,



El tratamiento de la LAL consiste en tres fases: induccion a la remision, consolidacion

610 En la induccion del tratamiento se administran

y terapia de mantenimiento
vincristina, prednisona/dexametasona, L-asparaginasa y doxorrubicina con el objetivo
de restaurar la homeostasis hematopoyética tanto en médula ésea como en sangre
periférica. En la segunda etapa del tratamiento (consolidacion y mantenimiento) se
administra metotrexato, el cual fue la primera clase de antifolato usado en oncologia
clinica, ***°. El metotrexato es uno de los farmacos de primera eleccién usado en el

16,17

tratamiento de leucemias™ "', la principal via de entrada a la célula es mediante el

acarreador de folatos reducidos ***°. El éxito del tratamiento radica en gran parte de

la correcta captacion y distribucién del medicamento en las células blanco **2°.

Entre los polimorfismos estudiados estan los que se presentan en el gen rfc, el cual
codifica para el acarreador de folatos reducidos (RFC), en humanos se localiza en el
cromosoma 21 (21g22.2-22.3), la proteina Rfc consta de 591 aminoacidos, contiene
12 dominios transmembranales, su extremo amino terminal es corto y el carboxilo
terminal es largo, se presume que ambos residen en el citoplasma. En el primer
dominio transmembranal de la proteina se encuentra un sitio de glicosilacion, el cual

hace que el peso molecular de esta proteina oscile entre los 70 y 120 KDa. %

Varios estudios han documentado que los defectos en el transporte resultado de
alteraciones cualitativas o cuantitativas del RFC han sido reconocidas como un
mecanismo frecuente de resistencia antifolato 22, siendo el mecanismo de resistencia

predominante mutaciones en el gen RFC 2*?° (Figura 1).

Entre las principales causas de resistencia al tratamiento con metotrexato tenemos:
a) pérdida de la funcion del RFC, debido a polimorfismos presentes en el primer
dominio transmembrana del acarreador 232728,

b) polimorfismos en el gen de varias enzimas importantes en el metabolismo de los
antifolatos, entre ellas:

- Dihidrofolato Reductasa (DHFR):?°,



- Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) *;
- Timidilato Sintasa (TS)*®y
- y-Glutamil Hidrolasa (GGH) 3.

Diversos estudios se han centrado en la busqueda de polimorfismos relacionados
con moléculas que participan en el metabolismo del folato, incluido el acarreador de
folatos reducidos, en aquellas enfermedades que usan tratamiento con metotrexato,
como es la leucemia aguda linfoblastica, artritis reumatoide y psoriasis, con el
objetivo de identificar blancos de accién para nuevas estrategias de tratamiento, la
caracterizacion de biomarcadores para el diagnostico, asi como hacer una

evaluacion de la eficacia del metotrexato entre la poblacién de estudio®°,

_ Cell membrane

Figura 1. Resumen del metabolismo intracelular y blancos del metotrexato en la célula. El
metotrexato es transportado activamente dentro de la célula por el acarreador de folatos
reducidos (RFC), donde sufre poliglutamilacion y ejerce sus efectos téxicos inhibiendo a la
dihidrofolato reductasa (DHFR), timidilato sintasa (TS) y la sintesis de novo de purinas (PDNS).
Modificado de Fotoohi, 2007. *



Hasta el momento se desconoce la frecuencia del polimorfismo G80A en los
pacientes con leucemia aguda linfoblastica en la poblacion del estado de Guerrero, el
comportamiento de dicho polimorfismo sobre la correcta captacion y distribucion del
metotrexato en las células, asi como el estudio de la respuesta al tratamiento de los
pacientes frente a los diferentes medicamentos que conforman la terapia contra el

cancer, el cual es de vital importancia.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la asociacion entre el polimorfismo G80A
del acarreador de folatos reducidos y su impacto sobre la respuesta al tratamiento

con metotrexato en los pacientes con leucemia aguda linfoblastica.



IV . Material y métodos

Se estudiaron 210 individuos, 70 pacientes con LAL de 0 a 18 afios de edad, de uno
u otro sexo, con diagnostico confirmado por citomorfologia de médula 6sea. Todos
los casos estuvieron en tratamiento con metotrexato o con modificacion del mismo
por falta de respuesta al metotrexato y se eligieron como controles a 140 individuos
aparentemente sanos de 0 a 18 afos de edad, de uno u otro sexo, con cuenta de
leucocitos normal (4 — 10 x10° leucocitos/mm?®) y sin antecedentes familiares de
leucemia. Los individuos a los que presentaron otra enfermedad en la que se les
administr6 metotrexato fueron excluidos del estudio, asi como también aquellos
individuos que no tuvieron expediente clinico completo. Todas las personas

seleccionadas fueron originarias del estado de Guerrero.

En la primera etapa de la investigacion se procedio a revisar los expedientes clinicos
de los pacientes con leucemia aguda linfoblastica, asi como las encuestas de la
poblacién que conforma el grupo control. De cada individuo se obtuvieron datos
sociodemogréficos y cuenta de leucocitos al momento de la aplicacién de la encuesta
o del diagnéstico; en el caso de los pacientes con LAL se obtuvo la dosis de
metotrexato administrada, la duracién del tratamiento y respuesta al mismo, segun lo
reportado en sus expedientes clinicos. Para este fin se considero falta de respuesta

al tratamiento con metotrexato la recaida de los pacientes.

Deteccion del polimorfismo G80A del acarreador de folatos reducidos. Se
determiné por medio de los métodos PCR-RFLP adaptados de Dervieux y cols®’. La
amplificacion se realiz6 usando 900 nM de oligonucléotidos iniciadores (sentido
5AGTGTCACCTTCGTCCCCTC?’ ; antisentido 5’CTCCCGCGTGAAGTTCTT'3 ), 1
unidad de Taqg polimerasa (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las condiciones de
PCR consistieron en una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 96°C seguidos de

35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos, alineacién/extension por 1
7



minuto a 60°C y una extension final de 7 minutos a 72°C. El producto obtenido fue de
230 pb. El producto de PCR obtenido se sometid a restriccion usando la enzima Hhal
(New England Biolabs), el polimorfismo G80A suprime un sitio de restriccion sobre el
producto de PCR, de manera que para el genotipo GG se observaran tres
fragmentos (126, 68 y 37 pb), para el genotipo GA se observaran cuatro fragmentos
(162, 125, 68 y 37) y para el genotipo AA se observaran dos fragmentos (162 y 68
pb). La restriccion se visualiz6 por medio de geles de agarosa al 4% tefiidos con

bromuro de etidio y analizados en un fotodocumentador.

Analisis estadistico. Los datos de las variables estudiadas son descritos en
frecuencias o medias y desviacion estandar, en la determinacion de las diferencias
de frecuencias entre los grupos de estudio se utilizé la prueba de Ji cuadrada (X?) y
la diferencia de medias por la prueba de t “student”. En el grupo control se hizo la
evaluacion del equilibrio génico de Hardy-Weinberg del polimorfismo G80A en el
acarreador de folatos reducidos. Se realiz6 analisis de supervivencia utilizando el
método de Kaplan-Meier, prueba de log-rank y modelo de riesgos proporcionales,
para evaluar el efecto del tratamiento (recaida o no) y del polimorfismo G80A sobre
la probabilidad de superviviencia en los pacientes con LAL. Todas las pruebas
estadisticas fueron bilaterales, con un nivel de significancia de 0.05 y fueron

procesadas en el paquete estadistico stata version 9.1.



V. Resultados

a). Caracteristicas generales de la poblacion con LAL y controles.

En el cuadro 1 se presenta un resumen de las caracteristicas generales de la
poblacién en estudio. El rango de edad de 13 a 18 afios contuvo la mayoria de los
controles, mientras que para los casos el 48.6% de ellos estuvieron entre 1y 6 afios
de edad. Por género, la mayor frecuencia se registré en el masculino, con un 64.3%
en los casos y un 53.6% en los controles. La cuenta de leucocitos para los controles
se concentré en el rango de 1,000 a 10,000, mientras que para los casos la mayor

frecuencia se observo en el rango de 10,001 a 100,000.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio
Grupo de estudio

Caracteristica (’;]6(‘;35 Co:(tor/g)les
Edad (afios)
laé6 34 (48.6) 46 (32.9)
7al2 24 (34.3) 43 (30.7)
13a18 12 (17.1) 51 (36.4)
Sexo
Femenino 25 (35.7) 65 (46.4)
Masculino 45 (64.3) 75 (53.6)
Cuenta de leucocitos al
diagnéstico/toma de muestra
1,000 a 10,000 29 (41.4) 140 (100)
10,001 a 100,000 34 (48.6) -
100,001 a 290,000 7 (10) -

En el cuadro 2 se resumen las caracteristicas de la poblacion con leucemia aguda
linfoblastica, agrupada de acuerdo a su respuesta al tratamiento con metotrexato,
para dicho fin, la falta de respuesta al tratamiento se defini6 como la presencia de
recaida de la enfermedad. El 68.6% de la poblacion con LAL sufridé recaida (n=48),
de estos el 66.6% eran del sexo femenino y el 33.3% del sexo masculino, el 91.6%
de ellos recibieron una dosis intermedia de metotrexato, 58.3% de ellos tenian

menos de un afio bajo el régimen de tratamiento con metotrexato cuando

9



presentaron la recaida, de estos 48 pacientes con recaida, el 75% ya fallecieron. De
los 22 pacientes que no sufrieron recaida (31.4%) el 59% eran mujeres. EI 95.5% de
ellos recibieron dosis intermedia de metotrexato durante su tratamiento, el 91%
tienen mas de un afo en terapia con metotrexato y hasta la fecha solo el 18% de
ellos han fallecido. Se encontraron diferencias significativas en el tiempo de

tratamiento con metotrexato y el estado del paciente.

Cuadro 2. Caracteristicas de la poblacién con leucemia aguda linfoblastica
Pacientes con recaida  Pacientes sin recaida

Variable

(n=48) (n=22) p
Edad 8.03 4.6 6.8+4.6 0.491
Numero de leucocitos al
diagndstico 14250 (5500 - 33150) 11550 (5300 - 40000) 0.390
Sexo
Femenino 32 (66.6) 13 (59)
Masculino 16 (33.3) 9 (41) 0.539
Dosis metotrexato
administrada
Baja (<0.5 g/m?) 2 (4.16) 1 (4.5)
Intermedia (0.5 — 3 g/m°) 44 (91.6) 21 (95.5)
Alta (> 3 g/m?) 2 (4.16) 0 0.623
Tiempo de tratamiento
con MTX
Menos de un afo 28 (58.3) 29
Mas de un afio 20 (41.7) 20 (91) <0.001
Situacion actual
paciente
Vivo 12 (25) 18 (81.8)
muerto 36 (75) 4 (18.2) <0.001

Edad, afios (media +SD); cuenta leucocitos al diagnéstico, mediana (percentil 25-75); sexo, dosis
metotrexato administrada, tiempo de tratamiento y situacién actual del paciente, n(%).

b). Identificacién del polimorfismo G80A en las muestras de casos y controles

En las figuras 2 y 3 se muestra la deteccién y genotipificacion del polimorfismo G80A
en la poblacion con leucemia aguda linfoblastica (casos) y poblacion infantil

saludable (controles).

10



Figura 2. Producto de PCR del polimorfismo
G80A en gel de agarosa al 2%. Carril 1
marcador de peso molecular de 123 pb; carriles
2, 3, 4y 5 casos; carriles 6, 7 y 8 controles.

Figura 3. RFLP’s del polimorfismo G80A en gel de
agarosa al 4%. Carril 1 marcador de peso molecular de
10 pb; carril 2, 3 y 6 genotipo GG, carril 4 y 5 genotipo
AA carril 7 genotipo GA, carril 8 producto de PCR sin
digerir.

11



c) Distribucién de los genotipos del polimorfismo G80A en la poblacion de
estudio.

El cuadro 3 resume la distribucién genotipica y alélica del polimorfismo G80A en
pacientes con y sin respuesta al tratamiento con metotrexato. En los pacientes que
respondieron al tratamiento el 50% presentaron el genotipo silvestre del acarreador
de folatos reducidos (GG), entre las frecuencias encontradas para los genotipos de
riesgo, el 13.6% presentaron el genotipo heterocigoto (GA) y 36.3% el genotipo de
riesgo (AA); entre los pacientes que no respondieron al tratamiento 45.8%
presentaron el genotipo de riesgo, 35.4% el genotipo heterocigoto y sélo 18.7%
presentd el genotipo silvestre. En cuanto a la distribucién alélica en el grupo que
respondid al tratamiento hay un 56.8% para el alelo G y un 43.2% para el alelo A,
mientras que para el grupo que no respondié hay un 63.5% de alelo A y un 36.5% de
alelo G, tanto para las frecuencias genotipicas y alélicas se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. La prueba de Hardy Weinberg demostré que la
poblacion en estudio no tuvo equilibrio génico.

Cuadro 3. Distribucién genotipica y alélica del polimorfismo G80A del RFC en pacientes con y sin

respuesta al tratamiento con metotrexato

Genotipos Respuesta No respuesta p
n(%) n(%)

GG 11 (50) 9 (18.7)

GA 3(13.6) 17 (35.5)

AA 8 (36.4) 22 (45.8) 0.01

Alelos

G 25 (56.8) 35 (36.5)

A 19 (43.2) 61 (63.5) 0.001

El cuadro 4 resume la distribucion genotipica y alélica del polimorfismo en la
poblacién de estudio. La poblacion con LAL presentd una frecuencia para los
genotipos de riesgo de 42.86% para el genotipo AA y 28.5% para el genotipo GA,
mientras que el genotipo silvestre tuvo una frecuencia de 28.5%. Para la poblacion
infantil de control la presencia de los genotipos de riesgo fue de 25% para el genotipo
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AA'y 40.71% para el genotipo GA, mientras que el genotipo silvestre se present6 con

una frecuencia de 34.3%, presentando estos datos diferencias significativas.

La poblacién con LAL presentd una frecuencia alélica de 42.85% para el alelo G y un
57.15% para el alelo A; la poblacion control present6 una frecuencia de 54.6% para
el alelo G y un 43.4% para el alelo A, encontrando también en este caso diferencias

significativas.

Cuadro 4. Distribucion genotipica y alélica del polimorfismo G80A del RFC en la poblacién en

estudio

Genotipos Casos Controles p

n (%) n (%)
GG 20 (28.6) 48 (34.3)
GA 20 (28.6) 57 (40.7)
AA 30 (42.8) 35 (25) 0.02
Alelos
G 60 (42.9) 153 (54.6)
A 80 (57.1) 127 (45.4) 0.001

En la grafica 1 se resume la supervivencia entre la poblacién con LAL dividida de
acuerdo a su respuesta al tratamiento con metotrexato, la curva de Kaplan-Meier
muestra que la probabilidad de supervivencia de los pacientes que sufrieron recaida
durante el tratamiento con metotrexato fue mucho menor que los pacientes que no

tuvieron recaida (p<0.001).

Al agrupar a la poblacién con LAL por genotipos, en la grafica 2 observamos que los
portadores de los genotipos de riesgo (GA o AA) tienen una supervivencia menor
gue aquellos que presentaron el genotipo silvestre, sin embargo, estas diferencias no

fueron significativas.
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Grafica 1. Curva de Kaplan-Meier de los pacientes con LAL con y sin recaida. Valor de p

correspondiente a log-rank

p=0.18
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Gréfica 2. Curva de Kaplan-Meier de los pacientes con LAL distribuidos por genotipo. Valor de p

correspondiente a log-rank
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En la tabla 5 se indica que en los primeros tres afios ocurrid el mayor numero de
muertes (35/70), 50%, porcentaje elevado considerando que el porcentaje total de
muertes fue de 57% (40/70); por otra parte, se observa que después de los 7 afios

de tratamiento la probabilidad de supervivencia fue del 100%.

Cuadro 5. Supervivencia acumulada de los nifios con leucemia aguda linfoblastica

Intervalo NUmero de NUmerode Muertes Proporcién de Supervivencia
(afios) pacientes en el censuras muertes acumulada
intervalo
0-1 70 0 22 0.314 0.686
1-2 48 4 8 0.174 0.567
2-3 36 3 5 0.145 0.484
3-4 28 8 1 0.042 0.464
4-5 19 3 1 0.057 0.438
5-6 15 3 2 0.148 0.373
6-7 10 4 1 0.125 0.326
8-9 5 2 0 0.000 0.326
10-11 3 1 0 0.000 0.326
11-12 2 1 0 0.000 0.326
13-14 1 1 0 0.000 0.326

Al evaluar los factores que pronostican el mayor riesgo de morir en los nifios con
LAL, se observa que los portadores del genotipo GA o AA tuvieron 1.6 veces mas
riesgo de morir en comparacioén con los portadores homocigotos GG, no obstante,
este riesgo no fue significativo. Los pacientes que sufrieron recaida durante el tiempo
de tratamiento con metotrexato tuvieron mayor riesgo de morir (RR=6.8) que los
pacientes que no tuvieron recaida (p<0.001); por otra parte, los pacientes con una
cuenta de mas de 100,000 leucocitos al momento del diagnoéstico, el riesgo de morir
fue mayor (RR=2.4) en comparacion con los que tuvieron menos de 100,000

leucocitos, sin embargo tampoco se encontro significativo (cuadro 6).
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Cuadro 6. Factores asociados al riesgo de morir en los nifios con leucemia aguda linfoblastica

Factor® RR (IC 95%)" Valor p RR (IC 95%)° Valor p
GA 0 AA del polimorfismo RFC 1.6 (0.8-3.4) 0.185 1.6 (0.8-3.3) 0.207
Presencia de recaida 6.9 (2.5-19.6) <0.001 6.8 (2.4-9.2) <0.001

De 10,001 a 100,000

. 3 1.0 (0.5-2.0) 0.946 1.0 (0.5-.9) 0.939
leucocitos/mm
De 100,001 a 290,000 2.0 (0.7-5.5) 0.185 2.4 (0.8-6.9) 0.103

leucocitos7mm®

®Categorias de referencia: GG, sin recaida, de 6 afios 0 menos de edad, de 1,000 a 10,000 leucocitos. b Modelos
de riesgos proporcionales crudos. c Modelos de riesgos proporcionales ajustados por edad y sexo
RR: riesgo relativo; IC: intervalo de confianza
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VI. Discusion y conclusiones.

Algunos estudios han mostrado que el polimorfismo G80A en el acarreador de folatos
reducidos es un mecanismo causante de falta de respuesta al tratamiento con

metotrexato®>?’.

El éxito del tratamiento radica en la correcta captacion del
metotrexato por las células, entonces si éstas presentan dificultades para captar el

medicamento, esto afectara notablemente el resultado final del tratamiento.

Chango et al, en el afio 2000 reportan que en adultos sanos la presencia del
genotipo AA confiere niveles aumentados de homocisteina en plasma y disminucion
del nivel de folato en células rojas en comparacion con los portadores del genotipo
silvestre, lo cual nos indica que aun en personas saludables la presencia del
polimorfismo tiene afectacién sobre los procesos fisioldégicos normales en los que
esta involucrado el acarreador. En el presente estudio, debido a las limitaciones en
cuanto a datos y material biologico disponible sélo se trabajo la presencia del
polimorfismo en las muestras del banco de DNA, sin embargo no se descarta la
posibilidad de que la poblacién control que presenta el genotipo de riesgo también
presente alteraciones en los niveles de homocisteina y folato comparados con los

niveles presentados por portadores del genotipo silvestre.

Whetstine et al en 2001 en un estudio que incluyé 54 muestras de pacientes con
leucemia aguda linfoblastica y 51 muestras de personas sanas en una poblacién
estadounidense encontraron el genotipo mutante en el 37% de las muestras de LAL
y en el 33.3% de las muestras de personas sanas, en nuestra poblacion el 42.86%
de los casos y el 25% de los controles presentan el genotipo de riesgo, cifras
ligeramente mas altas y aunque no se obtuvieron diferencias significativas los
resultados obtenidos pudieran sugerir el papel del polimorfismo G80A en el
acarreador de folatos reducidos como uno de los factores causantes de la falta de

respuesta al metotrexato en el tratamiento de leucemia.
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Laverdiére et al en el 2002 reportan en una poblacion infantil con leucemia aguda
linfoblastica originaria de Canada y la cual dividen segun la respuesta obtenida al
protocolo de tratamiento para leucemia que estan recibiendo, que el 28.6% de los
nifios que sufren recaida de la enfermedad son portadores del genotipo AA, mientras
que de los nifilos que no presentan recaida solo el 20.7% presentan el genotipo AA.
Al dividir a nuestra poblacion con leucemia aguda linfoblastica segun la respuesta al
tratamiento la primera diferencia encontrada es el nUmero de pacientes con recaida;
Laverdiére reporta en su poblacion de estudio que 35 de 204 nifios presentan falta de
respuesta al tratamiento, en nuestra poblacion de estudio 48 de 70 sufrieron falta de
respuesta a metotrexato, de los cuales el 45.83% son portadores del genotipo AA.
Una de las principales diferencias observadas entre estas dos poblaciones es la
dosis de metotrexato administrada; la poblacién canadiense reporta el uso de
metotrexato a dosis altas (4 g/m? 0 mas); en nuestra poblacién de estudio, 65 de 70
pacientes recibieron una dosis intermedia, equivalente a 0.5 — 3.0 g/m? de

metotrexato.

En cuanto a los resultados encontrados en el andlisis de supervivencia, Laverdiére
encuentra que los portadores del genotipo AA tienen peor pronostico que aquellos
portadores del genotipo silvestre u homocigoto, en el modelo de riesgos
proporcionales de Cox, la presencia del genotipo AA y la edad parecen tener el valor
predictivo mas alto, con diferencias significativas marginales. En nuestro estudio
encontramos diferencias significativas en la supervivencia clasificada de acuerdo a la
presencia de recaida de la enfermedad y a pesar de observar diferencias en la
funcién de supervivencia entre los individuos portadores de los genotipos de riesgo
comparados con los que tuvieron el genotipo silvestre, esta no fue significativa,
probablemente debido a un efecto del pequefio tamafio de la muestra. La diferencia
en los tiempos de tratamiento sobre la funcién de supervivencia fue significativa

(p= 0.03) (datos no mostrados).
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Aunque se conoce la presencia de otros polimorfismos dentro del acarreador de
folatos reducidos, hasta el momento todos los reportados son polimorfismos silentes
y el tnico que se ha demostrado provocar un cambio en la afinidad del receptor por
su ligando es el GB80A, razon por la cual las investigaciones se han centrado en el
estudio de este polimorfismo. Otra de las lineas de estudio dentro del fenbmeno de
resistencia al tratamiento con metotrexato involucra polimorfismos en moléculas rio
abajo que estan involucradas en el metabolismo del metotrexato en la célula, entre
ellas la enzima folilpoliglutamato sintasa, que es la que se encarga de poliglutamar al
metotrexato, potenciando su efecto inhibidor de la sintesis del DNA. Se sugiere, a
partir de los resultados obtenidos, fortalecer la investigacion realizando un estudio
prospectivo, para de esta manera poder determinar si se puede atribuir la falta de

respuesta al tratamiento con metotrexato al polimorfismo G80A.

Algunas de las limitaciones del estudio radican en la ausencia de factores
predoctores en la estratificacion de riesgo de la LAL, como es el diagndstico
molecular, asi como la falta de material biol6gico para realizar otras mediciones,
como el nivel de folato, homocisteina y metotrexato en suero, los cuales nos servirian
como indicadores de la respuesta al tratamiento y complementarian los datos de la

presente investigacion.

En conclusién, los resultados obtenidos son los primeros en poblacién guerrerense
con respecto al acarreador de folatos reducidos y su relacién con la respuesta al
tratamiento con metotrexato y podrian servir para considerar la deteccion del
polimorfismo G80A dentro de las pruebas moleculares de diagnostico de LAL, como
marcador predictivo de resistencia al tratamiento y la obtencién de una terapia

personalizada para los pacientes.
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