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1.RESUMEN






Resumen

En los pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) se han empleado en
induccion combinaciones de citarabina y antraciclinas durante décadas, alcanzando
tasas de remision completa (RC) cercanas al 60-80% en adultos jovenes. Pese a la
alta efectividad inicial, se produce recaida en hasta un 70% de los pacientes que
alcanza RC, y ademas, parte de los pacientes muere debido a la toxicidad grave de la

guimioterapia o presenta resistencia inicial al tratamiento.

Existen solidas razones para interpretar que las variaciones individuales en
pacientes con LMA que conducen a distinta efectividad y toxicidad con los mismos
esquemas quimioterapicos no se deben so6lo a alteraciones citogenéticas y
moleculares concretas, y que pueden estar influidas en parte por la variabilidad
genética. Una estrategia de medicina personalizada basada en la farmacogenética
(PGt) puede significar una mejoria en los resultados terapéuticos en LMA, permitiendo
optimizar las pautas de quimioterapia con el objetivo de mejorar la eficacia y reducir o

al menos controlar la toxicidad en funcion de los polimorfismos de cada paciente.

En este estudio se ha analizado el genotipo de una cohorte de 225 pacientes
adultos con LMA, en concreto 49 polimorfismos de nucleétido Gnico (SNPs) en 33
genes implicados en las vias metabdlicas de citarabina y antraciclinas, previamente
descritos en la literatura y con implicaciones funcionales potenciales. Estos SNPs se

han correlacionado con la efectividad y toxicidad del tratamiento de induccion.

De los polimorfismos relacionados con el transporte de las antraciclinas, se
observé que los que afectaban a la familia de genes ABC, que codifican bombas de
eflujo de farmacos como la glicoproteina P, no influian en la eficacia del tratamiento de
induccién. Sin embargo, obtuvimos correlaciones significativas entre los alelos
variantes de ABCB1 y mayores toxicidades inducidas por antraciclinas, asi como con
mayor incidencia de muerte en induccidn, asociaciones previamente descritas en la
literatura. Ademas, se describieron por primera vez asociaciones entre los SNPs de
ABCG?2 y las toxicidades cardiacas y pulmonares, y los SNPs de ABCCL1 y la toxicidad
hepatica grave, relaciones que son factibles, ya que los tejidos afectados expresan

dichos genes.

Los polimorfismos en genes de enzimas metabolizadoras de antraciclinas
afectan principalmente a la toxicidad, destacando las asociaciones entre los
polimorfismos de NQO2 con menor RC y mayor toxicidad gastrointestinal, de NQO1
con mucositis, toxicidad gastrointestinal y trombocitopenia, de CBR3 con toxicidad

hepatica, y de NOS3 con toxicidad renal, hepatica y trombocitopenia.



Resumen

También se observo influencia de la variabilidad genética en el principal
mecanismo de accion de las antraciclinas, la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Las variantes de las subunidades de la NADPH oxidasa (CYBA,
NCF4, RAC2) influian tanto en la tasa de RC y la supervivencia global (SG), como en
las toxicidades inducidas por las antraciclinas, destacando la toxicidad cardiaca.

Respecto a los polimorfismos de la via metabdlica de la citarabina, se observé
una gran influencia en la eficacia del tratamiento, destacando las asociaciones de
SNPs de CDA con la RC y la supervivencia, de DCK con la RC y de RRM1 con la
supervivencia. Ademas, los SNPs de DCK, CDA y NT5C2 se asociaron con
toxicidades inducidas por citarabina, destacando la toxicidad cutdnea con CDA y la

mucositis con DCK.

Incluimos en nuestro estudio SNPs relacionados con la citotoxicidad de
citarabina, de reciente descubrimiento y poco descritos en la literatura. En nuestra
cohorte de pacientes adultos con LMA se han reproducido los resultados obtenidos
previamente en poblacion pediatrica con dichos SNPs, sobretodo su influencia en la
supervivencia, y ademas se han detectado nuevas asociaciones con las toxicidades de

citarabina.

La PGt ha demostrado ser una herramienta util en la individualizacion del
tratamiento en pacientes adultos con LMA de novo tratados con citarabina e
idarubicina. En los préximos afios puede ayudar seleccionar el esquema mas
adecuado para cada paciente en funcién de sus variantes genéticas, aumentado su

efectividad y reduciendo la potencial toxicidad.



2.INTRODUCCION






Introduccion

2.1 Generalidades sobre la leucemia mieloide aguda

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad clonal heterogénea
caracterizada por la proliferacion neoplésica de células blasticas inmaduras de estirpe
mieloide. Se caracteriza por la presencia de diversas alteraciones genéticas adquiridas
en células de estirpe mieloide que alteran sus mecanismos normales de
autorenovacion, proliferacion y diferenciacion celular'. Como consecuencia, en la
médula 6sea (MO) se acumulan precursores mieloides inmaduros con capacidad de
replicacion, pero sin capacidad de diferenciacion hacia células hematopoyéticas
maduras. De este modo, el espacio medular es ocupado por células tumorales que
impiden una hematopoyesis normal, provocando una insuficiencia medular y las

consecuencias clinicas que de ello se derivan?.

2.2 Epidemiologia

En los paises occidentales, la LMA tiene una incidencia de 2-3 nuevos casos
por 100.000 habitantes al afio, con un incremento progresivo con la edad, hasta
alcanzar un pico de 12,6 por 100.000 habitantes/afio en pacientes mayores de 65
anos®. Se estima que en Europa el 0,6% de todas las formas de cancer corresponden
a LMA, lo que equivale a unos 18.000 casos nuevos de LMA cada afio, suponiendo
para una poblacién como la espafiola, entre 900 y 1.000 nuevos casos anuales,
aproximadamente. Esta enfermedad comprende el 80% de las leucemias agudas en
adultos y el 15-20% de las pediétricas, siendo la neoplasia mas frecuente en lactantes.
Dentro de la totalidad de los procesos neoplasicos, la LMA es la causante del 1,2% de

la mortalidad global por cancer.

2.3 Etiopatogenia

La LMA es en su mayoria de etiologia desconocida y esporadica, aunque se ha
relacionado con alteraciones cromosdmicas (sindrome de Down, sindrome de Bloom,
anemia de Fanconi), con antecedentes de sindrome mielodisplasico (SMD) o sindrome
mieloproliferativo crénico (SMPC) y con factores ambientales (radiaciones ionizantes,
bencenos o disolventes, quimioterapia con agentes alquilantes o inhibidores de las

topoisomerasas)*®.

La LMA afecta tanto a la regulacién del control del crecimiento y como a la
diferenciacion de las células hematopoyéticas, lo que se traduce en la acumulacién de

precursores mieloides inmaduros con capacidad de replicacion, pero no de
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diferenciacién, ademas de una disminucion de la apoptosis. Esto lleva a la invasion
medular por células leucémicas y al desplazamiento de la hematopoyesis normal, con
el consecuente fallo medular. Esto ocurre como un proceso evolutivo en el cual
aparecen anomalias cromosOmicas clonales y reordenamientos moleculares junto a

alteraciones en la regulacion en la respuesta a citocinas*®.
La patogénesis de la LMA involucra a dos tipos de mutaciones cooperantes*®:

- Tipo | o de diferenciacion celular. Producen un bloquea madurativo que
impide la diferenciacion celular y altera la apoptosis, confiriendo una capacidad de
auto-renovacion aumentada a la célula. Incluye las mutaciones AML1-ETO, PML-
RARA, CBFB-SMMHC, reordenamientos de MLL, CEBPA y NPM1.

- Tipo Il o activadoras. Confieren una ventaja proliferativa y mayor
supervivencia a la célula leucémica sin afectar a la diferenciacion celular. Destacan las
mutaciones FLT3- ITD, FLT3-TKD, c-KIT, K-RAS, PTPN11, JAK2 y BCR-ABL.

Ademas de estos dos tipos de mutaciones, este ciclo de las células leucémicas
se ve favorecido por un grupo de células malignas que se autorenuevan, las células

madre leucémicas, alin mas inmaduras que el resto de blastos circulantes.

2.4 Diagnostico

El diagnéstico de la LMA requiere un estudio detallado tanto de la sangre
periférica (SP) como de la MO, esta Ultima obtenida mediante aspiracion o biopsia. El
diagnéstico clasico incluia el estudio morfolégico y la aplicacion de técnicas
histoquimicas. En la actualidad, junto con la evaluacion morfolégica, que sigue siendo
de gran importancia, se realizan estudios inmunofenotipicos, citogenéticos y

moleculares*”.

2.4.1 Diagnostico citomorfoldgico

El estudio citolégico del aspirado de MO es el paso necesario para el

diagnéstico definitivo de una LMA. Existen diversas clasificaciones:

- Clasificacién morfolégica franco-americano-britanica (FAB): fue la primera
clasificaciéon de la LMA. Se basada en la presencia en MO de mas de un 30%

de blastos y los distintos subtipos se distinguian por sus caracteristicas
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morfolégicas. Su correlacién con el prondstico y la toma de decisiones era

insuficiente.

- Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS): ha sustituido a
la clasificacion FAB. Su principal diferencia es que rebaja el diagnéstico de
LMA a un 20% de blastos en MO, y ademas incorpora las caracteristicas
citogenéticas y moleculares. Destaca que, en algunos subtipos, basta sélo con
la presencia de una alteracion genética recurrente para el diagndstico de LMA,
independiente del porcentaje de blastos (AML1-ETO; CBFB-MYH11; PML-
RARA).

2.4.2 Diagnostico por inmunofenotipo

El inmunofenotipo (IF) consiste en la caracterizacion de las células segun los
marcadores inmunolégicamente activos o antigenos que hay en su superficie. Se
suele emplear la citometria de flujo en el diagnéstico y seguimiento por IF de la LMA.
En algunos subtipos de LMA, como los subtipos MO y M7, es la Unica técnica
diagnostica disponible. Existe una cierta correlacion entre la expresion de antigenos y
los subtipos FAB. Ademds, se emplea para la deteccion de enfermedad minima
residual (EMR), un importante factor prondstico para el seguimiento de los
tratamientos en LMA. El IF es una técnica aplicable en mas del 80% de los casos de
LMA para el estudio de EMR, con un poder de deteccién de células blasticas de 10
Se habla de 4 categorias de riesgo segun el nivel de EMR presente después de la
terapia de induccién: riesgo muy bajo (<10 células), riesgo bajo (104-102 células),
intermedio (103-102 células) y alto riesgo (>1072 células) con un impacto en las tasas
de recaida y supervivencia global (SG)®°. Esta por determinarse el momento ideal para
evaluar la EMR, que se ha postulado que debe evaluarse en la post-consolidacion?®,

ademas del nivel de corte de positividad y la estandarizacion de la técnica.

2.4.3 Diagndstico citogenético

La citogenética es el campo de la genética que comprende el estudio de la
estructura, funcién y comportamiento de los cromosomas. Incluye andlisis de
bandeado G en cromosomas, otras técnicas de bandeado citogenético, la citogenética
molecular del tipo de hibridacion por fluorescencia in situ (FISH) e hibridacion por
gendmica comparativa (CGH). El diagnéstico citogenético permite individualizar los

grupos de tratamiento y prondstico*:
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v' Riesgo citogenético favorable, tasas de remisiéon completa (RC) entre un 80-
90% y SG >60%.

v" Riesgo citogenético intermedio, tasas de RC de 76-86%, tasas de altas de
recidiva (hasta 67%) y SG <40%. Incluye las LMA de cariotipo normal, que
comprenden el 40-50%

v" Riesgo citogenético desfavorable, corresponde a un 10-30%, con tasas de
RC del 60%, pero la recidiva es alta (70-90%) y las tasas de SG < 15%.

2.4.4 Diagnostico por biologia molecular

Tiene importancia para el diagnéstico, categorizacion del subtipo de LMA, y
como técnica de detencion de EMR en casos con alteraciones especificas, con una
capacidad de deteccion superior a la citometria de flujo, de 104-10° células usando
técnicas de PCR cuantitativa. Los nuevos marcadores moleculares emergentes son
importantes en el prondstico, el entendimiento de la leucemogénesis y en posibles

dianas terapéuticas (Figura 1)*.

a) mutaciones de FLT3: FLT3 es un receptor tirosin quinasa que se expresa
en la superficie de las células progenitoras hematopoyéticas, relacionado con la
proliferacién, supervivencia y diferenciacion celular. Las mutaciones de FLT3
comprenden duplicaciones internas en tandem (ITD) o alteraciones del dominio de
tirosin quinasa (TKD). FLT3-ITD son mas frecuentes (28-34% de las LMA con cariotipo
normal y en leucemia promielocitica (LPA)) y las de peor prondstico. Esta asociado a
leucocitosis y aumento de blastos. Confiere peor prondstico con un mayor riesgo de

recaida, menor supervivencia libre de enfermedad (SLE) y SG*.

b) mutaciones de NPM1: NPM1 o nucleofosmina es una fosfoproteina que
reside en el nucléolo celular y migra del nlcleo al citoplasma, y actda en respuesta al
estrés celular, estabilidad celular, regulacion de genes supresores de tumores y de la
transcripcién. Es la mutacion mas frecuente en la LMA del adulto, 24-35% de las LMA
y 43-62% en cariotipo normal. Se asocia a altas tasas de RC, supervivencia libre de
recaida (SLR) y SG, con un prondstico favorable en ausencia de mutaciones de
FLT3%2

¢) mutacién de CEBPA: factor de transcripcién que afecta a la diferenciacion

celular de los neutrdfilos. Predomina en LMA con cariotipo normal, alto % de blastos
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en SP, bajo recuento plaquetario y baja asociacion con mutaciones de FLT3. Se
asocia a un prondstico favorable, con mayores tasas de SLR y SG*3.

d) mutaciones WT1: son mutaciones en el gen supresor del tumor de Wilms.
Se ha identificado hasta en el 12% de los pacientes con LMA con cariotipo normal y
suele asociarse a FLT3. Se le ha conferido un impacto negativo en la SG, pero estos

datos son controvertidos*®.

e) mutaciones MLL-PTD: son mutaciones parciales en tAndem de MLL (MLL-
PTD) que se encuentran en un 5-11% de las LMA con cariotipo normal y hasta en un
40% con mutaciones de FLT3. Se relacionan con corta duracion de la RC o de la SLR,

aunque sin observarse un gran impacto en la SG*“,

Ademas de estas mutaciones cabe destacar el papel que juegan algunos
reordenamientos especificos en la clasificacion de la LMA, como PML-RARA, CBFB-
MYH11, RUNX1-RUNX1T1, BCR-ABL1, t(8;21), inv(16), t(6:9), inv(3) o t(9;22), asi

como los niveles de expresién génica, herramientas diagndsticas y prondsticas de

gran utilidad.
RUNX1 "40% | MLL-PTD "25% KIT "25% NRAS "20%
0 - . /[ FLT31TD "35% — oo
ASXL1 20% | DNMT3A "20% No clasa No drivers y Cohesin® “20% | ASXL2 “20%
SRSF2°20% | STAG215% | |pHzR™21e, 5o 3% W(15:17)(q22:q21); PML-RARA | FLT3-TKD 715% ZBTB7A "20% |ASXL1 "10%
NRAS “15% | FLT3ATD “15% | |[DNMT34 70% \ 13% ] WT 1% EZH2 5% | KDM6A "5%
MGA 5% | DHX15 5%

t(8:21)(q22:922.1); RUNX1-RUNX1TI_— ———
7

% // NRAS “40%
e KIT "35%
inv(16)(p13.1q22);® CBFB-MYH11 FLT3TKD 20%
5% \
| kmass%

TET2 15% BCOR"10%
U2AF1710% | PHF6 10%
ZRSR275% SF3B1710%

EZH2 5%

Chromatin-spliceosome
13% ‘

t(v:11q23.3); X-KMT24— | KRAS20%
TP53 mutant - 4% T | NRAS 20%
chromosomal aneuploidy® N
10% 1(9:22)(q34.1;:q11.2); BOR-ABL11% " |FLT3-ITD "70%
1(6:9)(p23;934.1); DEK-NUP2141% | KRAS "20%

1(5:11)(q35.2;p15.4); NUP98-NSD11% ~__ | FLT3-ITD "85%

inv(3)(q21.3426.2);° GATAZMECOM 1% —

biCEBPA mutant 4%

GATAZ "30%
NAAS “30% Other rare fusions 1% NAAS 307 KHASTT’-E"‘;
WT1 20% 1(3:5)(q25.1:935.1); NPM1-MLF1 PTPNIT-20% | SF3B1 20%
CSF3R "20% 1(8;16)(p11.2,p13.3); KATBA-CREBBP GATAZ 15% | ETVE 15%
i NPM1 mutant 30% . 1(16;21)(p11.2,q22.2); FUS-ERG PHF6 15% | RUNXT 10%
(10;11)(p12.3;q14.2); PICALM-MLLT10 BCOR -10% | ASXL1-10%
DNMT3A "50% | FLT3-ITD "40% | Cohesin® "20% | NRAS "20% 1(7;11)(p15.4;p15.2); NUP98-HOXA9 NF1 -10%
IDH1°15% | IDH2™'* 15% | PTPN11 “15% | TET2 "15% 1(3:21)(q26.2:922); RUNX1-MECOM -

Figure 1. Molecular classes of AML and concurrent gene mutations in adult patients up to the age of ~65 years. Class definition is based on the study by
Papaemmanuil et al.>” For each AML class denoted in the pie chan, frequent co-occurring mutations are shown in the respective boxes. Data on the frequency of genetic
lesions are compiled from the databases of the British Medical Research Council (MRC), the German-Austrian AML Study Group (AMLSG), and from selected
studies.>"87:88298 2 jndicates cohesin genes including RAD21 (~10%), SMC1A (~5%), and SMC3 (—5%); °, inv(16)(p13.1q22) or t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11; %, inv
(3)(g21.3q26.2) or 1(3;3)(q21.3;426.2); GATA2, MECOM(EVI1), and °, TP53 mutations are found in ~45%, and complex karyotypes in ~70% of this class. The structure of the
pie chart is adapted from Grimwade et al,*° generated by Adam Ivey (King's College London, London, United Kingdom).

Figura 1- Principales mutaciones de los pacientes adultos con LMA recogidas en la guia ELN 20174
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2.5 Tratamiento de la leucemia mieloide aguda

El tratamiento estandar de la LMA puede resumirse en dos fases bien
definidas. La primera es la quimioterapia de induccion a la RC, y su objetivo es
producir la mayor destruccién tumoral posible para restaurar la hematopoyesis normal.
Pese a la heterogeneidad de la patologia, los pacientes han sido tratados durante
décadas con combinaciones de citarabina y antraciclinas en esquemas 7+3 alcanzan
tasas RC cercanas al 60-80% en adultos jovenes®, pero las tasas de recaida pueden
llegar al 70%. La principal causa de recaida es la baja eficacia en eliminar la EMR del
esquema de quimioterapia. Ademas, parte de los pacientes muere debido a
toxicidades graves de la quimioterapia o desarrollan resistencia inicial al tratamiento o
tras la recaida. Se han sugerido diversas estrategias para aumentar la tasa de RC sin
gue ninguna haya demostrado hasta el momento una mayor eficacia: modificacion de
las dosis de antraciclina o adicion de terceros farmacos como etopdsido, gentuzumab

o0zogamicina, inhibidores de FLT3 o fludarabina.

La segunda fase del tratamiento es lo que en la actualidad se denomina terapia
post-remision y pretende reducir al minimo posible la EMR para evitar la recaida de la
enfermedad. Consiste en la administracion de un numero variable de ciclos de
guimioterapia conteniendo diversas combinaciones de citarabina a altas dosis seguida,
en los casos pertinentes, por un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH),
gue puede ser autdlogo o alogénico a partir de un donante histocompatible. El disefio
de esta terapia post-remision se hace en base al concepto “terapia adaptada al
riesgo”, atendiendo a multiples indicadores prondsticos entre los que destaca la
citogenética y los marcadores moleculares. Pese a este tratamiento, aproximadamente
la mitad de los pacientes que muestran respuesta inicial presentaran una recaida de
su enfermedad, lo que se traduce en la curacién de tan so6lo una tercera parte de los
pacientes que reciben tratamiento estandar. Ademas es frecuente la aparicion de
reacciones adversas medicamentosas (RAM) que favorecen el aumento de la
morbimortalidad de la LMA. Por estos motivos, se buscan nuevos algoritmos
terapéuticos encaminados hacia una terapia cada vez mas individualizada, con la cual

se pretenden alcanzar mejores tasas de RC, disminuir las recaidas y la toxicidad.

Durante décadas se ha entendido la LMA como una entidad Unica, con un
tratamiento Unico e idéntico para todos los pacientes o “one-size-fits-all”. Desde hace
unos afios se individualiz6 el tratamiento en funcidon del riesgo de recaida que
predecian los factores pronésticos. Actualmente se tiende a una terapia dirigida,
gracias a los avances en las dianas moleculares. En la Tabla 1 se incluyen los

principales esquemas estandar de quimioterapia empleados®.
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Nos vamos a centrar en describir el tratamiento de inducciéon basado en los
esquemas PETHEMA (LMA-99, LMA-2007, LMA-2010), que contienen citarabina e

idarubicina, que es el esquema de induccién empleado en nuestro centro.

Tabla 1. Esquemas de quimioterapia estandar segun la guia ELN 20174

Selected conventional care regimens

Patients eligible for intensive chemotherapy
Induction therapy (all ages) (“7+3")" 1.1

Consolidation therapyt,§
Younger patients (18-60/65 y)
» Favorable-risk genetics

» Intermediate-risk genetics

« Adverse-risk genetics
Older patients (=60/65 y)
» Favorable-risk genetics

» Intermediate/adverse-risk genetics

Patients considered not candidates for intensive chemotherapyll
Azacitidine¥
Decitabinef
Low-dose cytarabine™

Best supportive care
Common salvage regimens in patients not responding to a first
induction cycle or with relapsed disease who are candidates for

intensive therapy
IDACtT (with or without anthracycline)

FLAG-IDAt

MEC
Allogeneic HCT

« 3d of an IV anthracycline: daunorubicin at least 60 mg/m?; idarubicin 12 mg/m?®; or
mitoxantrone 12 mg/m?, and 7 d of continuous infusion cytarabine (100-200 mg/m?)

« 2-4 cycles of IDAC (1000-1500 mg/m? IV over 3 h g12h, d1-3; or 1000-1500 mg/m? IV
over 3 h d1-5 or 6)

» Allogeneic HCT from matched-related or unrelated donor

 2-4 cycles of IDAC (1000-1500 mg/m? IV over 3 h q12h, d1-3; or 1000-1500 mg/m? IV over
3 h di-5 or 6), or

» High-dose therapy and autologous HCT

 Allogeneic HCT from matched-related or unrelated donor

« 2-3 cycles of IDAC (500-1000 mg/m? IV over 3 h q12h, d1-3; or 500-1000 mg/m? IV over 3 h
d1-5 or 6)

» No established value of intensive consolidation therapy; consider allogeneic HCT in patients
with low HCT-Comorbidity Index, or investigational therapy

75 mglmz, SC, d1-7, g4 wk, until progression

20 mg/m?, IV, d1-5, g4 wk, until progression

Low-dose cytarabine (20 mg q12h, SC, d1-10, g4 wk; until progression); not recommended in
patients with adverse-risk genetics

Including hydroxyurea; for patients who cannot tolerate any antileukemic therapy, or who do
not wish any therapy

IDAC (1000-1500 mg/m? IV over 3 h q12 h, d1-3 [500-1000 mg/m? in patients =60 y]; or
1000-1500 mg/m2 IV over 3 h d1-5 or 6 [500-1000 mgﬂ‘m2 in patients =60 y]); with
or without daunorubicin 45-60 mg/m? IV, d1-3; idarubicin 8-10 mglmz, IV, d3-5, or
mitoxantrone 8-10 mg/m?, IV, d1-3

Fludarabine 30 rngffrn2 IV, d2-6; cytarabine 1500-2000 mglm2 IV over 3 h, starting 4 h after
fludarabine infusion, d2-6; idarubicin 10 mgﬂ‘m2 IV, d2-4; G-CSF 5 pg/kg, SC, d1-5;
additional G-CSF may be administered starting 7 d after end of chemotherapy until WBC
count >500/uL

Consider dose reduction in patients =60 y: fludarabine 20 mg/m?; cytarabine 500-1000 mg/m®;
idarubicin 8 mg/m?

Mitoxantrone 8 mg/m?, d1-5; etoposide 100 mg/m?, d1-5; cytarabine 1000 mg/m?, d1-5

Consider transplantation for patients with primary refractory disease, for patients in second
CR or with major cytoreduction but still active disease following salvage therapy

Consider second transplantation under certain conditions (see “Salvage treatment”)

Perform early HLA typing

Patients should go on clinical trials if possible.

EMA, European Medicines Agency; FLAG-AMSA, FLAG + amsacrine; FLAG-MITO, FLAG + mitoxantrone; q, every; SC, subcutaneously.
“Regimens containing higher doses of cytarabine are generally considered as the best option for patients not responding to a first cycle of “7+3”" (see common salvage

regimens).

1Older patients (in general =65 y) and patients with adverse genetics are less likely to respond to conventional induction therapy and may receive hypomethylating

agents, or, preferably, investigational therapy.

iPatients, at least those aged 18 to 60 y, with newly diagnosed AML and activating FLT3 mutations may be considered to receive additional therapy with midostaurin

(administered after the chernotherapy).ﬁ'

§Results from assessment of MRD should be taken into account for selecting the appropriate consolidation therapy.

lIFor discussion of patients not considered candidates for intensive chemotherapy see first 2 paragraphs of “Current therapy.”

YApproved by FDA and EMA for adult patients who are not eligible for HCT with AML with 20% to 30% blasts and multilineage dysplasia; in addition, approved by EMA for
patients who are not eligible for allogeneic HCT with AML with >30% marrow blasts.

#Approved by EMA (not by FDA) for patients with newly diagnosed de novo or secondary AML, who are not candidates for standard induction chemotherapy.

“*In some countries used in a dosage of 20 mg/m? SC once daily.

ttEvidence from pharmacologic studies and clinical trials in first-line treatment indicate that doses higher than 1500 mg/m2 are above the plateau of the maximal
therapeutic effect;'*” single-agent IDAC should not be used in patients relapsing within 6 mo following consolidation with higher doses of cytarabine.
#tldarubicin may be replaced by mitoxantrone 10 mg/m?, IV, days 2 to 4 (FLAG-MITO); or by amsacrine 100 mg/m®, days 2 to 4 (FLAG-AMSA).
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2.5.1 Citarabina

La citarabina, también conocida como arabindsido de citosina, es un
antineoplasico especialmente activo en la LMA y en los linfomas. La citarabina
pertenece a la categoria de farmacos de quimioterapia llamados antimetabolitos,
concretamente a los analogos de pirimidina. En el interior de la célula diversas
guinasas convierten la citarabina en citarabina trifosfato, que es el metabolito activo
(ara-CTP). Aunque el mecanismo de accién no se conoce por completo, parece que el
farmaco inhibe la ADN polimerasa. El ara-CTP compite con el sustrato fisiolégico de
esta enzima, el 5 -trifosfato de desoxicitidina, e inhibe la sintesis de ADN (fase S). El
ara-CTP también actua disminuyendo la velocidad de elongacién de la cadena de ADN
y puede inhibir también a la transcriptasa inversa. La citarabina ha demostrado cierta
actividad antiviral en cultivos celulares, pero aun no ha sido confirmada mediante

estudios clinicos controlados®®.

La citarabina se administra en perfusion intravenosa, obteniendo
concentraciones plasmaticas relativamente constantes en 8-24 horas. La citarabina se
distribuye rapida y ampliamente a los tejidos vy fluidos, incluyendo higado, plasma y
granulocitos periféricos. Tras la administracion intravenosa rapida de citarabina,
aproximadamente el 13% del medicamento se une a las proteinas plasmaticas. La
citarabina atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE) de forma limitada. La citarabina
se metaboliza de forma r4pida y amplia, principalmente en el higado, pero también en
el rifilon, en mucosa gastrointestinal, en los granulocitos y en otros tejidos en menor
proporcion. La enzima citidina desaminasa es la encargada de su metabolizacién a
este nivel, dando Ilugar al metabolito inactivo ara-U (uracil arabindsido).
Intracelularmente, la forma activa ara-CTP es inactivada por una pirimidina nucleésido
desaminasa, dando lugar al derivado uracilo. Tras la administracion intravenosa
rapida, las concentraciones plasmaticas del medicamento disminuyen de forma
bifasica con una semivida de aproximadamente 10 minutos en la fase inicial y de 1-3
horas en la fase terminal. Tanto la citarabina como su metabolito ara-U se excretan por
la orina. Tras la perfusion intravenosa de citarabina, aproximadamente el 70-80% de la
dosis se elimina por la orina en 24 horas, el 90% en forma de ara-U y el 10% como

citarabina inalterada'®.

Entre las RAM mas frecuentes destacan las hematoldgicas, con anemia,
leucopenia y trombocitopenia junto con megaloblastosis y disminucion de los
reticulocitos. También es frecuente la aparicion de infecciones leves (viricas,
bacterianas, fungicas, parasitarias o saprofiticas) y el “sindrome de la citarabina”, que

se caracteriza por fiebre, mialgia, dolor 6seo/articular, ocasionalmente dolor toracico,
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erupcion maculopapular, conjuntivitis y malestar. Ocurre aproximadamente 6-12 horas
después de su administracion y puede responder al tratamiento con
corticoides. También se han descrito de forma muy frecuente las RAM
gastrointestinales (nausea, vomitos, diarrea, anorexia, estomatitis, Ulceras o
inflamacién anal), dermatoldgicas (rash, alopecia), hiperuricemia y funciéon hepética
anormal. Se consideran RAM graves asociadas a citarabina las siguientes: anemia,
sangrados, leucopenia, trombocitopenia, anafilaxia, neuropatia, enfermedad renal,

infeccion y sepsis®®.

2.5.2 |darubicina

La idarubicina, del grupo de antineoplasicos de las antraciclinas, es una
molécula altamente lipofilica que se transforma en idarubicinol, su metabolito activo.
La idarubicina se intercala entre los pares de bases y provoca la ruptura de las hebras
de ADN, inhibiendo la topoisomerasa Il e interfiiendo en la replicacién del ADN y

transcripcion del ARN, asi como generando especies reactivas de oxigeno (ROS)*.

Su administracion en la LMA es intravenosa. Atraviesa la BHE y presenta una
elevada union a proteinas plasmaticas, tanto la idarubicina (97%) como el idarubicinol
(94%). Su metabolismo sigue un modelo bi- o tricompartimental, dependiendo de la
dosis, y es rapidamente reducido a idarubicinol en plasma. Presenta un amplio
reciclaje enterohepatico. Su excrecion es variable, siendo principalmente la via biliar
para la idarubicina y la urinaria para el idarubicinol. El idarubicinol presenta una mayor
vida media (41-69 h) que la idarubicina (11-25 h)?.

Entre las RAM mas frecuentes destacan la mielosupresién (anemia, leucopenia
y trombocitopenia) y la toxicidad cardiaca (insuficiencia cardiaca congestiva,
cardiomiopatias, bradicardia, taquicardia sinusal, taquiarritmia y reducciones
asintomaticas de la fraccion de eyeccion ventricular izquierda). También destacan por
su alta frecuencia RAM gastrointestinales (nausea, vomitos, diarrea, anorexia,
estomatitis, dolor abdominal), infecciones, dermatoldgicas (rash, alopecia), aumentos
de las transaminasas y la bilirrubina. Destacar entre las RAM graves el sindrome de
lisis tumoral y la hiperuricemia, con aparicién de alteraciones electroliticas, con o sin
insuficiencia renal. Destaca también la cardiotoxicidad, que se cree que es debida al
dafio que los ROS que producen en el tejido miocardico. Puede aparecer durante o
inmediatamente después de una sola dosis de antraciclina, ya que no es dosis-
dependiente, y su aparicion no justifica la suspension del tratamiento (efectos

tempranos). Cuando aparece semanas o afios después, se define como tardia y
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depende de la dosis de antraciclinas administrada, considerandose irreversible y
refractaria al tratamiento. También se pueden dar casos de toxicidades graves
hepaticas, renales, hematoldgicas y gastrointestinales?®.

2.6 Respuesta a farmacos y variabilidad interindividual

Existe una marcada variabilidad en la respuesta a los farmacos entre unos
individuos y otros, lo que hace dificulta predecir la efectividad y seguridad de un
farmaco concreto en un determinado paciente. El mismo medicamento administrado a
distintos pacientes con la misma patologia puede obtener diferentes respuestas, es
decir, una dosis efectiva y segura en un individuo puede ser subterapéutica o toxica en

otro.

Esta variabilidad puede explicar las diferencias en la sensibilidad a la
guimioterapia que se observan entre los pacientes con LMA, condicionando la tasa de
RC, asi como de recaida o de resistencia primaria. Ademas, las RAM son
responsables de mas del 3% de las hospitalizaciones en los paises desarrollados,
aumentando de forma sustancial el gasto sanitariol’. En Espafia, las RAM afectan
alrededor del 10% de los pacientes hospitalizados!®. Cuando hablamos de terapias
onco-hematolégicas las tasas de toxicidad aumentan, debido al propio mecanismo de
accion cuya finalidad es destruir las células malignas, pero que también afecta a

tejidos sanos.

En el desarrollo farmacéutico de los antineoplasicos es necesaria la realizacién
de ensayos clinicos que permitan establecer su farmacocinética, la eficacia para una
indicacion determinada y estudiar su perfil de seguridad. En este proceso cerca del
80% de las moléculas ensayadas son retiradas en algin momento de su desarrollo por
problemas de eficacia y/o toxicidad!®. También hay que tener en cuenta que en la
practica clinica es muy comin que el perfil de pacientes difiera del de los ensayos
clinicos, por lo que puede variar también la efectividad de estos farmacos al emplearse

en pacientes ancianos, pediatricos o con comorbilidades.

Con la finalidad de mejorar la efectividad y reducir la toxicidad de los
antineoplasicos, se han desarrollado distintas lineas de investigacion, centrando esta
tesis en el empleo de la farmacogenética. Otra aproximacion que se esta estudiando
es realizar estudios de sensibilidad ex vivo para seleccionar en cada paciente el
esquema de induccion con mayores posibilidades de éxito. Aunque los resultados de

estos estudios indican que potencialmente se podrian beneficiar un tercio de los
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pacientes, todavia tienen que demostrar su utilidad en ensayos clinicos

aleatorizados?*-?2.

En la actualidad, existen sélidas razones para interpretar que las variaciones
individuales que en pacientes con LMA conducen a distinta efectividad y toxicidad con
los mismos esquemas quimioterapicos no se deben solo a alteraciones citogenéticas y

moleculares concretas, y pueden estar influidas en parte por la variabilidad genética.

2.7 Influencia de la variabilidad genética en larespuesta a los farmacos

Antes de hablar sobre el papel que juega la variabilidad genética en las
diferentes respuestas a los farmacos entre pacientes, hay que diferenciar entre la
Farmacogenomica (PGx) y la Farmacogenética (PGt). La PGx estudia las bases
moleculares y genéticas de las enfermedades para desarrollar nuevas vias de
tratamiento, mientras que la PGt estudia el efecto de la variabilidad genética de un

individuo en su respuesta a determinados farmacos (es un subconjunto de la PGXx).

Para poder estudiar la PGt de un tratamiento en una patologia concreta hay
que conocer todos los detalles de la via metabdlica de los farmacos que lo integran.
Los farmacos van sufrir una serie de procesos que condicionan su llegada a la biofase

y su interaccién con la diana farmacoldgica para desencadenar la respuesta. Incluyen:

- La farmacocinética (PK) estudia la evolucion temporal del farmaco y sus
metabolitos en el organismo a través de los procesos de absorcion,

distribucion, metabolismo y excrecién (LADME).

- La farmacodinamia (PD) comprende los procesos que ocurren cuando el

farmaco o sus metabolitos interaccionan con la diana farmacolégica.

En el proceso PK/PD intervienen una serie de transportadores especificos,
enzimas responsables de la biotransformacion y receptores codificados por genes. La
expresion de dichos genes puede diferir de unos individuos a otros, justificando dicha
variabilidad genética en gran parte las diferencias en la respuesta o toxicidad a los
farmacos. Conocer de antemano las variantes genéticas de un individuo puede ayudar

a predecir la respuesta a los medicamentos, y a optimizar su seguridad y efectividad.

Existen distintas fuentes de variabilidad genética, dividiéndose principalmente
en mutaciones y polimorfismos. Las mutaciones son las mas graves, ya que pese a
ser variaciones poco frecuentes, causan un efecto patogénico marcado. Los
polimorfismos, en cambio, son mas frecuentes (presentes en mas de un 1% de la

poblacién) pero no suele tener relevancia clinica.
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En la PGt se estudia un tipo concreto de polimorfismos, los Polimorfismos de
Nucledtido Unico (SNPs), que son polimorfismos originados por variacion de un solo
nucledtido de la secuencia, y que representan el 90% de la variabilidad genética de
nuestro genoma, apareciendo un cambio de nucleétido aproximadamente cada mil
bases?. Pese a que habitualmente los SNPs no tendran consecuencias bioldgicas, los
genes humanos estdn sometidos a una alta tasa de polimorfismo genético, lo que
puede conducir a alteraciones funcionales significativas. La PGt estudia los SNPs que
conducen a una expresion alterada del gen o en una actividad diferente del producto
génico. Los SNPs producen un cambio en la secuencia de nucleétidos, que puede
conllevar cambios en la secuencia de amino&cidos de la proteina que modifiquen la
actividad enzimética, la estabilidad de la proteina o la afinidad de unién por su ligando.
Estas variaciones genéticas tendran consecuencias en la eficacia y seguridad de los

farmacos principalmente cuando afectan a*:

- Transportadores de membrana: son proteinas situadas en superficie celular
de diferentes tejidos y tienen la capacidad de transportar farmacos al interior de
la célula (transportadores de influjo) o al exterior de la célula (bombas de
eflujo). Destaca la glicoproteina P (P-gp), codificada por el gen ABCB1 (ATP-
binding cassette, sub-family B, member 1) que regula la expulsion de multiples

farmacos, y se asocia a la resistencia a antineoplasicos.

- Enzimas metabdlicas: son las responsables de la biotransformacion de
farmacos, destacando las enzimas oxidativas de Fase | del sistema del
citocromo P-450 (CYP), que participan en el metabolismo de la mayoria de
farmacos. Se han detectado SNPs en la mayoria de genes que codifican
enzimas, lo que permite clasificar a los individuos en metabolizadores

normales, intermedios, lentos o ultrarrapidos, segun su actividad.

- Dianas farmacologicas: son el lugar de accion de los farmacos, y es frecuente

la presencia de SNPs que afecten a receptores y otras dianas de farmacos.

La investigacion en PGt se basa principalmente en los estudios de asociacion,
gue consiste analizar la presencia de una serie de SNPs entre dos grupos de
individuos con fenotipos opuestos, por ejemplo responder o no responder a un
farmaco o experimentar o no una RAM. Se pueden emplear dos metodologias

diferentes:

- Estudios por genes candidatos: se basan en el conocimiento de la
fisiopatologia de la enfermedad y su farmacologia, generando la hip6tesis de

gue variaciones genéticas en genes que participan de la PK/PD del farmaco,
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van a afectar su eficacia/toxicidad. Los resultados positivos en este tipo de
estudios son faciles de interpretar y pueden proporcionar informacion
clinicamente util, aunque un resultado negativo puede interpretarse de diversas
maneras, ya que generalmente estos estudios carecen del suficiente tamafio
muestral para detectar efectos. Han dado muy buenos resultados, presentando
como ventajas emplear muestras mas pequefias y resultados facilmente

interpretables.

-  GWAS (Genome Wide Association Studies): estudian todo el genoma del
individuo para encontrar relaciones con el efecto de los farmacos. Parten de la
hipétesis de que cualquier variacion genética en el genoma puede contribuir a
la variacion en la respuesta al farmaco (fenotipo claramente definido). Por lo
tanto, carecen del sesgo de seleccion de los estudios por genes candidatos y
pueden identificar varios polimorfismos que contribuyan al efecto. Pero en
contra, necesita de tamafios muestrales muy elevados y generalmente los

resultados positivos encontrados son dificiles de interpretar®.

La medicina de precision ha experimentado un gran impulso en la Ultima
década y se considera la vanguardia en muchas especialidades médicas. Gracias a
los proyectos Genoma Humano y el Proyecto Internacional HapMap, disponemos de
una amplia informacion sobre los principales SNPs y su frecuencia en cada poblacion.
Ademads, el desarrollo técnicas de secuenciacion mas sencillas y baratas, asi como de
herramientas bioinforméticas para procesar grandes cantidades de datos, han
permitido avanzar en el campo de la PGt y que ya se emplee de forma rutinaria en los
laboratorios de universidades y hospitales. Todo ello favorece el desarrollo nuevas
herramientas de diagnéstico y tratamiento basadas en la informacion genética propia

del individuo.

2.8 Farmacogenética en la leucemia mieloide aguda

Los estudios publicados sobre PGt realizados en pacientes con LMA de novo
se han centrado principalmente en el estudio de los genes que codifican los
transportadores y las enzimas responsables de la biotransformacion tanto de la
citarabina como de las antraciclinas, que constituyen el tratamiento de induccién
estandar. A diferencia de otras patologias, los estudios de asociacién realizados en
LMA de novo no han obtenido resultados concluyentes. No existen recomendaciones
sobre los ajustes de dosis en funcion de los fenotipos de determinados SNPs, ni se

han empleado como biomarcadores genéticos. Muchas veces se han estudiado de
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forma aislada determinados SNPs, pero sin abordar de forma integral los principales
polimorfismos que afectan a las vias metabdlicas de la citarabina y las antraciclinas,
asi como sus dianas terapéuticas, incluyendo SNPs que afectan a los mecanismos de
reparacion del ADN. Solo tras analizar en conjunto todos ellos se podra implementar el
empleo de la PGt de forma rutinaria en la practica clinica. A continuacion, vamos a
describir los principales SNPs asociados a antraciclinas y citarabina que han
demostrado resultados positivos respecto a la efectividad o seguridad de estos
tratamientos?®%’,

2.8.1 Polimorfismos que afectan a la via metabdlica de las antraciclinas

Desde la década de 1960, las antraciclinas se han empleado ampliamente en
la LMA. lIdarubicina o daunorubicina se usan principalmente en esquemas 7+3
combinados con citarabina. Sus posibles mecanismos de accién incluyen:
intercalaciéon de ADN, estabilizacién del ADN, inhibiciébn de la topoisomerasa Il y
produccion de ROS. La via metabdlica de las antraciclinas y los genes implicados que

va a estudiar la PGt se describe con precision en la Figura 2%’.
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Figura 2. Genes candidatos involucrados en la via metabdlica de las antraciclinas
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2.8.1.1 Transportadores de membrana

2.8.1.1.1 Transportadores de entrada

La familia de transportadores de solutos SLC incluye 400 tipos de
transportadores diferentes involucrados en el influjo al interior de la célula de multiples
sustancias y xenobidticos. Varios transportadores SLC se han asociado a la captacién
de antraciclinas por los blastos y otros tejidos. Los polimorfismos de SLC28A3
rs7853758 y rs885004 se correlacionaron con cardiotoxicidad inducida por
antraciclinas (AIC en inglés) en dos cohortes de pacientes con cancer pediatrico
tratados con doxorubicina y daunorubicina®?°, El alelo variante de SLC28A3
rs7853758, que se encuentra en desequilibrio de ligamiento con rs885004, se ha
relacionado con una menor expresion de ARNm de SLC28A3 en diferentes lineas
celulares®3, Sin embargo, la asociaciéon entre SLC28A3 rs7853758 y AIC no se
replicé en tres cohortes de pacientes adultos con linfoma de células B*? y cancer de
mama®33*, En pacientes con LMA, el alelo salvaje de SLC28A3 rs11140500 se asocio
con menor SLE, aunque dicha asociacion desaparecié tras la correccion de
Bonferroni®. Otros SNPs de SLC se han relacionado con la AIC en pacientes con
cancer pediatrico®, SLC22A17 rs4982753 y SLC22A7 rs4149178, aunque su

influencia en LMA no ha sido analizada.

Otro transportador de SLC ampliamente estudiado es el transportador de
cationes organicos, SLC22A16, que se expresa constitutivamente en blastos. En una
cohorte asiatica de cancer de mama, el alelo variante de SLC22A16 rs714368 se
correlacion6 con mayores niveles de exposicion de doxorubicina y doxorrubicinol®’. Del
mismo modo, en una cohorte caucasica de cancer de mama, varios polimorfismos de
SLC22A16 se relacionaron con una incidencia menor (rs714368, rs6907567,
rs723685) o mayor (rs12210538) de dosis retrasadas, indicativo de menor o mayor

toxicidad®e.

El polipéptido transportador de aniones organicos-1B1 (SLCO1B1) se expresa
predominantemente en el higado, y ha estado involucrado en la absorcion hepética y
el aclaramiento plasmatico de varios medicamentos, incluidas las antraciclinas®. Los
polimorfismos SLCO1B1 mas relevantes son 492A>G (rs2306283) y 521T>C
(rs4149056). Estos SNPs estan parcialmente en desequilibrio de ligamiento. El alelo
variante de rs4149056 se ha correlacionado con menor absorcion hepatica de
antraciclinas, aumentando los niveles plasmaticos y el riesgo de toxicidad en los
tejidos?®. En LMA, el alelo menor de SLCO1B1 rs4149056 se asocid6 a mayor

hepatotoxicidad** en una cohorte caucasica.
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2.8.1.1.2 Transportadores de salida

Los transportadores ABC (del inglés, ATP-binding cassette) incluyen varias
bombas de eflujo que tienen una potencial influencia en la distribucion y eliminacion de
antraciclinas en los blastos y los distintos tejidos. Estos transportadores provocan la
salida de las antraciclinas desde el interior de las células, aumentando la resistencia
antitumoral de los blastos. Los polimorfismos del gen ABCB1, que codifica la P-gp, se
han analizado ampliamente en pacientes con LMA**%° especialmente ABCB1
3435C>T (rs1045642), 2677G>AIT (rs2032582) y 1236C>T (rs1128503). Los alelos
menores de estos SNPs se han asociado a una menor funcién de la bomba de
eflujo®%5’, aumentando la acumulacién intracelular de antraciclinas, con el consecuente
posible aumento de la eficacia y la toxicidad. Los alelos menores de estos SNPs de
ABCBL1 se han correlacionado con mayores tasas de RC o de supervivencia en la
mayoria de estudios*34649525455 aunque en otras cohortes estas asociaciones no se
reprodujeron o incluso se contradijeron4’483051.53  Dos metaandlisis realizados por
nuestro grupo de investigacion confirmaron la mayor RC y SG con alelos variantes de
3435C>T, 2677G>A/T y 1236C>T, particularmente en pacientes caucasicos®®*. Sélo
dos estudios analizaron las toxicidades relacionadas con las antraciclinas, sin detectar
asociaciones significativas*®°!. Ademas, los estudios de AIC en pacientes con LMA no
detectaron relacion entre la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) y 28
polimorfismos de ABCB1%°, a diferencia de los hallazgos obtenidos en AIC con ABCB1
rs2235047, rs2229109 y rs1045642 en otros canceres?29.61.62,

Se han estudiado variantes genéticas de otros miembros de la familia ABC
(ABCC1, ABCC2, ABCC3). Estudios publicados en pacientes con otros tumores
reportaron una mayor AIC con algunos polimorfismos de ABCC1l (rs45511401,
rs3743527, rs246221, rs4148350, rs246214, rs1214763), ABCC2 (rs8187694,
rs8187710, rs17222723), ABCC5 (rs7627754), ABCC9 (rs11046217), ABCB4
(rs1149222, rs4148808), ABCB11 (rs10497346), ABCAL (rs3887137)%29.32:34.36.61-68 | 5
asociacion entre los SNPs de ABCC1 y el AIC no se confirmé en pacientes con LMA®!,
asi como la influencia en RC o SG. En una cohorte caucasica de LMA, los alelos
menores de ABCC3 (rs4148405, rs1989983, rs2301835, rs8079740) mostraron menor
SLE que los alelos salvajes, mientras que el alelo variante de SNPs de ABCC3
(rs2277624, rs757420) presentaba mayor SLE®, reproduciendo los resultados en SG

previamente reportados con el alelo variante de ABCC3 rs4793665°°.
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En relacién con ABCG2, su sobreexpresion en combinacién con la mutacion
FLT3-ITD se correlacioné con mal pronéstico en pacientes adultos con LMA™. En una
cohorte de 184 pacientes chinos con leucemia linfoide aguda (LLA) o LMA (141 de
ellos con LMA), ABCG2 34G>A (rs2231137) se asocié con menor SG y SLE, mientras
que el polimorfismo ABCG2 421C>A (rs2231142) se asocié con menor SG’*. En una
cohorte caucasica de LMA, el genotipo salvaje de rs2231142 se relacioné con baja
expresion de ABCG2 y mayor SG y SLE’2. Sin embargo, en una cohorte mayor en
LMA se observé un aumento de la SG y un mayor riesgo de toxicidades = grado 3 con
el alelo variante de rs2231137, mientras que no hubo resultados significativos con
rs2231142. Finalmente, en un estudio de asociacion con AIC en LMA, no se
detectaron asociaciones en 16 polimorfismos ABCG2 diferentes con alteraciones de la
FEVI®,

2.8.1.2 Enzimas metabolizadoras de antraciclinas

La ruta metabdlica de las antraciclinas incluye tres vias (Figura 2)?": 1)
hidroxilacion o reduccion de dos electrones a un alcohol secundario (idarubicinol para
idarubicina), que es la ruta metabolica principal; 2) reduccion de un electron y 3)
desglicosilacién. Ademas, se estima que aproximadamente el 50% de la dosis de las

antraciclinas se elimina inalterada’.

2.8.1.2.1 Hidroxilacion: carbonil reductasas and aldo-keto reductasas

Las enzimas carbonil reductasas (CBR) detoxifican una amplia gama de
sustratos, incluidas antraciclinas, y estan implicadas en la resistencia a medicamentos,
en la transduccion de sefales en la apoptosis, en la mutagénesis y la
carcinogénesis™. Las subunidades mas relacionadas con la reduccién de las
antraciclinas son CBR1 y CBR3. Se han descrito diferencias en su eficiencia
catalitica, mostrando en higado una expresion de ARNm 1000 veces mayor de CBR1
frente a CBR37%, asi como una expresion de proteina 10 veces mayor’®. Ademas,
CBR1 tiene un papel predominante en la hidroxilacion de antraciclinas en higado,
rifiones y tracto gastrointestinal”>. Se han detectado polimorfismos funcionales en
ambas subunidades de CBR.

Se han estudiado ampliamente dos polimorfismos en la region codificante del
gen de CBR1, 262G>A (V88I, rs1143663) y 820C>T (P131S, rs41557318). La variante

V88l redujo la velocidad méaxima (Vmax) de daunorubicina de 1,6 a 1,5 veces’"""8y 1,4
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veces la Vmax de doxorubicina’’, mientras que la variante P131S alter6 de forma
significativa Km pero no Vmax'’. Los alelos variante de ambos SNPs mostraron una
disminucion en la eficiencia catalitica de CBR1 para daunorubicina y doxorubicina
entre un 20 y 40%’’, y la variante V88| redujo 1,7 veces los niveles de
daunorubicinol®. Las diferencias observadas en la actividad de CBR1 podrian estar
relacionadas con una afinidad diferente en la union del cofactor NADPH en la variante
V8817, mientras que la variante P131S podria alterar las propiedades cinéticas de
CBR1 o modificar la conformacién del sitio activo’’. Pese a estas alteraciones PK/PD,
estos SNPs no se asociaron a AIC en una cohorte caucasica de 185 pacientes con
LMAZSO,

Ademas, se han detectado polimorfismos CBR1 en la regién 3' no traducida,
destacando 1096G>A (rs9024) y 627C>T (rs202572). El alelo variante de 1096G>A se
asocié a una menor expresion de CBR1 y a una disminuciéon de 1,5 veces en la
sintesis de doxorubicinol en muestras de higado de 96 donantes’. Este efecto se
reprodujo con los alelos variante de 1096G>A y 627C>T en una cohorte asiatica de 60
pacientes con cancer de mama, con niveles de exposicion y aclaramiento de
doxorubicina mas bajos®’. Sin embargo, no se detectaron relaciones entre estos
polimorfismos de CBR1, la expresion y la actividad hepéatica de CBR1 en una cohorte
de 80 donantes’. El homocigoto salvaje GG de 1096G>A mostré una tendencia a
mayor AIC con dosis bajas 0 moderadas de antraciclinas en la cohorte de cancer
pediatrico®?, pero no en la cohorte completa o con dosis altas de antraciclinas. Este
hallazgo fue consistente con otras grandes cohortes de cancer pediatrico?®3, TPH®3,
LMA® y cancer de mama®:. Un estudio de PK de daunorubicina en LMA mostré mayor

area bajo la curva (AUC) en portadores del alelo variante de CBR1 rs25678%,

El SNP mas estudiado de CBR3 es 730G>A (rs1056892). El alelo variante de
730G>A codifica una isoforma CBR3 con mayor actividad catalitica que la isoforma de
tipo salvaje®. Se observaron resultados similares en una cohorte de 101 pacientes
asiaticas con cancer de mama, detectando un AUC de doxorrubicinol 1,5 veces mayor
y mayor expresion intratumoral de CBR3 en portadores de alelos menores de
730G>A%. Se observaron resultados contrarios en pacientes con cancer pediétrico,
con una tasa de sintesis de doxorubicinol 2,6 veces mayor con el genotipo salvaje®, y
de manera similar se detect6 in vitro una mayor actividad reductasa con doxorubicina y
daunorubicina’®. El estudio de Blanco et al. obtuvo un riesgo 8 veces mayor de AIC
con el genotipo salvaje de 730G>A, confirmado en una cohorte mayor, aunque solo
con dosis bajas 0 moderadas de antraciclinas (1-250mg/m?)#2. Un estudio posterior en

166 pacientes caucdsicas de cancer de mama también obtuvo un mayor riesgo de
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disfuncion sistdlica tras la terapia con doxorubicina en portadores del genotipo GG®*.
Sin embargo, esta asociacion no se confirmé en otras cohortes tratadas con
antraciclinas de cancer pediatrico?®3¢®  osteosarcoma®, TPH® y LMA®8° Ademas,
un estudio en 70 pacientes con cancer de mama tratadas con antraciclinas encontré
peores parametros sistélicos y diastélicos en portadores del genotipo AA®. No se
detectaron asociaciones entre los polimorfismos de CBR3 730G>A y 277G>A
(rs2835285) y la SLE en cancer de mama?®’.

Otro polimorfismo CBR3 relevante es 11G>A (rs8133052). El genotipo salvaje
se asocia con mayor conversion catalitica de doxorubicina a doxorrubicinol por CBR3,
detectando mayor AUC de doxorrubicinol con el alelo G. Ademas, este estudio detect6
con el genotipo salvaje mayor expresion tumoral de CBR3 y mayor reducciéon tumoral,
asi como menor leucopenia®. Un estudio in vitro reprodujo con el alelo variante de
11G>A una menor actividad de reductasa de doxorubicina y daunorubicina, asi como
con otros alelos variantes de SNPs de CBR3 (rs283528 y rs4987121)’6. En cambio, en
un estudio posterior en osteosarcoma no asoci6 el SNP 11G>A con la

cardiotoxicidad®®.

En pacientes con LMA, la influencia de los polimorfismos de CBR3 no esta
clara. El primer estudio de Lubieniecka et al. no observd asociaciones entre los
polimorfismos CBR y AKR con la AIC en una cohorte de 185 pacientes con LMA®, Sin
embargo, este grupo de investigacion relaciono la variante CBR3 (rs10483032) con
una caida en la FEVI®®, Desafortunadamente, esta asociacion desaparecio después de

la correccion por comparaciones mdaltiples.

Las enzimas aldo-keto reductasas (AKR) catalizan la reduccién de cetonas y
aldehidos a alcoholes mediante una reaccién dependiente de NADPH. De esta familia
destacan las enzimas AKR1C, que metabolizan principalmente esteroides, asi como
AKR1A1, AKR1C1l, AKR1C2, AKRI1C3 relacionadas con la desintoxicacion de
guimioterapia. De estas, AKR1Al1 y AKR1C3 juegan un papel relevante en el
metabolismo de doxorubicina y daunorubicina’™. Sin embargo, CBR1 es la principal
enzima reductasa hepatica, con un nivel de ARNm 50 veces mayor que AKR1C3 y una
eficiencia catalitica 14 veces mayor™. Ademas, se detecté una baja afinidad de las
enzimas AKR con doxorubicina y daunorubicina®, las antraciclinas mas cardiotoxicas,

mientras que idarubicina mostré una alta afinidad por las reductasas AKR®.

2.8.1.2.2 Formacion de la semiquinona: reduccion de un electrén
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La reduccion de un electrdn de antraciclinas para generar un radical
semiquinona se lleva a cabo mediante diferentes oxidorreductasas (Figura 2)?': la
NADH deshidrogenasa [ubiquinona] Fe-S (NDUFS) en las mitocondrias, la NADPH
deshidrogenasa (NQO1), la xantina oxidasa (XDH) y las éxido nitrico sintasas (NOS1,
NOS2 y NOS3) en el citosol. El radical semiquinona intermedio que se forma podria
reoxidarse a la forma original de antraciclina y generar ROS.

La NDUFS es la oxidorreductasa mitocondrial asociada con el complejo | de la
cadena respiratoria, que participa en la formacion de la semiquinona de antraciclina,
especialmente en las membranas de las mitocondrias cardiacas, pero que esta
ausente en las mitocondrias hepéticas®. Se desconoce si existen polimorfismos de
NDUFS que influyan en la eficacia o la toxicidad de las antraciclina en LMA u otras

neoplasias.

NQOL1 participa en la formacién de la semiquinona y también en la reduccion
de dos electrones de las antraciclinas a derivados de hidroquinona (deoxiaglicona),
evitando asi la formacion de ROS. El metabolito semiquinona se produce en
condiciones aerbbicas, mientras que la deoxiaglicona se forma en un entorno
anaerobico. El polimorfismo NQO1 609C>T (rs1800566) produce in vitro una pérdida
completa de actividad enzimatica®!, pero este SNP no demostr6 asociarse con AIC en
cohortes de cancer pediatrico®®® | TPH®, LLA infantil®® y osteosarcoma®®. En la LMA,
la AIC aun no se ha estudiado, pero se vio que los portadores de alelos variantes de
609C>T mostraron menor RC%°, pero sin impacto en las tasas de supervivencia**°%
% En otras neoplasias malignas, rs1800566 se relaciond con la eficacia de las
antraciclinas, como en mieloma multiple®®, cancer gastrico® y cancer de mama®’, pero
no con la supervivencia en otras cohortes de cancer de mama® %, Un metaandlisis
determind que el alelo variante de NQO1 609C>T aumentaba riesgo de padecer

cancer®.

La XDH ha sido implicada en la formacion de la semiquinona y la
deoxiaglicona. Por un lado, XDH podria estar involucrada en la generacién de ROS, y
sus polimorfismos estar relacionados con la AIC. Un andlisis a gran escala en una
cohorte de cancer pediatrico mostré que los SNPs XDH rs4407290 y rs2236168 se
asociaron a una menor cardiotoxicidad, probablemente relacionada con una menor
expresion o actividad de XDH?3¢. Por otro lado, XDH también patrticipa en la sintesis de
deoxiaglicona, aunque XDH es menos eficaz que NQOL y la oxidorreductasa P450

(POR), y su papel en la deglicosilacion esta menos estudiado.

26



Introduccion

NOS3 es una enzima endotelial que cataliza la produccién de éxido nitrico (NO)
a partir de L-arginina. EI NO esta implicado en la regulacion del tono vascular, la
proliferacion celular, la adhesion de los leucocitos y la agregacion plaquetaria.
Ademas, NOS3 participa en la reduccion de un electron de las antraciclinas. El
polimorfismo NOS3 894G>T (rs1799983) da como resultado un reemplazo de
Glu298Asp que afecta la produccion de NO endotelial’®. El efecto de los alelos
variantes de 894G>T (rs1799983) y 786T>C (rs2070744) se asocidé a niveles mas
bajos de NOS3, menor supervivencia y mayor riesgo de recurrencia en una cohorte de
cancer de mama®. En cohortes pediatricas de LLA tratadas con doxorubicina, el
genotipo TT de rs1799983 se relaciond con una mayor neurotoxicidad®? y un efecto
protector en la cardiotoxicidad®®, mientras que no se observd influencia del SNP
rs2070744. Un estudio GWAS no encontr6 asociaciones entre los polimorfismos de
NOS3 y la AIC en una cohorte de cancer infantil®. Un estudio en cancer gastrico no
obtuvo el impacto de los polimorfismos de NOS3 en la eficacia de la epirubicina®. La
expresion de NOS3 en el tumor y en el tejido vascular circundante se ha asociado a un
pronéstico favorable. Los estudios in vitro en LMA informaron que la generacion de NO
en altos niveles de induce a la apoptosis'®. En una cohorte china de 225 pacientes
con LMA el genotipo de tipo salvaje de NOS3 rs1799983 se relaciond con mayor

expresion de ARNm y mayor SG1%,

2.8.1.2.3 Formacion de la deoxiaglicona: deglicosilacién reductiva

La desglicosilacibn es la ruta metabdlica menor, responsable de
aproximadamente el 1-2% del metabolismo de la antraciclina. Son posibles dos
procesos diferentes de desglicosilacion, la reduccién para formar la deoxiaglicona o la
hidrolisis para formar la hidroxiaglicona. Las enzimas implicadas en estas reacciones
son POR, XDH y NQO1%, Los SNPs de XDH y NQO1 se describieron previamente.

POR es una flavoproteina que transfiere electrones de NADPH al CYP.
Ademas de la desglicosilacion de las antraciclinas, POR patrticipa en la conversién al
radical semiquinona y podria asociarse con AIC. En una gran cohorte de cancer
pediatrico, los polimorfismos POR (rs13240755 y rs4732513) no se correlacionaron
con AICZ%. Sin embargo, en una cohorte de 91 pacientes con LMA tratados con
daunorubicina, los alelos variante POR (rs2868177, rs13240755, rs4732513 vy
rs6953065) se asociaron a mayor cardiotoxicidad. Estos polimorfismos fueron

responsables del 11,6% de la variabilidad en el descenso de la FEVI®.
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2.8.1.2.4 Otras enzimas con efecto minoritario en el metabolismo de las antraciclinas

Ademés de las enzimas de la via metabdlica de las antraciclinas, otras enzimas
mostraron variabilidad genética en pacientes con LMA. Las enzimas del CYP estan
involucradas en el 75% del metabolismo total de los farmacos, aunque el CYP tiene
una accion limitada en el metabolismo de las antraciclinas. En una cohorte de 97
pacientes con LMA, el alelo variante CYP1A1*2A (6235T> C, rs4646903) mostr6 tasas
de supervivencia mas bajas'®, pero este hallazgo no se reprodujo en otra cohorte de
LMA?®2, El estudio de asociacion de Lubieniecka et al. mostrd que los alelos variante de
tres polimorfismos de CYP1A2 (rs2069522, rs2069526, rs4646427) se asociaron con
AIC, mientras que con los SNPs de CYP2B6, CYP2F1, CYP2B1 y CYP4F11 esta
asociacion fue moderada®. Los polimorfismos de CYP1A1*2B, CYP1A1*4, CYP2B6,
CYP3A4*1B analizados en cohortes de LMA no se correlacionaron con la eficacia de
la antraciclina®1%1%7 En una cohorte de 113 pacientes con LMA, el alelo menor de
CYP2D6 rs16947 se asocid6 a una menor tasa de RC y se obtuvieron resultados
similares en RC cuando este alelo variante se combin6 con el genotipo de tipo salvaje
de GSTO2 rs156697%,

CYP2E1 metaboliza pequefias moléculas polares, incluido el etanol y
numerosos medicamentos, y sus SNPs estan relacionados con la toxicidad de las
antraciclinas. El alelo menor de CYP2E1l rs2070673 ha demostrado in vitro un
aumento de la expresion génica y la actividad enzimatical®®, asi como una mayor
hepatotoxicidad en una cohorte de 94 pacientes con LMA“!, Por otro lado, se observo
un efecto protector en la toxicidad hepatica con el alelo variante de CYP2E1l
(rs2515641)*. Otros SNPs de CYP2E1l (rs3813867, rs2031920) no mostraron

influencia en la RC y la SLE en otra cohorte de LMA®2,

La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) cataliza la interconversién entre
etanol y acetaldehido, que posteriormente es metabolizado a acetato por las aldehido
deshidrogenasas (ALDH). El acetaldehido también podria acumularse dentro de la
célula, generando aductos con el ADN y las proteinas. La variabilidad genética de
ADH y ALDH podria modificar las propiedades cinéticas de las enzimas, creando una
acumulacion anormal de acetaldehido!. En una cohorte caucasica de pacientes con
LMA se observé que los alelos menores de dos polimorfismos de ADH1A (rs6811453 y
rs1826909) estaban vinculados a una RC mas baja. Se necesitan mas estudios para

dilucidar su papel de ADH en el metabolismo de las antraciclinas®*.
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2.8.1.3 Carcindgenos y enzimas neutralizantes de antineoplasicos

Las S-transferasas de glutation (GST) son enzimas de fase Il que catalizan la
detoxificacion de muchos compuestos enddgenos o exdgenos, incluidas las
antraciclinas!!. La expresién de GST es inducida por la generacion de ROS de los
tratamientos con antraciclinas, con la finalidad de anular el estrés oxidativo celular. La

familia GST incluye cuatro clases principales (a, 4, ™, TO A, M, P, T).

Las deleciones o genotipos nulos de GSTM1 o GSTT1 se han correlacionado
con la ausencia de actividad enzimatica, aunque la relevancia de estos polimorfismos
en los resultados de LMA sigue siendo controvertida. En adultos, varios estudios han
asociado estas deleciones con tasas de supervivencia mas bajas®%9294112-115 ‘mientras
que en otros estudios este efecto no se reprodujo**°3116-121 En pacientes pediatricos
con LMA, el genotipo nulo GSTT1 se asoci6 a mayor muerte en remision y menor
SG'%, mientras que GSTML1 no replicd estos resultados??'3, con la excepcion una
mayor SLE con genotipo nulo GSTM1'?2, Ademas, los genotipos nulos de GSTT1 y
GSTM1 se relacionaron con una menor tasa de RC en tres estudios*?'4 aunque este
hallazgo no se reprodujo en la mayoria de cohortes®94115117-119 '(n metaandlisis de 11
estudios en pacientes con LMA mostré que el genotipo nulo GSTT1 y el doble
genotipo nulo GSTT1-GSTM1 estaban significativamente relacionados con tasas de
supervivencia mas bajas y una menor respuesta a la quimioterapia, especialmente en

la poblacion asiatica®?*.

Se han estudiado otros SNPs de la familia de GST en cohortes de LMA,
incluido GSTM1 rs375446, correlacionado en pacientes caucasicos y no caucasicos
con menor SLE, y el polimorfismo de GSTT1 rs11090305, solo asociado menor SLE
en caucasicos®®. Ademas, los polimorfismos de GSTP1 (rs1695, rs1138272) se han
correlacionado con una menor actividad de la enzima, lo que aumenta la exposicion al
farmaco y reduce el aclaramiento de antraciclinas'®. Voso et al. relacionaron el alelo
variante de GSTP1 rs1695 mayor SG y SLR, y menor toxicidad hematoldgica®,
mientras que otros estudios no reprodujeron estos resultados*3118120121.126 - Ademas,
GSTP1 (rs1695) se ha correlacionado con AIC en dos estudios pequefios en cancer
de mama y osteosarcoma®®, pero no se pudo replicar en varios otros estudios,
incluyendo pacientes oncoldgicos adultos y pediatricos?®6264127  E| polimorfismo
GSTT1 rs4630 se analizé en una cohorte espafiola de 110 pacientes con LMA, sin
asociaciones relevantes**. El polimorfismo GSTA1 rs3957357 no se correlacioné con
la RC y la supervivencia, aunque el genotipo salvaje mostré una tendencia a mayor

toxicidad cardiovascular!'®, Este SNP se asocié a un mayor SLE en el linfoma difuso
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de células B grandes®?. Finalmente, el alelo menor de un SNP de GSTO2 raramente
estudiado (rs156697) se relacioné con una mayor tasa de RC en una cohorte china de
LMAZ08,

Otras enzimas relacionadas con el estrés oxidativo fueron las sulfotransferasas
(SULT), que catalizan la conjugacion de sulfatos de varios neurotransmisores,
hormonas y medicamentos, incluidas las antraciclinas. En tres grandes cohortes de
pacientes con cancer pediatrico, Visscher et al. observo que los alelos variantes de
polimorfismos SULT2B1 (rs10426377 y rs10426628) se correlacionaron con AIC%829:3¢,
En los pacientes con LMA, el alelo menor de SULT2B1 rs2302948 se asocié con
menores reacciones infusionales tras la infusion de gemtuzumab ozogamicina®,
mientras que los genotipos homocigotos del polimorfismo SULT1C2 rs1402467

mostraron una mayor tasa de recaida y una reduccion de la SLE*,

La NADPH oxidasa cataliza la generacién de ROS, que esta implicada en el
dafio celular y la cardiotoxicidad relacionada con las antraciclinas'®. Los alelos
menores de los SNPs de las subunidades de NADPH oxidasa CYBA (rs4673), NCF4
(rs1883112) y RAC2 (rs13058338) se asociaron mayor AIC en dos cohortes de linfoma
no Hodgkin®23%, mientras que otros 6 estudios no se detectaron esta
asociacion?834626365 - dos de ellos incluyendo pacientes con LMA?2883 Un estudio
analizé histologicamente las AIC en pacientes con cancer (41,7% con LMA)
encontrando asociaciones entre CYBA rs4673 y la necrosis miocéardica parcheada, asi
como de NCF4 rs1883112 y la fibrosis intersticial miocardica!?®. Estos resultados no se
reprodujeron en pacientes con cancer infantil (sélo el 5% de 440 pacientes tenian
LMA)?8, mientras que en pacientes con TPH, los portadores del alelo menor de RAC2
rs13058338 mostraron un mayor riesgo de AIC®3. No se observaron asociaciones entre
los SNPs de NADPH oxidasa y AIC en grandes cohortes de cancer de mama3*%!, pero
el genotipo CT de CYBA se correlacion6 con menor SG y SLR*®, Ademas, los alelos
menores de CYBA rs4673 y NCF4 rs1883112 se asociaron a un mayor SLE en el
linfoma difuso de células B grandes® y el linfoma no Hodgkin agresivo de células B,
respectivamente. En osteosarcoma, no se detectd influencia de los SNPs de CYBA y
NCF4 en las tasas de supervivencia y AIC, aunque el alelo variante de CYBA rs4673

se relaciond con un menor riesgo de anemia y mucositis®®.

El estrés oxidativo es un mecanismo importante de las antraciclinas para
inducir la apoptosis de las células tumorales. Varias enzimas antioxidantes protegen
las células contra el estrés oxidativo, incluida la enzima superéxido dismutasa de
manganeso (MnSOD), la catalasa (CAT) o la glutatién peroxidasa (GP). En teoria, una

disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes podria conducir a un mayor
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estrés oxidativo y, por lo tanto, a una mayor citotoxicidad de las antraciclinas en las
células cancerosas. La influencia de los polimorfismos de estas enzimas en la AIC se
ha estudiado en el linfoma no Hodgkin®, el cancer infantil?® y TPH®® sin asociaciones
significativas. La variante intrénica de CAT rs10836235 en una pequefia cohorte de
LLA pediatrica se relacioné con AIC!?, aunque un GWAS posterior en poblacion
pediatrica no reprodujo este resultado®. En una cohorte de LMA de 89 pacientes, los
portadores del alelo variante de MnSOD rs4880 mostraron una mayor SG y un menor
riesgo de muerte, mientras que los SNPs de CAT (rs1001179) y GPX1 (rs1050450) no

influyeron en las tasas de supervivencia®®.

2.8.2 Polimorfismos que afectan a la via metabdlica de la citarabina

La citarabina es un analogo de nucledsido de desoxicitidina que interfiere con
la sintesis de ADN. Se considera el agente quimioterapéutico mas efectivo en el
tratamiento de la LMA, y vamos a analizar en profundidad las distintas dianas de su

via metabdlica que pueden ser responsables de su variabilidad genética (Figura 3)%.
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Figura 3. Genes candidatos involucrados en la via metabdlica de la citarabina
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2.8.2.1 Transportadores de membrana

La absorcion de citarabina en los blastos estad mediada por el transportador de
nucleésidos equilibrante humano (hENT1, codificado por el gen SLC29A1),
responsable de hasta el 80% de la entrada de citarabina. Las dosis altas de citarabina
(2-3 g/m? al dia), empleadas en la terapia de consolidacion o intensificacion de LMA,
producen concentraciones plasmaticas superiores a 10 uM vy difusién libre a la célula.
Sin embargo, a las dosis utilizadas en la terapia de induccién (200 mg/m?) la
concentracion intracelular depende de manera critica de la absorcion por hRENT1%34, Se
han observado diferentes niveles de expresion de ARNm de SLC29A1 en pacientes
con LMA, y aquellos pacientes con deficiencia de hENT1 al diagnéstico mostraban
menor SG y SLE,

El primer informe sobre la caracterizacion funcional de las variantes genéticas
de SLC29A1 identificd dos polimorfismos no sinGnimos y cuatro sinbnimos, pero sin
influencia en la captacién de nucledsidos®*®. Se ha sugerido que la expresion de
SLC29A1 podria verse afectada por factores de transcripcion como HIF-a o
PPARa'!%%7  Todos los estudios publicados en pacientes con LMA fueron en
poblacion asiética, porque las frecuencias de los alelos menores de los polimorfismos
de SLC29A1 son mas altas que en otras razas. La combinacion entre alelos variantes
de SLC29A1 rs3734703 y TYMS rs2612100 se asocié a tasas de supervivencia mas
bajas!®®. Los alelos variantes de otros polimorfismos de SLC29A1 (rs9394992 vy
rs324148, solos o en combinacién) se relacionaron con una menor expresion de
ARNmM, asi como menor SG, SLE y una mayor tasa de recaida®. En otro estudio no
se reprodujo el efecto del SNP rs9394992 en la SG y la recaida. Sin embargo, el alelo
variante de SLC29A1 rs693955 se relacion6 con un menor tiempo de recaida y menor
duracion de la neutropenia'®®. También se han estudiado en LMA polimorfismos de
otros transportadores de citarabina, como el transportador concentrado de nucledsidos
humano 1 (hCNT1 codificado por el gen SLC28A1). El alelo variante del polimorfismo
rs2242046 se asoci6 a un retraso en el tiempo de recuperaciéon de neutréfilos4,

mientras que el SNP rs2290272 se vio que no estaba relacionado con la SG.

2.8.2.2 Enzimas metabolizadoras de citarabina

La desoxicitidina quinasa (DCK) es la enzima que cataliza el primer paso de
fosforilacion que limita la velocidad en la activacibn de citarabina a citarabina

monofosfato (Ara-CMP). Se detectd una variacion de més de 30 veces en la expresion
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de ARNm de DCK entre las células de LMA, que parece estar correlacionada con una
mayor SLE, aunque no se ha observado correlacion entre la expresion de ARNm de
DCK vy la actividad enzimatica'.

Dos polimorfismos localizados en los promotores (360C>G y 201C>T,
rs377182313 y rs2306744, respectivamente), mas frecuentes en la poblacion asiética,
han sido ampliamente estudiados. El haplotipo de tipo salvaje de estos SNPs se
asocio con un nivel més bajo de ARNm, una disminucion de la actividad y menor SLE
a 2 afos!®. Un estudio en pacientes asiaticos no mostré influencia en la RC ni la
supervivencia de rs2306744%°, mientras que un estudio en poblacién hispana obtuvo
con los alelos variante de ambos SNPs una mayor supervivencia y una tendencia a
disminuir la resistencia in vitro**. Los alelos variantes de otros polimorfismos de DCK
se asociaron a una mayor SG, como rs4694362%8, asi como a la aumentos en la
respuesta a la quimioterapia y la RC (rs72552079 y rs11543896)'5. En pacientes
caucasicos con LMA, varios SNPs de DCK (rs10805074, rs1684954, rs6842838,
rs1385985 y rs7689093) mostraron un impacto significativo en la SLE®®. Sin embargo,
otros SNPs de DCK estudiados en LMA no se asociaron con la eficacia o la

tOXiCidad 139,140,145-147

La citidina monofosfato quinasa (CMPK) es una enzima, codificada por
CMPKZ1, que cataliza el segundo paso de fosforilacién, después de DCK, convirtiendo
ara-CMP en citarabina difosfato (Ara-CDP). No se han identificado los principales
polimorfismos genéticos en esta enzima con aplicacién clinica en LMA. So6lo un
estudio en pacientes pediatricos con LMA relacioné polimorfismos de CMPK1 con
niveles de Ara-CTP, supervivencia libre de evento (EFS en inglés) y SG, pero los

SNPs estudiados no fueron definidos*#.

La enzima nucleésido difosfato quinasa (NDPK, codificada por el gen NME1)
cataliza la ultima fosforilacion para generar el Ara-CTP activo. Se ha informado que la
expresion del gen NMEL y los niveles de NDPK-A son factores pronésticos en diversos
tumores, incluida la LMA. Los niveles elevados de expresion de NME1l estan
asociados con la resistencia a la quimioterapia (incluida la citarabina) y una reduccién
de la SG en pacientes con LMA°, Un estudio en pacientes con LMA que analizo6 los
SNPs de NME1 en una cohorte de 360 pacientes, obtuvo una asociacion entre el alelo

menor de rs2302254 y un mayor riesgo de neurotoxicidad*°.

El equilibrio en la reserva de nucleétidos en las células se mantiene mediante
5'nucleotidasas, enzimas que catalizan la desfosforilacién de los ribonucleésidos y

desoxirribonucledsidos fosfato. De estas enzimas, la 5'nucleotidasa Il citosélica
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(NT5C2) se expresa en todos los tejidos humanos, y su funcion se opone a la DCK al
desfosforilar el Ara-CMP, evitando asi la produccion de Ara-CTP®!! La
sobreexpresion del gen NT5C2 se ha asociado con la resistencia a los anélogos de
nucledsidos®?, incluida la citarabina, asi como con menores tasas de supervivencia en
pacientes con LMA2153  Cuarenta polimorfismos fueron identificados después de
secuenciar el gen NT5C2, y sélo tres de ellos no eran sinbnimos, pero no tenian efecto
en la actividad de NT5C2'%*, Este estudio mostré diferencias en la expresion y la
sensibilidad a la citarabina entre pacientes caucéasicos y africanos. Un estudio
posterior en pacientes con LMA mostr6 menor SLE con alelos menores de SNPs de
NT5C2 (rs10883841, rs11191547, rs11191549, rs11191553, rs10883836 vy
rs7095304), solo en el subgrupo caucasico®. Sin embargo, otros estudios no

obtuvieron resultados significativos en la LMA40.147,

Otro miembro de la familia de las 5 'nucleotidasas implicadas en el
metabolismo de los analogos de citidina es la 5' nucleotidasa Il citosélica (NT5C3). En
un estudio de secuenciacion, se identificaron 61 polimorfismos NT5C3 (48 de los
cuales eran nuevos). El alelo variante de G847C (Asp283His) y su combinacion con el
alelo variante de C276T (rs3750117) mostraron niveles disminuidos tanto de actividad
como de proteina®®®. La expresion de NT5C3 se asoci6 a mayor SG en pacientes
adultos con LMA, mientras que la expresion de NT5C2 mostré resultados opuestos en
las tasas de supervivencia. Solo unos pocos estudios analizaron los SNPs de NT5C3
en pacientes con LMA®®® (ambos en la poblacion asiatica), sin resultados significativos
para la mayoria de los polimorfismos analizados!*®%¢, aunque el alelo menor de
rs3750117 se asocid6 a mayor expresion de NT5C3 y menor RC tras la primera

induccion®®s.

La citidina desaminasa (CDA) es la principal enzima inactivadora en la via
metabdlica de la citarabina, responsable de la desaminacion irreversible a Ara-U. En
pacientes con LMA, la sobreexpresion de CDA se ha asociado con resistencia a
citarabina y recurrencia de la enfermedad, mientras que niveles mas bajos de CDA
con mayor duracién de remision*®"'%8, |os estudios de variabilidad genética de CDA en
afroamericanos, caucasicos y japoneses, identifico tres polimorfismos no sinénimos
(79A>C rs2072671, 208G>A rs60369023, 435T>C rs1048977)°%  E| polimorfismo
79A>C cambia un residuo de lisina a glutamina, lo que resulta en una menor actividad
enzimatica, y la presencia del alelo menor se asocié a una mayor citotoxicidad in
vitro'®t, El polimorfismo 208G>A demostré una actividad CDA significativamente
menor y una mayor sensibilidad a citarabina en pacientes japoneses®’, pero esto no

se reprodujo en caucasicos y africanos®®®. Ademas, en caucésicos y afroamericanos

34



Introduccion

se identificd un haplotipo definido por tres SNPs de CDA (92A>G rs602950, 451C>T
rs532545 y 897C>A rs10916823), que se asocid con niveles altos de actividad

promotora y enzimaticale?,

Varios estudios analizaron estos SNPs de CDA y otros en pacientes con
LMA?8.138-140.144-147,163-165  F| glelo variante de 79A>C rs2072671 se relaciond con una
menor RC!® y supervivencia (especialmente en FLT3-ITD positivos)!4"%, asi como
una mayor mortalidad relacionada con el tratamiento (TRM) y mucositis'®. Sin
embargo, otros estudios no mostraron ningin efecto!?®!4 o mayor SG con alelo
menor'**, aunque este estudio se realiz6 en una pequefia cohorte pediatrica de
México, utilizando diferentes esquemas de quimioterapia. Se ha analizado el impacto
de otros polimorfismos de CDA, como los alelos variantes 435C>T, 451C>T y 33delC,
asociados a menor tasa de RC y mayor toxicidad infecciosa grado 2354, asi como el
alelo menor de 451C>T se relaciond con menor supervivencia®®'4’, En la
quimioterapia con gemcitabina, la baja actividad sérica de CDA se ha asociado a una
mayor toxicidad!®®. Se podria esperar un efecto similar con citarabina en los pacientes
con polimorfismos que reduzcan la actividad de CDA, aumentado riesgo de toxicidad,

aungue esto aun no se ha demostrado.

Otra enzima inactivadora es la desoxicitidilato desaminasa (dCMP
desaminasa), codificada por el gen DCTD, implicada en la desaminacién de Ara-CMP
a monofosfato de arabindsido de uracilo (Ara-UMP). A diferencia del CDA, se
desconocen los efectos de los polimorfismos genéticos DCTD. El cribado de las
regiones de codificacibn y el promotor proximal de DCTD en grupos étnicos
caucasicos y africanos identificaron un polimorfismo no sinénimo (Asn58Asp,
rs35932500) relacionado con una menor actividad in vitro!*°. Un estudio de este SNP
en una cohorte de 360 pacientes caucasicos con LMA no obtuvo asociaciones con la
supervivencia o la toxicidad*®. Sin embargo, otros estudios en LMA mostraron
influencia de los polimorfismos de DCTD en la supervivencial®®, menor tiempo de
recaida y menor duracion de la neutropenia con alelo menor de rs999099914,
Curiosamente, la combinacién SNP-SNP entre el alelo menor de DCTD rs17331744 y
el genotipo de tipo salvaje de CDA rs10916827 se asocié a menor SG**8, Ambas son

enzimas clave en la degradacion de citarabina.

Ademas, las reservas intracelulares de CTP/dCTP estan reguladas por las
enzimas citidina-5'-trifosfato sintetasa (gen CTPS1) y la enzima ribonucle6tido
reductasa (RR). El agotamiento de las reservas de CTP/dCTP reduce la sefial de
retroalimentacién inhibitoria de DCK, promoviendo la fosforilacion de citarabina en Ara-

CTP y facilitando su incorporacién en el ADN (Figura 3). El proyecto HapMap detect6
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al menos 24 SNPs dentro del locus CTPS, y dos de ellos eran sinénimos (GIn167GIn y
Val500Val). Solo un estudio analizé los polimorfismos de CTPS en pacientes con LMA

(rs4132440 y rs12144160), sin ninguna asociacioén significativa*.

La RR se compone de subunidades grandes M1 (gen RRM1) y M2 (gen RRM2)
dimerizadas, y cataliza la reduccién de ribonucleétidos a desoxirribonucleétidos para la
sintesis de ADN. La RR regula los grupos intracelulares de dCTP, y por lo tanto, su
actividad esta directamente asociada con la sensibilidad o resistencia a citarabina. La
secuenciacion profunda de los genes RRM1 y RRM2 en los paneles de ascendencia
europeos y africanos encontr6 44 polimorfismos en RRM1 y 15 en RRM2¢’, Este
estudio mostrd, en una cohorte pediatrica de 276 pacientes con LMA, asociaciones
significativas entre alelos menores de RRM1 (rs1561876, rs1042919, rs2898950) y
tasas mas bajas de RC y menor supervivencia, y asociaciones similares con alelos
menores de RRM2 (rs1130609 y rs5030743) y RRM2B (rs1265138)¢’. En otra cohorte
de LMA, los alelos variantes de RRM1 (rs4593998, rs7130539, rs11031136,
rs2268166) y RRM2B (rs2853229 y rs2607662) mostraron menor SLE en el subgrupo
caucasico®. En cambio, el polimorfismo rs9937 de RRM1 no se relacion6 con los

resultados de LMA0,

2.8.3 Polimorfismos en genes reparadores del ADN

El dafio al ADN inducido por la quimioterapia y los carcinégenos se corrige
mediante sistemas de reparacién del ADN. Polimorfismos en los genes reparadores
del ADN pueden conducir a cambios en su eficiencia contribuyen a la resistencia a los

medicamentos.

2.8.3.1 Reparacion de escision de nucleétidos

La via de reparacién por escisiobn de nucleétidos (NER) elimina una gran
variedad de dafios del ADN, incluidos los fotoproductos inducidos por los rayos UV, los
enlaces cruzados, el dafo oxidativo y los aductos voluminosos de ADN inducidos por

la quimioterapia, incluido el tratamiento de LMA.

El gen de xeroderma pigmentosum del grupo D (XPD o ERCC2) codifica una
helicasa de ADN, implicada en el inicio de la transcripcién, el control del ciclo celular y
la apoptosis. La eficiencia de reparacion de XPD se ve afectada por el polimorfismo
751A>C (rs13181). Varios estudios demostraron que el alelo variante en el

polimorfismo XPD estaba relacionado con menores tasas de RC!?® de
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supervivencial®®'’® y mayor resistencia a la induccién'’!, asi como con un mayor
riesgo de LMA [53,95] y mayor cardiotoxicidad inducida por farmacos!®®. Sin embargo,
otros estudios no reprodujeron esta influencia de XPD 751A>C en LMA#>1172  E|
polimorfismo 312G>A de XPD (rs1799793) reduce la capacidad de reparacion del
ADN, mostré en diversas cohortes que no modifica la eficacia del tratamiento26.168:171
pero los pacientes que portaban el alelo variante aumentaban el riesgo de padecer
toxicidad gastrointestinal y genitourinaria®’*.

Polimorfismos en otros genes de xeroderma pigmentosum, como XPA o XPC,
han demostrado influir en los resultados clinicos en LMA. Las personas con el alelo
menor del polimorfismo XPA del promotor A4G (rs1800975) tenian niveles mas bajos
de ARNm, menor SG y mayor frecuencia de recaidas y resistencia a la induccién**. En
el gen XPC, el alelo variante de 1385C>T (rs2228000) mostré una disminucion en la

SG, solo y en combinacién con el alelo menor del polimorfismo XPD 751A>C*7,

El gen de reparacion por escisién de complementacion cruzada 1 (ERCC1) se
incluye en la via NER y podria influir en la terapia de LMA. El alelo variante del
polimorfismo intrénico 34C>A (rs3212961) se asocié con un menor riesgo de
toxicidades metabdlicas y pulmonares, una tendencia a disminuir la SG*"* y una mayor

quimiorresistencia®*.

2.8.3.2 Reparacion de escision de base

La reparacién de la escisibn de base (BER) consiste principalmente en la
eliminacion de pequefas lesiones de bases nitrogenadas, no distorsionantes de la
hélice del genoma. La proteina complementaria cruzada de reparacion de rayos X
(XRCC) es un componente de las enzimas BER que se ha analizado en varias
cohortes de LMA. Especificamente, el alelo menor del polimorfismo sin6nimo de
XRCC1 1196A>G (rs25487) mostr6 menor RC** y menor SG"3, y también se
detect6 una asociacion similar con SG con un alelo menor de 580C>T (rs1799782)173,
El alelo variante del polimorfismo XRCC3 722C>T (rs861539) se asocié con menor
riesgo de toxicidad hepatical’t. Otro estudio no obtuvo relacion de este SNP con la

toxicidad, aunque el genotipo heterocigoto se asocié con un aumento de SLE y SLR"4.

Otra enzima BER descrita en pacientes con LMA es la 8-oxoguanina
glucosilasa (OGG1), una ADN glucosilasa. El genotipo heterocigoto de OGG1 977C>G
(rs1052133) mostré una mayor tasa de recaida y una menor SLR en una cohorte

asiatica de LMA“*., Se analizaron otros polimorfismos de otras enzimas BER, como la
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endonucleasa 1 apurinica/apirimidinica (APE1) y la metiltransferasa O-6-metilguanina-
ADN (MGMT), sin ninguna asociacion significativa®326.171,

2.8.3.3 Union final no homdloga

La unién de extremos no homadlogos (NHEJ) es una via de reparacion llamada
"no homéloga" porque los extremos de rotura se ligan directamente sin la necesidad

de una plantilla homologa.

La ataxia telangiectasia mutada (ATM) es una proteina quinasa de
serina/treonina que es reclutada y activada por roturas de la doble cadena de ADN.
Fosforila varias proteinas clave que inician la activacion del punto de control
(checkpoint) del dafio del ADN, lo que lleva a la detencion del ciclo celular, la
reparacion del ADN o la apoptosis. El polimorfismo ATM 4138C>T (rs3092856) es un
SNP con penetrancia relativamente baja en los europeos (0-2% en la base de datos
SNP database). Sin embargo, en una cohorte asiatica de LMA, el alelo variante de
este SNP presenté una SG mas baja en comparacion con el genotipo de tipo
salvaje'?®. Se demostr6 que la proteina ATM con la variante 4138C> T era deficiente
en la unién y activaciéon de c-ABL, y podria interferir con la sefializacién pro-apoptética
en respuesta al dafio de rotura de doble cadena de ADN [101]. Otros SNP de otras
enzimas NHEJ (NBS1, RAD50, RAD51 y XRCC5) se estudiaron en LMA sin influencia

en LMA43,126,174

2.8.3.4 Reparacion de desajustes de ADN

La reparacion de desajustes en el ADN es importante para corregir errores de
replicacién que escapan a la correccion de pruebas de ADN polimerasa. En humanos,
los complejos MSH2/MSH6 y MSH2/MSH3 reconocen y se unen a desajustes de
bases individuales y bucles de insercién/delecion en el ADNY®, Un estudio en
pacientes con LMA mostr6é una disminucién de la SLE con los alelos variantes de los
polimorfismos rs12515548 y rs6151816 de MSH3%*.

2.8.3.5 Regulacion del checkpoint del ciclo celular

La proteina tumoral p53 (TP53), un gen que juega un papel importante en la

respuesta al dafio del ADN y la apoptosis, y se ha implicado en la via de antraciclina-
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apoptosis. En condiciones normales, los niveles de p53 se mantienen bajos a través
de la inhibicibn por MDM2. La p53 activada se une al ADN y activa la expresion de
varios genes, incluida la codificacion WAF1/ CIP1 para p21, un regulador de la fase S
del ciclo celular. Varios estudios han demostrado que se produce una regulacién
positiva de TP53 con el tratamiento con antraciclinas’’. Un estudio encontré que los
pacientes asiaticos con LMA con un genotipo GG de TP53 215C>G (rs1042522) se
asociaron con una tasa mas alta de LMA refractaria y menor SG a los 2 afios'?®. Sin
embargo, dos estudios recientes mostraron diferentes efectos con este SNP. El
genotipo GG mostré una tendencia a una mayor SG en una cohorte americanal’® y
una SG significativamente mayor con el genotipo GG en poblacion egipcial’®, aunque
ambas cohortes eran pequefias. También se analizé un polimorfismo de p21, 93C>A
(rs1801270), sin ninguna influencia por si solo, pero relacionado con la SG en
combinacion con TP53 215C>G?"°, El alelo de variante del SNP MDM2 (rs2279744) se
asoci6 a una menor SG en un estudio posterior!®®, mientras que dos estudios

anteriores no observaron influenciat?17°,

2.8.4 Polimorfismos en genes relacionados con la respuesta a la quimioterapia

Se ha estudiado el impacto de los polimorfismos de algunos de los
componentes criticos de la via metabdlica del folato, como la metilen tetrahidrofolato
reductasa (MTHFR), la metionina sintasa (MTR) o la timidilato sintasa
(TYMS/TS/ENOSF1), pero no se encontraron asociaciones significativas!®®18! excepto
en combinaciones, como la combinacion de alelos menores de SLC29A1 rs3734703 y

TYMS rs2612100 que se asocié a menor supervivencia®,

El gen mutado en los canceres colorrectales (MCC) es un gen supresor de
tumores que actlla como un regulador transcripcional de la via del factor nuclear kB
(NF-kB) en las células colorrectales y que puede estar involucrado en el mecanismo
de resistencia a la citarabina. Una explicacion es que la citarabina aumenta la
induccién del gen MCC causando la supresiéon de NF-kB y, en dltima instancia, una
mayor sensibilidad a la citarabina'®. Se realizé un estudio que analizé el genoma
completo para detectar SNPs relacionados con la citotoxicidad inducida por
citarabina'®. Varios polimorfismos del MCC se asociaron con la sensibilidad a la

citarabina in vitro.

El gen iroquois homeobox proteina 2 (IRX2) codifica un regulador
transcripcional. La expresion de IRX2 en nifios con LLA se correlaciond con un peor

resultado®®*. En el estudio de Gamazon et al. se descubrié un polimorfismo cerca del
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gen IRX2 (rs2897047) relacionado con menor SLR y EMR en el dia 2218, Ademas, los
alelos variantes de 5 SNPs de genes desconocidos se asociaron con citotoxicidad
inducida por citarabina y una mayor TRM, asi como dos de ellos con menor SG
(rs12036333 y rs10758713)*,

2.8.5 Polimorfismos en genes relacionados con el prondéstico de la LMA

El gen del tumor de Wilms 1 (WT1) codifica un factor de transcripcién con
dedos de zinc que regula la hematopoyesis normal y maligna. Inicialmente, WT1 se
identific6 como un gen supresor de tumores, pero estudios posteriores mostraron un
papel oncogénico asociado con él. La expresibn genética de WT1l estaba
inversamente relacionada con la proliferacién y la diferenciacién de células madre ',
El polimorfismo rs16754 se encuentra en el “punto caliente” del exdn 7, donde se
producen la mayoria de las mutaciones de WT1 relacionadas con la leucemia. Varias
publicaciones han investigado el impacto pronéstico del SNP de WT1 rs16754 en
cohortes de LMA, obteniendo resultados no concluyentes o contradictorios. Los
hallazgos de un metaanalisis realizado por nuestro grupo de investigacion sugieren
gue los portadores del alelo variante tienen mayores SG y SLE a los 5 afios, pero no

se encontraron diferencias en la RC8,

La enzima isocitrato deshidrogenasa 1 (codificada por IDH1) es una enzima del
ciclo del acido citrico con un papel importante en la produccién citoplasmatica de
NADPH. El principal polimorfismo IDH1 es rs11554137 (frecuencia del 12% en LMA
citogenéticamente normal), y consiste en una transversion entre GGC a GGT en el
residuo de glicina 105. El genotipo GGT se correlaciona con una menor supervivencia
en tres grandes cohortes de pacientes adultos con LMA718 pero este resultado no
se reprodujo en pacientes pediatricos con LMA8, En una cohorte posterior de 380
pacientes adultos de raza blanca se observd que los portadores del genotipo GGT
mostraron mayor EFS, especialmente en pacientes mayores de 60 afios!®°. En otro
estudio, el genotipo GGT se relacion6é con una elevacion del nivel plasmatico de 2-

hidroxiglutarato, y esta elevacion se asocié con insuficiencia renal grave®:.

El antigeno de linfocitos T citotdéxicos 4 (CTLA-4) es una molécula homéloga a
CD28 que después de la activacion de las células T produce una sefal negativa, que
es responsable de la inactivacion de las células T. Los polimorfismos CTLA-4 mas
estudiados son +49A>G (rs231775) en el exén 1, y CT60 (rs3087243) ubicado en la
region 3' no traducida del gen. Estos SNPs se relacionaron principalmente con la

enfermedad de injerto contra huésped (EICH) tras TPH'%2. Ademads, en pacientes
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adultos con LMA después de la primera RC, la variante AA de CT60 se asocio con una
tasa de recaida mas alta y menor SG y SLE*,

El dominio que contiene la oligomerizacion de unién a nucleotidos 2 (NOD2 o
CARD15) es una proteina implicada en el reconocimiento intracelular de patégenos
gue media en la activacion consecutiva de NF-kB. La expresion de NOD2 esta
restringida a células epiteliales intestinales, monocitos y macrofagos. Los
polimorfismos sinbnimos mas comunes de NOD2 son SNP 8 (Arg702Trp rs2066844),
SNP 12 (Gly908Arg rs2066845) y SNP 13 (Leul007Pro rs2066847). Varios estudios
analizaron el efecto de estos SNPs en TPH alogénicos!®*. En la induccién de LMA, la
presencia de alelos variantes en cualquiera de los tres polimorfismos de NOD2 se
relacion6 con una menor incidencia de enteritis y mucositis, asi como con una mayor
probabilidad de deteccién positiva de cultivos de Streptococcus spp en el torrente

sanguineo?®.

La transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) es la subunidad catalitica
transcripcional para la actividad de la telomerasa y las mutaciones del promotor en
este gen se identificaron en tumores sélidos pero no en neoplasias hematolégicas. Un
estudio en una cohorte caucasica de 226 pacientes adultos con LMA encontré una SG
menor relacionada con el alelo menor de polimorfismo rs2853669 TERT, mas
pronunciada en los subgrupos FLT3-ITD o NPM1 no mutados de cariotipo normal
LMA?%,

La TET metilcitosina dioxigenasa 2 (TET2) cataliza la conversion de
metilcitosina en 5-hidroximetilcitosina y participa en la mielopoyesis. En una cohorte
pediatrica de 403 pacientes con LMA, el genotipo salvaje de TET2 rs24554206 mostrd

menor SG y mayor mortalidad sin recaida®’.

La apoptosis mediada por mitocondrias juega un papel crucial en la
homeostasis de las células madre hematopoyéticas. Las proteinas principales en este
proceso son la proteina de linfoma de células B 2 (BCL2) y la proteina X asociada a
BCL2 (BAX), que tienen funciones antiapoptéticas y proapoptéticas, respectivamente.
El alelo variante de BAX 248G>A se asocid a menor RC en una cohorte india de 221
pacientes con LMA?®, Un estudio anterior no obtuvo asociaciones con el polimorfismo
BCL2 938C>A, pero el genotipo salvaje de BCL2 +21A>G (rs1801018) se relacioné
con un mayor SG, EFS y SLE*®.
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Hipotesis

La LMA es tratada principalmente con combinaciones de citarabina vy
antraciclinas obteniendo tasas de RC del 60-80%, aunque cerca del 70% de estas
recaen por baja eficacia de la quimioterapia para eliminar la EMR. Ademds, algunos
pacientes mueren debido a la toxicidad severa de la quimioterapia, la resistencia inicial
a los medicamentos o la recaida. Esta variabilidad en la respuesta interindividual se ha
relacionado alteraciones citogenéticas y moleculares, asi como por la variabilidad
genética que existe entre pacientes. Nos vamos a centrar en analizar los
polimorfismos que afectan a genes que participan en el transporte, metabolismo o
mecanismo de accién de citarabina e idarubicina, asi como de genes relacionados con
el estrés oxidativo o la reparacion del ADN, y de cémo condicionan de forma diferente
la eficacia y seguridad de dichos tratamientos entre pacientes.

En este contexto, esta tesis desarrolla un estudio por genes candidatos que va
a analizar los polimorfismos relacionados con las vias metabdlicas de citarabina e
idarubicina que han demostrado mayor relevancia clinica en la bibliografia. Se han
analizado los SNPs seleccionados en una muestra de 225 pacientes con LMA de novo
tratados en nuestro centro con el esquema de induccién 7+3 compuesto por citarabina
e idarubicina. Nuestra hipétesis es que la variabilidad genética podria tener un impacto

en los resultados terapéuticos de la LMA.

Tras validar dichas asociaciones, se pretende emplearlas en un futuro cercano
como marcadores PGt en la practica clinica, complementando la informacion aportada
por los estudios ex vivo y las alteraciones citogenéticas y moleculares conocidas.
Nuestro estudio pretende avanzar hacia la medicina personalizada, permitiendo
seleccionar previamente el esquema de quimioterapia que mejor se adapta al perfil de

polimorfismos de cada paciente.
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Objetivos

Partiendo de la hipdtesis de que la variabilidad genética podria tener un
impacto en los resultados terapéuticos de la LMA, los objetivos de este trabajo de tesis
doctoral son:

e Principal: seleccionar los polimorfismos méas importantes descritos en la
bibliografia, genotipar a 225 pacientes tratados con LMA de novo en nuestro
hospital y analizar si existe una relacion causal entre el genotipo y los
resultados obtenidos de efectividad y seguridad.

e Traslacional: validar las asociaciones entre polimorfismos genéticos y
variables de efectividad y seguridad, para poder emplearlos en un futuro
cercano como marcadores PGt en la practica clinica, permitiendo seleccionar
previamente el esquema de quimioterapia que mejor se adapta al perfil de

polimorfismos de cada paciente.
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Material y Métodos

5.1 Disefo

Estudio observacional retrospectivo de asociacion entre variantes genéticas y
parametros clinicos de pacientes adultos con LMA de novo tratados con esquemas de
quimioterapia de induccién basados en la combinacion de citarabina e idarubicina en

el Hospital Universitari i Politecnic la Fe (HUP La Fe).

5.2 Pacientes

Se han incluido pacientes adultos con LMA de novo que fueron tratados en el
servicio de Hematologia del HUP La Fe con esquemas terapéuticos de los ensayos
clinicos del Programa Espafiol de Tratamientos en Hematologia (PETHEMA): LMA 99
(NCT00464217), LMA 2007 (NCT01041040) y LMA 2010 (NCT01296178). La terapia
de induccién en pacientes con edades menores o iguales a 65 afos consistiéo en 200
mg/m? de citarabina en los dias 1-7 e idarubicina 12 mg/m? en los dias 1-3 (esquema
7+3), con la misma intensidad y dosis en todos los diferentes esquemas. Los
pacientes mayores de 65 afios fueron tratados con citarabina 200 mg/m? los dias 1-5 y

idarubicina 12 mg/m? los dias 1-2.

El nimero total de pacientes elegibles para el estudio entre septiembre de 1998
y junio de 2015 fue de 225 de los 380 pacientes mayores de 14 afios diagnosticados
con LMA no promielocitica de novo en una sola institucion (HUP La Fe). Los criterios
de exclusion del estudio fueron: LMA secundaria (41 pacientes), empleo de otros
esquemas de quimioterapia de induccién (19 pacientes) o insuficiente muestra
criopreservada disponible en el Biobanco obtenida en el momento del diagnéstico (95

pacientes).

5.3 Criterios de elegibilidad de los pacientes

De los pacientes con tratamiento de induccion basado en los esquemas
PETHEMA (LMA-99, LMA-2007, LMA-2010), se excluyeron aquellos pacientes que

presentaron cualquiera de los siguientes criterios:
1. LMA secundaria.
2. Leucemias promielociticas
3. Empleo de otros esquemas de induccion.

4. Muestra criopreservada insuficiente.
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5.4 Aspectos éticos

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Clinica del
Hospital Universitari i Politecnic la Fe (Proyecto de Investigacion con N° de Registro
2013/0331 e informe favorable del 10 de diciembre de 2013). El estudio se llevo a
cabo de acuerdo con la declaracion de Helsinki y sus posteriores actualizaciones.

Todos los pacientes incluidos en nuestra cohorte tenian mas de 18 afios de
edad en el momento del diagnéstico inicial, con la excepcién de dos pacientes de 16 y
17 afos en el momento del diagnostico. Al tratarse de un estudio observacional, la
participacion en el estudio no interfirié en el manejo clinico de las pacientes. Todas las
pacientes incluidas dieron su Consentimiento Informado por escrito en el momento en
el que se obtuvieron y criopreservaron las muestras bioldgicas. Tanto los datos
genéticos como los datos clinicos fueron manejados de acuerdo con la normativa

espafiola para el anonimato del paciente y la proteccion de datos.

5.5 Resultados clinicos

5.5.1 Respuesta a lainduccion

La respuesta al primer ciclo de induccién se clasific6 como: remisiébn completa
(RC, incluyendo la recuperacion incompleta), remision parcial (RP), resistencia o
muerte por induccion. La eficacia del primer ciclo de induccién se evalué comparando
CR contra PR o resistencia (de acuerdo con los criterios revisados del grupo de trabajo
internacional por Cheson et al.)?®. Los pacientes que murieron durante la induccién se
consideraron como no evaluables para la eficacia. La muerte por induccion se definio
como pacientes que mueren durante la induccién contra RC, excluyendo a aquellos
pacientes con PR o resistencia. Los pacientes que mostraron PR o resistencia en
cualguier momento durante la induccidon se consideraron PR/resistencia, incluso si

murieron durante la fase de induccion.

5.5.2 Supervivencia

La supervivencia del paciente se evalué principalmente con la supervivencia
global (SG), que se defini6 como el tiempo desde la fecha de diagndstico hasta la
fecha de muerte debido a cualquier causa o ultimo seguimiento. En algunos de los
trabajos incluidos se analiz6 también la supervivencia libre de eventos (EFS) y la

supervivencia libre de recaida (SLR). EFS se definié como el tiempo desde diagndstico
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hasta la muerte por cualquier causa, el fracaso del tratamiento o la recaida. SLR, se
calcul6 a partir de la fecha de RC hasta la fecha de la recaida de la LMA, censurando

las muertes ocurridas antes de la recaida.

5.5.3 Reacciones adversas

Las toxicidades provocadas por citarabina e idarubicina se agruparon como
variables binarias (grado 0-1 versus grado 2-4). El grado de toxicidad asignado a cada
grupo fue el grado maximo de todas las toxicidades especificas dentro de ese grupo.
Las toxicidades renales y hepaticas también se evaluaron como funcién normal (grado
0) frente a la funcion alterada (grados 1-4). Siguiendo la escala de clasificacién de la
OMS?? |as toxicidades organicas evaluadas para las antraciclinas fueron las

siguientes e incluyeron los siguientes signos y sintomas:

Toxicidad renal: aumento de los valores de urea o creatinina.

- Toxicidad hepatica: aumento de los valores de bilirrubina total.

- Toxicidad cardiaca: incluye alteraciones de la funcién cardiaca (isquemia,
infarto, disfuncién ventricular izquierda o derecha, pericarditis o
cardiomiopatia) y alteraciones del ritmo cardiaco (arritmias, hipertension,
hipotension, anomalias de conduccién, palpitaciones, intervalo QTc

prolongado).

- Toxicidad pulmonar: broncoespasmo agudo, tos, disnea, derrame pleural,
insuficiencia respiratoria, hemorragia pulmonar, edema pulmonar o

hipertension pulmonar, excluyendo causas infecciosas.

- Toxicidad gastrointestinal: nauseas, vémitos, diarrea, estrefliimiento.

Mucositis: empleando la escala de Bearman.

Para los SNPs relacionados con la citarabina se analizaron las toxicidades
comunes (renal, hepatica, pulmonar, gastrointestinal y mucositis), excluyendo la
toxicidad cardiaca propia de las antraciclinas, y se afiadieron las siguientes toxicidades

propias de la citarabina:

- Toxicidad neurolégica: dolor de cabeza, alteracion de la conciencia,
confusién, desorientacion, depresion, psicosis, ataxia, disartria, parestesia o

neuropatia periférica.

- Toxicidad ocular: visibn borrosa, conjuntivitis, hemorragia conjuntival,

gueratitis, ojo seco, dolor ocular, luces intermitentes.
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- Toxicidad cutadnea: eritema, exantema, prurito, erupcion acneiforme,

erupcion maculopapular.

La toxicidad hematolégica se midié con el tiempo de recuperacion de
neutropenia (TNR) y el tiempo de recuperacion de trombocitopenia (TTR). Se midio la
toxicidad hematoldgica, solo en pacientes que alcanzaron RC, con TNR y TTR desde
el primer dia de quimioterapia utilizando los criterios terminolégicos comunes para
eventos adversos (CTCAE) v4.0. En ambos casos medimos estas recuperaciones de
toxicidades de grado 3, por lo tanto, valores de >1000 neutréfilos/mm?® para
neutropenia, y >50.000 plaquetas/mm? para trombocitopenia, clasificadas en menos de
27 dias versus igual o mas de 27 dias (el valor medio de TNRy TTR).

5.6 Tratamiento de las infecciones

Por lo general, los pacientes permanecian hospitalizados durante la induccion
hasta la resolucion de la neutropenia. En todos los pacientes, la profilaxis
antimicrobiana incluy6 ciprofloxacino oral y azoles (fluconazol o voriconazol por via
oral o itraconazol por via intravenosa), mientras que el tratamiento antimicrobiano
empirico incluyé piperacilina/tazobactam seguido de un glucopéptido o incluso

anfotericina B o caspofungina en el caso de fiebre neutropénica prolongada.

5.7 Recogiday registro de datos

Los pacientes diana se han seleccionado a partir de la base de datos de los
protocolos PETHEMA, que tras aplicar los criterios de inclusiéon y la disponibilidad de

muestras nos ha permitido establecer la seleccion definitiva.

Todas las variables clinicas requeridas para el estudio fueron extraidas de
registros médicos electrénicos (Orion® Clinic, Mizar® y Farmis®) y en papel. Se
revisaron todos los registros clinicos para relacionados con el tratamiento de
induccién, incluyendo tanto hospitalizacion como los registros de consultas externas y
hospital de dia. Toda la informacion recogida fue introducida en una base de datos de

Microsoft Access (Microsoft Office®) especialmente disefiada para este proyecto.

5.8 Seleccién de los polimorfismos

Para determinar los polimorfismos que vamos a estudiar en cada paciente se

ha realizado una busqueda y andlisis exhaustivo de la bibliografia existente y de las
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principales bases de datos de polimorfismos para determinar aquellos SNPs con
mayor grado de evidencia en cuanto al efecto en pacientes con LMA, con esquemas

de tratamiento con citarabina y antraciclinas, y de raza caucasica.

Para llevar a cabo esta busqueda se han empleado los criterios de las
revisiones sistematicas y metaandlisis de las guias PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-analyses)?°2. Hemos realizado una busqueda
estructurada sin restricciones en las siguientes bases de datos: MEDLINE, Cochrane
Central Register, EMBASE, LILACS, ProQuest Medical Library, and Science Citation
Index Expanded (1981 al presente), sin restriccion de idioma ni restricciones en el
estado de publicacion. Ademas, hemos realizado una busqueda manual de las tablas
de contenidos de las principales revistas cientificas que estudian este campo: Blood,
Leukemia, British journal of haematology, Journal of clinical oncology, Lancet, Lancet
Oncology, Pharmacogenetics and  Genomics, Pharmacogenomics  and
Pharmacogenomics Journal. También se han revisado los abstracts disponibles de los
congresos y conferencias de las siguientes sociedades cientificas: the American
Society of Hematology (ASH), the European Hematology Association (EHA) y la
Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia (SEHH). Esta busqueda se ha
completado con el estudio de las principales bases de datos de SNPs (PharmGKB,
SNP Database, FDA, EMA), asi como de las referencias resefiadas en los articulos ya

seleccionados en la busqueda primaria.

Los SNP seleccionados se habian asociado previamente a la eficacia o
toxicidad de la terapia de induccion estdndar o a efectos potencialmente funcionales
sobre la proteina codificada. De este modo, se seleccionaron 33 genes implicados en
las vias de citarabina y antraciclinas, de los cuales se identificaron 49 polimorfismos
genéticos previamente descritos en la literatura y/o con implicaciones funcionales

potenciales. Los genes y polimorfismos incluidos se describen en la Tabla 2.

Como resultado de la revision sisteméatica de la bibliografia se han publicado 2
meta-analisis®®*° sobre la influencia en pacientes con LMA de los polimorfismos de
ABCB1, otro meta-analisis sobre WT1%¢ y dos revisiones sistematicas de la PGt en
LMAZ y otra mas centrada en las antraciclinas?’. En los anexos se pueden encontrar

todos estos articulos.
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Tabla 2. Genes y polimorfismos incluidos en el estudio

PLACA HEMATOLOGIA (LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA)

MEDICAMENTO

GEN

POLIMORFISMO

MEDICAMENTO

GEN

POLIMORFISMO

GENES DE PROTEINAS TRANSPORTADORAS

OTRAS GENES RELACIONADOS CON LMA

ABCB1 rs1045642 CYBA rs4673
Antraciclinas ABCB1 rs1128503 Antraciclinas NCF4 rs1883112
ABCB1 rs2032582 RAC2 rs13058338
ABCC1 rs4148350 Citarabina, Antraciclinas NOD2 rs2066844
Antraciclinas .
ABCC2 rs8187710 Antraciclinas GSTP1 rs1695
o ABCG2 rs2231142 Antraciclinas CYP2B6 rs12721655
Antraciclinas
ABCG2 rs2231137 CYP2E1/DUX1 rs2070673
Antraciclinas SLCO1B1 rs4149056 CYP2E1/DUX1 rs2515641
Antraciclinas
SLC22A16 rs714368 ADHI1A rs6811453
Antraciclinas
SLC22A16 rs12210538 ADHI1A rs1826909
GENES DE ENZIMAS METABOLICAS TP53 rs1042522
DCK rs2306744 Citarabina, Antraciclinas ERCC2 rs1799793
. . ERCC2 rs13181
Citarabina DCK rs11544786
. . - CTLA4 rs231775
Citarabina, Antraciclinas
DCK rs4694362 CTLA4 rs3087243
CDA rs2072671 No descrito rs12036333
CDA rs3215400 No descrito rs10758713
. . CDA rs532545 ) . o IRX2 rs2897047
Citarabina Citarabina, Antraciclinas -
CDA rs602950 No descrito rs9883101
RRM1 rs9937 No descrito rs6550826
NME1 rs2302254 MCC rs7729269
CBR3 rs1056892 Citarabina, Antraciclinas WT1* rs16754
CBR3 rs8133052
NQO1 rs1800566
Antraciclinas NQO2 rs1143684
NOS3 rs1799983
NOS3 rs2070744
MnSOD2 rs4880

Cada SNP puede estar implicado en el transporte, metabolismo o mecanismo de accion de varios

farmacos. En la placa se indican los farmacos en relacion con la patologia.

*Afadido en una revision posterior.
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5.9 Muestras y extraccion de ADN

5.9.1 Obtencién de las muestras

Se recogieron muestras de aspirado de MO o SP de los pacientes. Es extraida
en tubos con anticoagulante, requiriéndose un volumen 1-2 ml por muestra. Si el
andlisis de la sangre no era inmediato, la muestra se congelaba de inmediato a -20°C
hasta la extraccion del ADN. Todas las muestras se correspondian al momento del
diagndstico de la LMA.

5.9.2 Obtencion de acidos nucleicos

El ADN es extraido mediante un protocolo estandar basado en kits comerciales
con mini columnas y procesos de centrifugacién (UltraClean® BloodSpin® DNA
Isolation Kit (MoBio Laboratories, Inc, Carlsbad, CA, USA)). Al final del proceso se
obtiene el ADN que queda resuspendido en tampon TE (Tris-EDTA) hasta una

concentracion final de 10 ng/pl.

5.9.3 Control de calidad

Se llevo a cabo cuantificando la concentracién y pureza del mismo mediante el
espectrofotdmetro NanoDrop® (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA).
Las muestras se almacenaron congeladas a -20° C hasta el momento de su uso. El
Biobanco nos facilité parte de las muestras necesarias, con el ADN extraido en la
mayoria de los casos. En estos casos nosotros nos encargamos de alicuotar las
muestras a una concentracion de 10 ng/ul y preparar la placa de genotipado para su
analisis. El Biobanco del Hospital La Fe cuenta con la licencia requerida por el Real
Decreto 1716/2011 de 18 de noviembre (Ref: PT13 / 0010/0026).

5.10 Genotipado

El estudio de los polimorfismos se ha realizado mediante genotipado por
espectroscopia de masas (MALDI-TOF) utilizando el equipo Sequenom MassArray
Analyzer (SEQUENOM Inc., San Diego, CA Fannon WR, Proc Am Assoc Cancer Res
43: 53, 2002). Partiendo de 200 ng de una muestra de ADN de cada uno de los
pacientes del estudio, se esta realizando su genotipado mediante esta plataforma,
localizada en la Unidad Central de Investigacion de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Valencia.
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Para el disefio de la placa de genotipado se emple6 el software propio del
fabricante, Assay Design (www.mysequenom.com/tools). En el disefio de la placa de
genotipado y de los primers necesarios se buscé que se incluyera el mayor nimero de
los polimorfismos que han demostrado su interés en la bibliografia y que a su vez
fueran compatibles, es decir, que sus primers no fueran complementarios. Finalmente
la placa disefiada incluy6é un total de 49 SNPs distribuidos en 3 plexes y ha permitido
analizar un total de 40 muestras de pacientes por placa.

Para el genotipado, se siguieron las instrucciones del fabricante para todos los
marcadores (Sequenom, San Diego, CA, USA). Las reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR) se llevaron a cabo en 5 uL de volumen en una placa estandar de
384 pocillos de acuerdo a las especificaciones proporcionadas por Sequenom. El
producto de la amplificacién se lavé utilizando fosfatasa alcalina para neutralizar todo
desoxinucle6tido (ANTPs) que no se hubiera incorporado a la reaccién. Las reacciones
de los ensayos de discriminacion alélica se realizaron adicionando cebadores de
extension, ADN polimerasa y una mezcla de desoxinucledtidos (dNTPs) vy
didesoxinucledtidos (ddNTPs) a cada pocillo. Se afiadieron resinas de limpieza
MassExtend a la mezcla para quelar las sales exdgenas que pudieran interferir en el
analisis MALDI-TOF. La mezcla de reaccion se vertié en el microarray SpectroCHIP I

y se sometio a espectrometria de masas MALDI-TOF.

Todas las muestras se procesaron por triplicado para evitar errores de
genotipado, y se incluyeron controles negativos para descartar contaminacion vy
algunas muestras se procesaron dos veces para verificar la reproducibilidad. Los
triplicados de los 49 SNPs genotipados en cada una de las muestras se revisaron uno
a uno manualmente. Al ser la espectrometria de masas una técnica gold-standard las
discrepancias entre los triplicados son muy poco frecuentes, pero en los casos en los
gue ocurrieron se eligié el genotipo mayoritario y, en caso de discrepancia total entre
los tres resultados, se excluyd la muestra de dicho paciente para el analisis de dicho

polimorfismo.

Hemos llevado a cabo el genotipado de 230 pacientes, correspondientes a 6
placas. Con los resultados obtenidos con el genotipado hemos podido determinar cudl
de las posibles variantes de cada polimorfismo esta presente en la muestra original de
cada paciente. Para cada polimorfismo hemos valorado la frecuencia alélica de dichos
polimorfismos en la poblacién estudiada en base al equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) y la informacién de frecuencias de las bases de datos publicas, asi como la
tasa de genotipado, verificando que la técnica se estd realizando de la forma

adecuada. Previo al analisis estadistico, hemos agrupado los genotipos obtenidos en
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nuestra poblacion siguiendo los modelos dominantes (homocigoto salvaje vs
heterocigoto/homocigoto variante), recesivo (homocigoto variante Vs
heterocigoto/homocigoto salvaje) y codominante (homocigoto salvaje vs heterocigoto

vs homocigoto variante).

5.11 Andlisis estadistico

El nUmero de pacientes necesario, es dificil de establecer a priori debido al
amplio numero de polimorfismos a estudiar en cada paciente y a la diferente
frecuencia de cada uno de los polimorfismos en la poblacidon general. Se calculé el
tamafio muestral tomado en consideracién que para los polimorfismos de mayor
relevancia se requiere aproximadamente 164 pacientes para poder observar
variaciones estadisticamente significativas (error alfa 0,05; potencia 0,95). Ampliamos
el numero de pacientes incluidos a 225 para dotar de mayor potencia estadistica a
nuestros resultados, especialmente para poder evaluar SNPs con menor frecuencia

alélica en poblacién caucasica, pero que pueden tener relevancia clinica.

Las variables continuas se describieron como la mediana (rango) y las
variables categoéricas como frecuencias absolutas o relativas. El equilibrio de HWE se
evalué mediante la prueba de x2 para cada polimorfismo. Ademas, se calcularon la
frecuencia de alelos menores (MAF) y la tasa de genotipado (exitosa si se obtuvieron
el 95% de todas las llamadas de genotipado posibles para ese SNP o muestra). Se
excluyeron los SNPs o muestras individuales que no alcanzaron el 95% de éxito en el

genotipado.

Los genotipos se estudiaron con un modelo co-dominante, que compara
homocigotos de tipo salvaje frente a heterocigotos y homocigotos variantes por
separado, con la excepcion de los andlisis de supervivencia, en los que también se
emplearon modelos dominantes y recesivos. Las comparaciones entre las
distribuciones de genotipos y las variables continuas y categéricas se realizaron
mediante pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis o Mann Whitney en los SNPs) y la
prueba x2 con la correccion de Yates. Las variables continuas también se clasificaron
dicotbmicamente para encontrar posibles asociaciones con los genotipos. Se empled
el método de Kaplan-Meier para las estimaciones de SG, EFS y SLR utilizando las
pruebas de log-rank y los modelos de regresion de riesgos proporcionales de Cox para

detectar asociaciones entre los genotipos y las tasas de supervivencia.

Las asociaciones entre variables se evaluaron mediante regresion lineal y

logistica ajustando por edad, sexo, riesgo citogenético, escala Eastern Cooperative
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Oncology Group (ECOG), recuento de leucocito, de plaquetas y nivel de hemoglobina
al diagnéstico. Ademas, el nivel de creatinina sérica, bilirrubina total, albimina y lactato
deshidrogenasa (LDH) en el momento del diagndstico se evaluaron utilizando como
referencia los valores por encima de la normalidad establecidos por el laboratorio para
establecer las categorias dicotdmicas?®. La mutaciéon FLT3-ITD también se incluy6 en
la regresioén logistica de las variables de eficacia. El método multivariable incluyé los
tres polimorfismos simultdneamente en un solo andlisis (andlisis codominante). Los
resultados para estos modelos se representan con el odds ratios (OR) y sus intervalos
de confianza del 95% (IC95%). Para todos los analisis solo los valores de p < 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos. Los datos no disponibles fueron
sustituidos por los valores medios de los pacientes en los que habia datos disponibles.
Los calculos se llevaron a cabo utilizando el paquete estadistico SPSS® (IBM SPSS
Statistics version 19, NY, EE. UU.) y R® (R Development Core Team version 3).
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Resultados

6.1 Genotipado

Todas las muestras (n=225) se genotiparon con éxito y todos los SNPs
alcanzaron una tasa de genotipado de al menos el 95,0% (tasa promedio de
genotipado 99,6%, rango: 96,9-100,0%; Tabla 3). Las distribuciones de genotipos
estaban en HWE (p> 0,05; Tabla 3), excepto SLCO1B1 rs4149056, NOS3 rs2070744,
ADH1A rs1826909, CDA rs2072671 y rs532545, MCC rs7729269, ERCC2 rs1799793.
También observamos que las frecuencias alélicas de nuestros pacientes fueron todas
similares a las frecuencias de caucasicos de la base de datos NCBI SNP (dbSNP), asi
como las tasas de MAF (Tabla 3), excepto para SLCO1B1 rs4149056, CDA rs2072671
y 1s532545.

El SNP SLCO1B1 rs4149056 muestra en nuestra cohorte la misma distribucién
de genotipos que se inform6 previamente para otras cohortes de pacientes no
relacionados en nuestra area geografica (MAF 0,21) que es mayor en comparacion
con los datos generales europeos (dbSNP y 1000 Genomes Project, Phase 3).
Respecto a las frecuencias alélicas de CDA rs2072671 y rs532545 en nuestra cohorte
(AA: 0,15; AC: 0,72; CC: 0,13; y GG: 0,36; GA: 0,62; AA: 0,02) fueron diferentes a las
de la poblacion CEU del mapa internacional Hapmap Proyecto (AA: 0,44; AC: 0,45;
CC: 0,11; y GG: 0,48; GA: 0,43; AA: 0,09). La mayor proporcion de portadores de
genotipos heterocigotos fue analizada nuevamente por un bidlogo con experiencia en
el uso de la técnica Mass Array Sequenom®, y los resultados fueron confirmados.
Ademas, los tres SNPs de CDA (79A>C rs2072671, 451G>A rs532545 y 92T>C
rs602950) estaban en desequilibrio de ligamiento entre si, reproduciendo los hallazgos
anteriores'*® (p <0,0001 para cada par posible), que se refleja en la distribucién de

combinaciones de variantes alélicas (D" 0,92, 0,84 y 0,99).
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Tabla 3. Resultados del genotipado de 49 SNPs analizados en el estudio.

Alelo

Gen SNP Variantes variante MAF HWE TG (%)
rs1045642 C>T T 0,51 1,00 96,89
ABCB1 rs1128503 C>T T 0,40 0,68 100
rs2032582 G>T/A T/IA 0,41 0,33 98,22
ABCC1 rs4148350 G>T T 0,04 1,00 100
ABCC2 rs8187710 G>A A 0,08 0,65 100
rs2231142 C>A A 0,04 1,00 100
ABCG2 rs2231137 G>A A 0,04 1,00 99,56
SLCO1B1 rs4149056 T>C C 0,21 <0,001* 99,56
rs12210538 A>G G 0,27 0,73 100
SLC22A16 rs714368 A>G G 0,24 0,46 99,56
CBR3 rs1056892 G>A A 0,30 0,08 100
rs8133052 G>A A 0,52 0,28 99,11
NQO1 rs1800566 C>T T 0,24 0,58 100
NQO2 rs1143684 T>C C 0,21 0,55 99,56
NOS3 rs1799983 G>T T 0,39 1,00 100
rs2070744 C>T T 0,49 <0,001* 99,11
MnSOD rs4880 T>C C 0,50 0,59 99,56
CYBA rs4673 C>T T 0,38 0,48 99,56
NCF4 rs1883112 G>A A 0,41 0,10 100
RAC2 rs13058338 T>A A 0,23 0,85 100
NOD2 rs2066844 C>T T 0,04 0,30 100
GSTP1 rs1695 A>G G 0,32 0,54 100
CYP2B6 rs12721655 A>G G 0,00 1 97,78
CYP2E1/DUX1 | rs2070673 T>A A 0,19 0,83 99,11
CYP2E1/DUX1 | rs2515641 C>T T 0,16 0,45 100
ADH1A rs6811453 G>A A 0,44 0,079 100
ADH1A rs1826909 C>T T 0,32 0,033 100
rs2306744 G>A A 0,04 1 99,11
DCK rs11544786 C>T T 0,09 1 99,56
rs4694362 T>C C 0,35 0,77 99,56
rs2072671 A>C C 0,49 <0,0001* 99,56
CDA rs3215400 DEL>C C 0,41 0,68 100
rs532545 G>A A 0,33 <0,0001* 100
rs602950 T>C C 0,40 1 99,56
NT5C2 rs11598702 T>C C 0,30 0,87 99,56
RRM1 rs9937 A>G G 0,52 0,14 99,56
NME1 rs2302254 C>T T 0,21 0,84 100
No descrito rs12036333 G>A A 0,24 0,47 100
No descrito rs10758713 G>A A 0,13 0,25 100
No descrito rs9883101 A>C C 0,34 0,23 99,56
No descrito rs6550826 G>A A 0,32 0,29 99,56
IRX2 rs2897047 G>A A 0,29 0,63 100
MCC rs7729269 T>C C 0,23 0,023 99,56
TP53 rs1042522 G>C C 0,26 0,86 100
ERCC2 rs1799793 G>A A 0,36 0,0024 98,67
ERCC2 rs13181 T>G G 0,33 0,30 100
CTLA4 rs231775 A>G G 0,29 1 99,56
CTLA4 rs3087243 A>G G 0,47 0,23 99,56
WT1* rs16754 A>G G 0,11 1 100

Abreviaturas: MAF, Minor allele frequency (frecuencia del alelo menor); p HW: p resultado de la prueba de

Hardy-Weinberg (x2); TG, Tasa de genotipado; SNP, single nucleotide polymorphism.
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6.2 Pacientes incluidos

Las caracteristicas basales de los pacientes, asi como las tasas de respuesta y
la frecuencia de toxicidades relacionadas con antraciclinas o citarabina se muestran
en la Tabla 4. Todos los pacientes incluidos fueron de etnia caucasica. La duracion
media de la estancia hospitalaria de los pacientes en la primera induccién fue de 36,87
dias (IC 95%: 34,58-39,15 dias).

No se observaron diferencias significativas entre las caracteristicas basales y
los diferentes genotipos de polimorfismos analizados en la gran mayoria de casos, con
algunas excepciones puntuales: la edad (mayor con el genotipo TT de NT5C2
175+1178T>C rs11598702), el género (mas frecuente en hombres con el alelo
variante de ABCB1 2677G>T/A), el recuento de leucocitos (menor con el genotipo TT
de NOS3 rs2070744, y mayor con el genotipo CA de ABCG2 rs2231142), el recuento
de plaguetas (menor para los genotipos GT de NOS3 rs1799983 y CT de NOS3
rs2070744, y mayor con el genotipo CT de NME1 835C> T rs2302254), el nivel de
hemoglobina (significativamente menor para los genotipos CT de ABCB1 1236C>T
rs1128503, GT de ABCB1 2677G>T/A rs2032582, CA de ABCG2 rs2231142 y TT de
NT5C2 175+1178T>C rs11598702), el nivel de albumina (mayor con el genotipo GA
de NCF4 -368G>A rs1883112), el nivel de LDH (menor con el alelo menor de NOS3
rs2070744), la mutacion FLT3-ITD (mayor frecuencia con el genotipo TT de CYBA
242C>T rs4673).

Tabla 4. Caracteristicas basales de los pacientes y resultados de eficacia y toxicidad
de la cohorte completa de 225 pacientes

Variable N (%) Mediana (rango)
Edad (afios) 225 (100,0) 52,5 (16 - 78)
<65 afios 194 (86,2)
265 afios 31 (13,8)
Sexo, n (%) varén 127 (56,4)
Caucasico, n (%) 225 (100,0)
Riesgo citogenético, n (%) 225 (100,0)
Favorable 29 (12,9)
Intermedio 27 (12,0)
Adverso 46 (20,4)
Cariotipo normal 97 (43,1)
No clasificado 26 (11,7)
FAB 225 (100,0)
MO 13 (5,8)
M1 55 (24,4)
M2 51 (22,7)
M4 44 (19,6)
M5 29 (12,9)
M6 12 (5,3)
M7 2(0,9
Unclassified 19 (8,5)
WBC (x 10%/L) 225 (100,0) 14,8 (0,5 - 374)
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<50 175 (77,8)
>50 50 (22,2)
Recuento de plaquetas (x 10%/L) 225 (100,0) 55,0 (5 - 508)
<40 71 (31,6)
>40 154 (68,4)
Nivel hemoglobina (g/dL) 225 (100,0) 8,8(5-14)
<10 178 (79,1)
>10 47 (20,9)
Blastos periféricos (%) 216 (96,0) 60,6 (0,1 - 100)
<30 71 (32,9)
>30 145 (67,1)
Blastos en médula dsea (%) 214 (95,1) 70,0 (2 - 100)
<70 109 (50,9)
>70 105 (49,1)
Nivel creatinina (mg/dL) 225 (100,0) 0,82(0,1-3,9)
<1,4 214 (95,1)
>1,4 11 (4,9
Nivel total bilirubina (mg/dL) 225 (100,0) 0,60 (0,2 - 3,8)
<1,1 202 (89,8)
>1,1 23 (10,2)
Nivel albumina (g/dL) 225 (100,0) 3,6(1,6—-4,9)
<35 102 (45,3)
>3,5 123 (54,7)
Nivel LDH (IU/L) 225 (100,0) 725,0 (47 — 9308)
<600 93 (41,3)
>600 132 (58,7)
ECOG performance status, n (%) 225 (100,0)
0 85 (37,8)
1 91 (40,4)
2 36 (16,0)
3 10 (4,4)
4 3(1,3
FLT3-ITD, n (%) 225 (100,0)
Positivo 47 (20,9)
Negativo 159 (70,7)
Desconocido 19 (8,4)
NPM1, n (%) 225 (100,0)
Mutated 72 (32,0)
Wild-type 125 (55,6)
Desconocido 28 (12,4)
Response, n (%) 225 (100,0)
Remisién completa 132 (58,7)
Remisién parcial 24 (10,7)
Resistencia 36 (16,0)
Muerte induccion 33 (14,7)
Esquema quimioterapia, n (%) 225 (100,0)
Citarabina + idarrubicina (7+3) 200 (88,9)
Citarabina + idarrubicina (5+2) 25(11,1)
Toxicidad renal, n (%) 225 (100,0)
Grado 0 137 (60,9)
Grado 1 59 (26,2)
Grado 2 18(8,0)
Grado 3 73,1
Grado 4 4(1,8)
Toxicidad hepatica, n (%) 225 (100,0)
Grado 0 86 (38,2)
Grado 1 93 (41,3)
Grado 2 28 (12,4)
Grado 3 12 (5,3)
Grado 4 6 (2,7)
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Toxicidad cardiaca, n (%) 225 (100,0)
Grado 0 150 (66,7)
Grado 1 30 (13,3)
Grado 2 20 (8,9)
Grado 3 11 (4,9)
Grado 4 14 (6,2)

Toxicidad pulmonar, n (%) 225 (100,0)
Grado 0 165 (73,3)
Grado 1 21 (9,3)
Grado 2 13 (5,8)
Grado 3 16 (7,1)
Grado 4 10 (4,4)

Toxicidad gastrointestinal, n (%) 225 (100,0)
Grado 0 49 (21,8)
Grado 1 95 (42,2)
Grado 2 56 (24,9)
Grado 3 22 (9,8)
Grado 4 3(1,3)

Mucositis, n (%) 225 (100,0)
Grado 0 136 (60,4)
Grado 1 71(31,6)
Grado 2 17 (7,6)
Grado 3 1(0,4)
Grado 4 0 (0)

Toxicidad neuroldgica, n (%) 225 (100,0)
Grado 0 164 (72,9)
Grado 1 40 (17,8)
Grado 2 15(6,7)
Grado 3 3(1,3)
Grado 4 3(1,3)

Toxicidad ocular, n (%) 225 (100,0)
Grado 0 205 (91,1)
Grado 1 16 (7,1)
Grado 2 4(1,8)
Grado 3 0(0,0)
Grado 4 0(0,0)

Toxicidad cutanea, n (%) 225 (100,0)
Grado 0 67 (29,8)
Grado 1 82 (36,4)
Grado 2 70 (31,1)
Grado 3 5(2,2)
Grado 4 1(0,4)

Tiempo recuperacion neutropenia (dias)

(Grado 3; >1000 neutroéfilos) 132 (58,7)
Media (DE) 30,7 (10,1)
Mediana (rango) 27 (17 - 68)

Tiempo recuperacién trombocitopenia

(dias) (Grado 3; >50.000 plaquetas) 132 (58,7)
Media (DE) 29,9 (8,9)
Mediana (rango intercuartilico) 27 (21 - 86)

Abreviaturas: DE, desviacidn estandar; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; FAB, French—American—British

classification; FLT3-ITD, Internal tandem duplications of Fms-Related Tyrosine Kinase 3;
deshidrogenasa; NPM1, Nucleophosmin; Ul, unidades internacionales; WBC, recuento de leucocitos

LDH, Lactato
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6.3 Polimorfismos que afectan a la via metabdlica de las antraciclinas

6.3.1 Polimorfismos que afectan a transportadores de antraciclinas

La entrada de las antraciclinas al interior celular puede verse condicionada por

las bombas de eflujo de la familia ABC. Se evalué la influencia de 7 SNPs de genes
ABC (ABCBL1: rs1128503, rs1045642, rs2032582, y su haplotipo; ABCC1: rs4148350;
ABCC2: rs8187710; ABCG2: rs2231142, rs2231137) en 225 pacientes adultos con
LMA de novo.

Los alelos variantes de ABCB1 reducen expresion de la glicoproteina P,

reduciendo en consecuencia la expulsion de las antraciclinas, lo que mejora el éxito de

la terapia de induccién y aumenta potencialmente la toxicidad. Tras realizar una

regresion logistica multivariable no se detectaron diferencias significativas en la RC, a

diferencia de lo observado en otros estudios previos, aunque la muerte en induccién si

que se asoci6 con el haplotipo triple variante de ABCB1 (p=0,020) (Tabla 5).

Tabla 5. Asociaciones significativas entre SNPs en genes ABC y variables de eficacia.

Variable

Gen/SNP

Genotipos

Muerte
induccion
n (%)

RC
n (%)

OR (1C95%)

p-valor

Covariables
significativas

OR (1C95%); p-valor

Muerte
induccion

Haplotipo
ABCB1

Otros genotipos

TT/TT/TT

25(17,2)
8 (40,0)

120 (82,8)
12 (60,0)

1
0,2 (0,05-0,8)

0,020

Edad: <65 afios
WBC: >50 x 10%/L

17,1 (5,1-57,6);<0,001
0,1 (0,04-0,4); <0,001

Abreviaturas: ABCB1, ATP-binding cassette, subfamily B, member 1; I1C, intervalo de confianza; ND: no determinado;
NS, no significativo; OR, odds ratio; RC, remision completa; SNP, single nucleotide polymorphism; WBC, recuento de

leucocitos.

El

haplotipo triple variante de ABCB1l se

relacion6 con una mayor

nefrotoxicidad (p=0,016) (Tabla 6), asi como este haplotipo y el alelo variante de
ABCB1 rs1128503 y rs2032582 con mayor hepatotoxicidad (p=0,001; p=0,049;

p<0,001) (Tabla 6). En ambos casos estas toxicidades se justifican por una menor

expresion de ABCBL, reduciendo el aclaramiento de antraciclinas y aumentado su

acumulacion tisular.

Ademas, el

alelo variante de ABCC1

rs4148350 estaba

relacionado con mayor hepatotoxicidad grave (p=0,044), mientras que el alelo variante
de ABCG2 rs2231142 se asocié a mayor toxicidad cardiaca (p=0,004) (Tabla 6) y

pulmonar (p=0,038) (Tabla 6), probablemente causado por la disminucion de la

expresion tisular de las bombas, lo que favorece su acumulacioén.
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Tabla 6. Asociaciones significativas entre SNPs en genes ABC y la toxicidad inducida
por antraciclinas (grado 0-1 vs 2-4).

Toxicidad Gen/SNP Genotipos Gr:d(;())-l Gr:d(;)2-4 OR (1C95%) p-valor Covariables significativas OR (1C95%); p-valor
Haplotipo Otros genotipos 175 (89,3) 21(10,7) 1 o
Renal ABCB1 T/ 21 (72,4) 8 (27.6) 36 (1,3-10.4) 0,016 Edad: <65 afios 0,2 (0,09-0,6); 0,004
Sexo: varon 0,4 (0,2-0,9); 0,033
WBC: >50 x 109/L 2,8(1,1-6,7); 0,025
. ABCB1 ce 73(86,9) 11(13,) 1 RCit: Favorable 5,6 (1,2-26,2); 0,29
Hepatica CcT 85 (81,7) 19 (18,3) ND NS X .
rs1128503 o 21 (56,8) 16 (43,2) 6,9 (2,2-21,2) 0,001 RCit: IntermediO 6,1(1,2-31,9); 0,033
! ! e ’ ’ Bilirrubina: >1,1 mg/dL 4,8 (1,6-14,8); 0,006
LDH: >600 1U/L 4,0 (1,5-10,8); 0,006
ABCBI cc 66 (82,5) 14 (17,5) 1 WBC: >50 x 10°/L 3,3 (1,4-8,0); 0,007
Hepética 152032582 cT 85 (85,0) 15 (15,0) ND NS Bilirrubina: >1,1 mg/dL 6,0 (1,9-18,7); 0,002
T 26 (63,4) 15 (36,6) 2,9 (1,01-8,1) 0,049 LDH: >600 1U/L 3,3 (1,3-8,7); 0,013
Sexo: varon 0,4 (0,2-0,9); 0,028
Hepatica Haplotipo Otros genotipos 163 (83,2) 33 (16,8) 1 <0.001 WBC: >50 x 109/L 2,9 (1,2-6,7); 0,016
ABCB1 TT/TT/TT 16 (55,2) 13 (44,8) 6,0 (2,1-16,3) ’ Bilirrubina: >1,1 mg/dL 4,7 (1,6-13,8); 0,005
LDH: >600 1U/L 3,7 (1,4-9,5); 0,008
Hepética GG Grade 0-2 Grade 3-4 1 -
grave ABCC1 GT 192 (92,8) 15(7,2) 5,3 (1,05-26,9) 0.044 Bilirubina: >1,1 mg/dL 6,8 (1,8-25,5); 0,005
rs4148350 15 (83,3) 3(16,7) ! ! ! ’ Albumina: >3,5 g/dL 0,3 (0,1-0,9); 0,025
(grado 3-4) T ND ND
0(9) 0(9)
ABCG2 cc 171 (83,0) 35 (17,0) 1 Edad: <65 afios 0,3 (0,1-0,7); 0,005
Cardiaca r$2231142 CA 9 (47,4) 10 (52,6) 5,3 (1,7-16,5) 0,004 Sexo: varén 0,4 (0,2-0,98); 0,044
AA 0(0) 0(0) ND ND WBC: >50 x 10°/L 2,5 (1,05-5,8); 0,038
ABCG2 cc 174 (84,5) 32 (15,5) 1
Pulmonar 152231142 CA 12 (63,2) 7 (36,8) 3,2 (1,1-9,6) 0,038 Edad: <65 afios 0,3 (0,1-0,7); 0,009
AA 0(0) 0(0) ND ND

Abreviaturas: ABCB1, ATP-binding cassette, subfamily B, member 1; ABCC1, ATP-binding cassette, subfamily C,
member 1; ABCG2, ATP-binding cassette, subfamily G, member 2; IC, intervalo de confianza; IU, International Unit;
LDH, Lactato deshidrogenasa; ND: no determinado; NS, no significativo; OR, odds ratio; RCit: riesgo citogenético;
SNP, single nucleotide polymorphism; WBC, recuento de leucocitos.

Respecto a la toxicidad hematolégica, TNR y TTR se categorizaron en menos
de 30 dias frente a 230 dias (30 dias es aproximadamente el valor medio de TNR y
TTR, Tabla 4). Se observé un retraso en la recuperacion de la neutropenia con la
variante ABCB1 rs2032582 (p=0,047) (Tabla 7), de manera similar a lo ya observado

en cohortes de cancer de mama por la acumulacién de idarubicina en los neutréfilos.

Tabla 7. Asociaciones significativas entre SNPs en genes ABC y la toxicidad
hematoldgica.

. . <30 dias 230 dias Covariables
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (1C95%) p-valor significativas OR (1€C95%); p-valor
reTc'imepr:an ABCB1 GG/GT 73 (67,6) 35 (32,4) 1 Ninguna
peracic rs2032582 i 11 (50,0) 11 (50,0) 3,0 (1,1-10,1) 0,047 J
neutropenia

Abreviaturas: ABCB1, ATP-binding cassette, subfamily B, member 1; IC, intervalo de confianza; OR, odds ratio; RC,
remisién completa; SNP, single nucleotide polymorphism

Ademas, se compararon las funciones renales y hepaticas normales (grado 0) y
alteradas (grados 1-4). En la funcién renal se reprodujo la asociacion previa con el
haplotipo de variante triple ABCB1, y se detectaron nuevas asociaciones con

funciones renales alteradas con los alelos variante de los tres polimorfismos ABCB1
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(rs1045642, rs1128503 y rs2032582) (Tabla 8). Respecto a la funcion hepatica, se
observo funcion hepatica alterada con ABCB1 rs1128503 (Tabla 8).

Tabla 8. Asociaciones significativas entre SNPs en genes ABC y la toxicidad inducida
por antraciclinas (grado 0 vs 1-4).

1-4
Toxicidad Gen/SNP Genotipos G:‘a:’/o)o G’:d(‘;) OR (1C95%) p-valor Covariables significativas OR (1C95%); p-valor
A A
cc 7(71,2 15 (2 1
ABCB1 37(71,2) 5(28.8) Edad: <65 afios 0,2 (0,1-0,5
Renal rs1045642 cr 71(64,9) 39355 ND NS WBC: >50 x 10%/L 3,6 (1,683
TT 25 (44,6) 31 (55,4) 3,7 (1,4-9,6) 0,008 ) ! T
ABCB1 cc 62 (73,8) 22 (26,2) 1 Edad: <65 afios 0,2 (0,2-0,6
Renal 151128503 CcT 58 (55,8) 46 (44,2) 2,4 (1,1-5,0) 0,020 WBC: >50 x 109/L 3,1(1,5-6,7
T 17 (45,9) 20 (54,1) 3,8 (1,5-9,7) 0,006 LDH: >600 1U/L 2,0 (1,01-3,9); 0,047
GG 58 (72,5) 22 (27,5) 1 ~
ABCB1 E : 2 (0,1
Renal r2 0325 2 GT 57 (57,0) 43 (43,0) 2,4(1,1-5,1) 0,028 Wgzt;gsxa&z; gle Eg'e.g';
T 18 (43,9) 23 (56,1) 5,1(2,0-13,0) 0,001 ) ! e
E : f 2 (0,1
Renal Haplotipo Otros genotipos 126 (64,3) 70 (35,7) 1 Wg?ﬁ;gsxal:;jL (2)’9 E2’3_g’g
ABCB1 TT/TT/TT 11(37,9) 18(62,1) 38(159,7) 0,006 LDH: >600 1U/L 2,1(1,1-4,3
cc 43 (51,2) 41 (48,8) 1
ABCB1 WBC: >! 10%/L 2,8(1,1-6,7); 2
Hepdtica rs112cssoa cr 35(33,7) 69 (66,3) 2,5(1,3-4,9) 0,008 Binrrutla:in;(:: 1(:n/ /dL 1o'§ 51'3-‘;'6 )2')%0028
Ll 8(21,6) 29 (78,4) 4,9 (1,7-14,1) 0,003 oLl e > (1,3-86,2); 0,

Abreviaturas: ABCB1, ATP-binding cassette, subfamily B, member 1; IC, intervalo de confianza; IU, International Unit;
LDH, Lactato deshidrogenasa; ND: no determinado; NS, no significativo; OR, odds ratio; SNP, single nucleotide
polymorphism; WBC, recuento de leucocitos

La disposicion de las antraciclinas en los blastos puede verse afectada por
varios transportadores, incluidos los transportadores de entrada (SLC22A16 y
SLCO1B1) y las bombas de eflujo de la familia ABC. Se evalué la influencia de 3 SNPs
de genes transportadores de entrada de antraciclinas (SLCO1B1: rs4149056;
SLC22A16: rs12210538, rs714368) en 225 pacientes adultos con LMA de novo.

Tras la regresion logistica multivariable, no hubo diferencias estadisticamente
significativas en las tasas de RC durante la terapia de induccién de LMA con los SNPs
de los transportadores de entrada. Sin embargo, el genotipo salvaje TT de SLCO1B1
se asocid a mayor muerte por induccién frente la tasa de RC, probablemente
relacionado con una mayor absorcion tisular de idarubicina, aumentando la toxicidad
potencial (Tabla 9). No se detectaron asociaciones significativas entre los SNPs de
SLCO1B1 y SLC22A16 v las toxicidades organicas relacionadas con las antraciclinas,
excepto el genotipo variante GG de SLC22A16 rs12210538 que se asocié a mayor
toxicidad renal grados 1-4 frente al grado 0 (Tabla 9), también asociada al mayor flujo

de entrada de antraciclinas.
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Tabla 9 Asociaciones significativas entre SNPs de los genes SLC y las variables de
eficacia y toxicidades asociadas a antraciclinas.

Muerte RC Covariables
Variable Gen/SNP Genotipos induccion o OR (IC95%) p-valor ionificati OR (IC95%); p-valor
n (%) n (%) significativas
Muerte SLCO1B1 IE 22 2251';’) 21 gg'gg 55 (1 011_30 5 | o004 Edad: <65 afios | 23,3 (6,5-83,4):<0,001
induccion rs4149056 ce 2(13.3) 13 (86.7) ND NS WBC: >50 x 109/L 0,2 (0,06-0,5); 0,002
. . Grado 0 Grado 1-4 Covariables .
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (IC95%) p-valor significativas OR (IC95%); p-valor
Renal SLC22A16 AA 75 (61,5) 47 (38,5) 1 NS Edad: <65 afios 0,2 (0,1-0,6); 0,001
rs12210538 AG 56 (65,1) 30 (34,9) ND 0,034 Sexo: hombre 0,5 (0,3-0,98); 0,042
GG 6 (35,3) 11 (64,7) 3,5(1,1-10,8) WBC: >50x10°9/L 2,8 (1,3-6,1); 0,008
LDH: >600 IU/L 2,1(1,1-4,2); 0,031

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; LDH, Lactato deshidrogenasa; ND: no determinado; NS, no significativo; OR,
odds ratio; RC, remisién completa; SLC22A16, Solute Carrier Organic cation family 22, member 16; SLCO1B1, Solute
Carrier Organic Anion Transporter family, member 1B1; SNP, single nucleotide polymorphism; WBC, recuento de
leucocitos.

También hemos analizado el impacto de las combinaciones de polimorfismos
en los transportadores de influjo (SLC22A16, SLCO1B1l) y las bombas de eflujo
(ABCB1), que hasta la fecha permanecia desconocido. Se han estudiado las
combinaciones de genotipos salvajes de SLCO1B1 (rs4149056) o SLC22A16
(rs12210538) con el triple haplotipo variante de ABCB1 (rs1128503, rs1045642,
rs2032582) en 225 pacientes adultos con LMA de novo tratados con citarabina e

idarubicina en induccion.

No se detectaron diferencias respecto a la RC ni en la toxicidad hematoldgica.
Sin embargo, la combinacion entre el genotipo salvaje TT de SLCO1B1 con el triple
haplotipo variante TT/TT/TT de ABCB1 presentd mayor muerte en la induccién (OR:
0,2; 1C95%: 0,04-0,8; P=0,009; Tabla 10).

Tabla 10. Asociaciones significativas entre las combinaciones de SNPs de genes
transportadores y las variables de eficacia.

. . RC RP/RESIS o Covariables .
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (IC95%) P-valor significativas OR (IC95I); p-valor
Muerte ABCB1 haplotipo Otros genotipos 25(17.0) 122(83.0) 1 0.009 Edad: <65 afios 20.2 (5.8-69.8);<0.001
induccién | SLCO1B1rs4149056 | TT/TT/TT+TT 8 (44.4) 10(55.6) | 0.2(0.04-0.6) ' WBC:>50x 10%/L | 0.1(0.04-0.4); <0.001

Dicha combinacién también se relacioné con mayor toxicidad renal (OR: 3,9;
IC95%: 1,3-12,2; P=0,017; Tabla 11) y hepatica (OR: 8,2; IC95%: 2,7-25,4; P<0,001;
Tabla 11). La combinacion del genotipo salvaje AA de SLC22A16 con el triple
haplotipo variante TT/TT/TT de ABCB1 se asocidé con mayor toxicidad renal (OR: 4,1;
IC95%: 1,1-15,2; P=0,036; Tabla 11), hepatica (OR: 5,0; 1C95%: 1,4-18,2; P=0,015;
Tabla 11) y mucositis (OR: 5,5; IC95%: 1,3-23,5; P=0,023; Tabla 11). Estas
combinaciones de SNPs aseguran la entrada de idarubicina en las células e inhiben su

expulsion por ABCB1, aumentando potencialmente la toxicidad tisular.
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Tabla 11. Asociaciones significativas entre las combinaciones de SNPs de genes
transportadores y las variables de toxicidad

— ) Grado0-1 | Grado2-4 . P- Covariables ]
Toxicidad Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (IC95%) valor significativas OR (IC95I); p-valor
0,4 (0,2-0,9), 0,027
Renal ABCB1 haplotipo Otros genotipes | 178(89,0) 22(11,0) 1 0017 Edad: <65 afios 3,0(1,3-6,9); 0,011
SLCO1B1rs4149056 | TT/TTAT+TT | 18(720) | 7(28,0) | 39(1,3-122) | WBC:>50x 10%L | 4.9 (1,5-15,6); 0,008
3,4(1,3-87),0,012
ABCB1 haplotipo Otros genotipos | 185(88,5) 24 (11,5) 1 . .
Renal | i cooa16rs12210538 | TTTTTT+AA | 11(68.8) | 5313 | 41(1,1-152) | 203 Edad: <65 afios i
Sexo: hombre
WBGC: >50 x 109/L
" ABCB1 haplotipo Otros genotipos | 165(82,5) 35(17.,5) 1 RC: Favorable )
Hepatica | o/ cO181rs4149086 | TT/TT/TT+TT | 14(56.0) | 11(44.0) | 8.2(27-254) | %00 Bilirrubina: >1,1 3.0(1.1-84),0,035
mg/dL
LDH: >600 IU/L
s e ownzon oo
Henatica ABCB1 haplotipo Otros genotipes | 170(81,3) 39(18,7) 1 0015 Bilirr;.lbina' =11 2,8(1,2-6,4); 0,015
P SLC22A16rs12210538 | TTTTAT+AA | 9(563) | 7(438) | 50(1.4-182) | = h 4,3(1,5-12,4), 0,007
mg/dL 3,6(1,4-9,1); 0,008
LDH: >600 IU/L SVLASALY,
. ABCB1 haplotipo Otros genotipos | 194(92,8) 15(7,2) 1
Mucositis | o c22a16rs12210538 | TTTTTT+AA | 13(81.3) | 3(18.8) | 55(13-235 | 0%

Este estudio revela que las combinaciones SNPs en genes de transporte de

antraciclinas pueden tener un factor pronéstico en el tratamiento de la LMA en
pacientes adultos. La mayor entrada de idarubicina esperada con esta combinacién
aumenta la exposicion tisular y puede ser la causa de la mayor toxicidad y muerte en
la induccién observada. Estudios confirmatorios que validen estas asociaciones

pueden permitir su empleo como biomarcadores de la toxicidad de estos tratamientos.

6.3.2 Polimorfismos que afectan a enzimas metabolizadoras de antraciclinas

La ruta metabdlica de las antraciclinas incluye tres vias: 1) la hidroxilacion a un
alcohol secundario (idarubicinol para idarubicina), es la ruta metabdlica principal
realizada por CBR; 2) la reduccién de un electrén, en la que intervienen NQO1, NQO2
y NOS, entre otras; y 3) la desglicosilacién, en la que participa NQO1. Se evalué el
impacto de 7 polimorfismos en 5 genes de la via metabdlica de las antraciclinas
(CBR3: rs1056892, rs8133052, NQO1: rs1800566, NQO2: rs1143684, NOS3:
rs1799983, rs2070744, MnSOD: rs4880) en 225 pacientes adultos con LMA de novo.

Tras aplicar el modelo multivariable se observaron mayores tasas de RC con el
alelo salvaje T del polimorfismo NQO2 rs1143684 (Tabla 12) tanto cuando se compara
frente a RP vy la resistencia, asi como frente a cualquier resultado diferente de la RC.
En estudios previos el alelo variante de NQO2 rs1143684 se asocié con mayor

exposicidn a los metabolitos alcohdlicos de las antraciclinas, peor respuesta y mayor
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resistencia a las antraciclinas, de acuerdo con nuestros resultados. No se detectaron

diferencias en la RC con el resto de polimorfismos estudiados.

Tabla 12. Asociaciones significativas entre SNPs de genes de la via metabdlica de las
antraciclinas y las variables de eficacia

. . RC RP/RESIS Covariables .
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (IC95%) p-valor significativas OR (IC95%); p-valor
RC vs NQO2 IE ?11 gig gé gg'gg 04 (012_0 & | oo RCit: Favorable 0.2 (0,04-0,9): 0,037
RP/RESIS rs1143684 ce 4 (66,7) 2 (33.3) ND RCit: Intermedio 0,5 (0,01-0,3); <0,001
. . RC no RC Covariables .
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (IC95%) p-valor significativas OR (IC95%); p-valor
Edad: <65 afios 5,3 (2,1-13,5); 0,001
RC vs no NQO2 IZ iz Egg'gg g% Ej;'gg 05 (012_0 o | oozs | WBC:>50x10%L 0,5 (0,2-0,9): 0,037
RC rs1143684 ce 4 (50 ’O) 4 (50 b) ! N’D ! ’NS RCit: Favorable 0,3 (0,1-0,99); 0,046
' ' RCit: Intermedio 0,1 (0,03-0,3); <0,001

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; ND: no determinado; NQO2, NAD(P)H deshydrogenase quinone; NS, no
OR, odds ratio; RC, remision completa; RCit: riesgo citogenético; RP/RESIS:
parcial/resistencia; SNP, single nucleotide polymorphism; WBC, recuento de leucocitos.

significativo; respuesta

Respecto a la toxicidad, se detectaron diversas asociaciones significativas
(Tabla 13). El genotipo variante GG de CBR3 rs8133052 se relacion6 con menores
tasas de hepatotoxicidad (OR: 0,16; IC95%: 0,03-0,8; P=0,028), polimorfismo asociado
con una menor actividad de reductasa, no asociado previamente con la toxicidad. El
genotipo variante TT de NQOL rs1800566 se relacioné con mayor mucositis (OR: 6,8;
IC95%: 1,4-33,1; P=0,018), pero en cambio el heterocigoto CT mostré menor toxicidad
gastrointestinal (OR: 0,5; IC95%: 0,3-0,9; P=0,028) y mayor tiempo de recuperacion de
la trombocitopenia (OR: 3,2; 1C95%: 1,3-7,7; P=0,009). El alelo variante NQO1 se
relaciond con una pérdida completa de actividad enzimatica, favoreciendo el acumulo
de antraciclinas tisular, consecuencia de la reduccion del metabolismo. Por otro lado,
la variante homocigota CC del polimorfismo NQO2 rs1143684 se asocié con mayor
toxicidad gastrointestinal (OR: 13,6; 1C95%: 1,4-131,8; P=0,024), de acuerdo con

estudios previos que detectaron mayor toxicidad.

Tabla 13. Asociaciones significativas entre SNPs de genes de la via metabélica de las
antraciclinas y las toxicidades relacionadas con las antraciclinas

. . Grado 1-2 Grado 3-4 Covariables i
Toxicidad Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (IC95%) p-valor significativas OR (IC95%); p-valor
Sexo: varon 0,4 (0,2-0,9); 0,027
» CBR3 AA 43(75.4) 14.(24.6) L WBC: >50 x 109/L 3,0 (1,3-6,9); 0,011
Hepéatica AG 92 (76,7) 28 (23,3) ND NS L e .
rs8133052 GG 43 (93.5) 3(6,5) 0,16 (0,03-0,8) 0.028 Bilirrubina: >1,1 mg/dL 4,9 (1,5-15,6); 0,008
' ' ' ' ' ' LDH: >600 IU/L 3,4 (1,3-8,7); 0,012
) cC 75 (58,6) 53 (41,4) 1
GaStiglmeSt rsi\l8%(c))5166 cT 62 (72.1) 24 (27.9) 0,5 (0,3-0,9) 0,028 Ninguna
1T 7 (63,6) 4 (36,4) ND NS
NQO1 cC 119 (93,0) 9 (7,0) 1
Mucositis 11800566 CT 80 (93,0) 6 (7,0) ND NS Ninguna
TT 8 (72,7) 3(27,3) 6,8 (1,4-33,1) 0,018
) 1T 91 (65,9) 47 (34,1) 1
Gasf;‘zlme“ rsf‘ﬁg& . TC 51 (65.4) 27 (34.6) ND NS Edad: <65 afios 3,0 (1,1-8,4); 0,035
cc 2 (25,0) 6 (75,0) 13,6 (1,4-131,8) 0,024
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. . Grade 0-1 Grade 2-4 Covariables
0, - %) p-

Toxicidad Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (IC95%) p-valor significativas OR (IC95%); p-valor
NOS3 GG 45 (53,6) 39 (46.4) 1 Edad: <65 afios 92 ggéjgggf 9,008

Renal rs1799983 (T;I ﬁ Egi'gg fg 83% 0.4 (%‘O'g) O',\?gﬁ WBC: >50 x 109/L 3,4 (1,6-7,3); 0,002

! ! LDH: >600 IU/L 2,1 (1,1-4,2); 0,027

NOS3 cc 19 (48,7) 20 (51,3) 1 Sexo: varon 0,4 (0,2-0,8); 0,006

Hepética 152070744 CT 54 (36,2) 95 (63,8) ND NS Bilirrubina: >1,1 mg/dL | 9,7 (1,2-76,6); 0,031
TT 12 (34,3) 23 (65,7) 3,9 (1,3-11,9) 0,017 LDH: >600 IU/L 2,0 (1,02-3,8); 0,043

Abreviaturas: CBR3, Carbonyl Reductase 3; IC, intervalo de confianza; LDH: lactato deshidrogenasa; ND: no
determinado; NQO1, NAD(P)H deshydrogenase quinone 1; NQO2, NAD(P)H deshydrogenase quinone 2; NOS3, Nitric
Oxide Synthase 3; NS, no significativo; OR, odds ratio; SNP, single nucleotide polymorphism; WBC, recuento de
leucocitos.

Se asocié un efecto protector frente a la nefrotoxicidad con el genotipo
heterocigoto de NOS3 rs1799983 (OR: 0,4; IC95%: 0,2-0,8; P=0,006), asi como
tiempos de recuperacion de la trombocitopenia mas cortos con el alelo variante de ese
mismo SNP (OR: 0,2; 1C95%: 0,1-0,7; P=0,014; Tabla 14), ya habia sido asociado
previamente con un efecto protector frente a la cardiotoxicidad. En cambio, los
rs2070744 sufren mas
hepatotoxicidad (OR: 3,9; 1C95%: 1,3-11,9; P=0,017), asi como mayor tiempo de
recuperacion de la trombocitopenia con el genotipo variante TT de NOS3 rs2070744
(OR: 5,8; 1C95%: 1,5-23,1; P=0,013; Tabla 14), quiza relacionado con la menor
actividad de la enzima.

pacientes portadores del alelo variante de NOS3

Tabla 14. Asociaciones significativas entre SNPs de genes de la via metabdlica de las
antraciclinas y los tiempos de recuperacion frente a la toxicidad hematolégica

} } <27 dias 227 dias Covariables OR (IC95%); p-
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (IC95%) p-valor significativas valor
Tiempo NQO1 cC 61 (78,2) 17 (21,8) 1 _

recuperacion 11800566 CT 28 (58,3) 20 (41,7) 3,2(1,3-7,7) 0,009 Ninguna
trombocitopenia TT 5(83,3) 1(16,7) ND NS
Tiempo NOS3 GG 17(32,1) | 36(67.9) L WBC: >50 x 10%L | 0,3 (0,1-0,9); 0,032
recuperacion rs1799983 cr 25(439) | 32(56.1) ND NS Plaquetas: >40x109L | 0.4 (0,2-0,9); 0,036
trombocitopenia TT 12 (54,5) 10 (45,5) 0,2 (0,07-0,7) 0,014 ) ' oma
Tiempo NOS3 cC 13 (61,9) 8(38,1) 1
recuperacion 12070744 CT 36 (40,9) 52 (59,1) ND NS Ninguna
trombocitopenia T 5(22,7) 17 (77,3) 5,8 (1,5-23,1) 0,013

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; ND: no determinado; NQO1, NAD(P)H deshydrogenase quinone 1; NQO2,
NAD(P)H deshydrogenase quinone 2; NOS3, Nitric Oxide Synthase 3; NS, no significativo; OR, odds ratio; SNP, single
nucleotide polymorphism; WBC, recuento de leucocitos.
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6.3.3 Carcindgenos y enzimas neutralizantes de antineoplasicos

La eficacia y la toxicidad del tratamiento con antraciclinas en la LMA estan

mediadas en parte por las especies reactivas de oxigeno (ROS). La enzima NADPH

oxidasa es la principal fuente enddégena de ROS y un mediador clave del dafio

cardiaco oxidativo. Se evalué en 225 pacientes adultos con LMA de novo el impacto
de los polimorfismos de la NADPH oxidasa (CYBA: rs4673, NCF4: rs1883112, RAC2:

rs13058338).

El alelo variante CYBA se ha relacionado con una menor actividad de la enzima

y una menor formaciéon de ROS, y en nuestra cohorte la variante homocigota de CYBA

mostré una menor supervivencia global con el modelo recesivo (P=0,045; Figura 4)
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Figura 4. Curva de Kaplan Meier de supervivencia global en pacientes con LMA en
funcion del genotipo de CYBA rs4673.

En cambio, el alelo variante de RAC2 aumenta su expresion y la de NCF4, asi

como la generacion de ROS, y los alelos variantes de NCF4 y RAC2 se relacionaron
con una tasa de RC mas alta (P=0,035, P=0,016; Tabla 15).
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Tabla 15. Asociaciones significativas entre SNPs en genes de la NADPH oxidasa y

variables de eficacia.

. . RC RP/RESIS o Covariables o,
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (1C95%) p-valor significativas OR (1C95%); p-valor
GG 48 (65,8) 25 (34,2) 1
CRVsPR, NCF4 2(0,1-0.5); 1
R‘éSSIS/ 151883112 GA 52 (63,4) 30 (36,6) ND NS RCit: Adverso 0.2(0,1-0,5); <0,00
AA 32 (86,5) 5(13,5) 3,7 (1,1-12,8) 0,035
T 76 (63,3) 44 (36,7) 1
CRvsPR RAC2 2 (0,1 ; 1
R‘éSSIS/ 13059338 TA 50 (79,4) 13 (20,6) 2,8 (1,2-6,5) 0,016 RCit: Adverso 0.2 (0,1-0,5); <0,00
AA 6 (66,7) 3(33,3) ND NS

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; NCF4, Neutrophil cytosolic factor 4, ND: no determinado; NS, no

significativo; OR, odds ratio; RAC2, Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2; RC: remision completa; RCit: riesgo

citogenetico; RESIS, resistance; RP: respuesta parcial; SNP, single nucleotide polymorphism

Se asocié la cardiotoxicidad inducida por antraciclinas con la variante
homocigota de NCF4 (P=0,012; Tabla 16) y el genotipo heterocigoto de CYBA

(P=0,027; Tabla 16), resultados consistentes con estudios previos. Se encontraron

nuevas asociaciones con el alelo variante de CYBA y menor toxicidad pulmonar y

gastrointestinal (P=0,040, P0=0,016; Tabla 16), y un efecto protector frente a la

nefrotoxicidad con la variante homocigota RAC2 (P=0,050; Tabla 17).

Tabla 16. Asociaciones significativas entre SNPs en genes de la NADPH oxidasa y la

toxicidad inducida por antraciclinas (grado 0-1 vs 2-4).

Toxicidad Gen/SNP Genotipos Gr:d(c;{)())-l Gr:d((:/)z-" OR (1C95%) p-valor Covariables significativas OR (1€C95%); p-valor
(J
66 77(91,7) 7(8,3) 1 Edad: <65 a,nos 0,2 (0,1-0,6); 0,002
. NCF4 Sexo: varén 0,4 (0,1-0,96); 0,042
Cardiaca GA 82 (84,5) 15 (15,5) ND NS
rs1883112 AA 34 (77.3) 10(22.7) 5,2 (1,4-18,9) 0012 WBC: >50 x 10%/L 3,1(1,2-8,2); 0,019
! ! e ’ ’ Creatinina:>1,4mg/dL 7,0 (1,4-35,6);0,020
oo | & | pma | s | s k| a2(0108,00
Cardiaca cT 90 (90,0) 10 (10,0) 0,3 (0,1-0,9) 0,027 : A0 S
rs4673 T 28 (82.4) 6 (17,6) ND NS WBC: >50 x 10%/L 3,1(1,2-8,2); 0,019
’ ! Creatinina:>1,4mg/dL 7,0 (1,4-35,6);0,020
VA cc 68 (75,6) 22 (24,4) 1
Pulmonar 14673 cT 86 (86,0) 14 (14,0) 0,5 (0,2-1,03) 0,058 Edad: <65 afios 0,3 (0,1-0,7); 0,005
T 31(91,2) 3(8,8) 0,3 (0,06-0,9) 0,040
cvea cc 54 (60,0) 36 (40,0) 1
Gastrointestinal rs4673 cT 61 (61,0) 39 (39,0) ND NS Ninguna
T 28 (82,4) 6 (17,6) 0,3 (0,1-0,8) 0,016

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; CYBA, Cytochrome b-245, alpha polypeptide; NCF4, Neutrophil cytosolic

factor 4; ND: no determinado; NS, no significativo; OR, odds ratio; SNP, single nucleotide polymorphism; WBC,

recuento de leucocitos

Tabla 17. Asociaciones significativas entre SNPs en genes de la NADPH oxidasa y la

toxicidad inducida por antraciclinas (grado 0 vs 1-4).

Toxicidad Gen/SNP Genotipos Gr?]d(c‘)y())-l Gr:d(c;{’)z-4 OR (1C95%) p-valor Covariables significativas OR (1€C95%); p-valor
0,
RAC2 T 76 (57,1) 57 (42,9) 1 Edad: <65 afios 0,2 (0,1-0,6); 0,002
Renal 1<13058338 TA 51 (64,6) 28 (35,4) ND NS WBC: >50 x 109/L 2,9 (1,3-6,3); 0,007
AA 10 (76,9) 3(23,1) 0,2 (0,03-0,99) 0,050 LDH: >600 IU/L 2,0 (1,0,2-4,0); 0,043

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; LDH, Lactato deshidrogenasa; ND: no determinado; NS, no significativo; OR,

odds ratio; RAC2, Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2; SNP, single nucleotide polymorphism; WBC, recuento

de leucocitos
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Ademds, la variante homocigota RAC2 estaba relacionada con un menor

tiempo de recuperacion de la trombocitopenia (P=0,026; Tabla 18). Este estudio apoya

el interés de los polimorfismos de la NADPH oxidasa con respecto a la eficacia y la

toxicidad de la terapia de induccién en LMA, de una manera integrada y coherente.

Tabla 18. Asociaciones significativas entre SNPs en genes de la NADPH oxidasa y la
toxicidad hematologica.

. . <27 dias 227 dias o Covariables o,
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (1C95%) p-valor significativas OR (1C95%); p-valor
Ti TT 2 4 2 1 WBC: > 10%/L
iempo de RAC2 8 (36,8) 8 (63,2) 50 x 109/ 0,3 (0,1-0,9); 0,032
recuperacion rs13058338 TA 22 (44,0) 28 (56,0) ND NS Recuento plaquetas: 0.3 (0.1-0,9): 0,021
trombocitopenia AA 4 (66,7) 2(33,3) 0,1 (0,02-0,8) 0,026 >40x10°%/L T e

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; ND: no determinado; NS, no significativo; OR, odds ratio; RAC2, Ras-related
C3 botulinum toxin substrate 2; SNP, single nucleotide polymorphism; WBC, recuento de leucocitos

6.4 Polimorfismos que afectan a la via metabolica de la citarabina
6.4.1 Polimorfismos que afectan a enzimas metabolizadoras de citarabina

La citarabina se considera el agente quimioterapico mas efectivo en LMA. Se
evaluo el impacto de 10 polimorfismos en los genes de la via metabdlica de la
citarabina (DCK: rs2306744, rs11544786, rs4694362; CDA: rs2072671, rs3215400,
rs532545, rs602950; NT5C2: rs11598702; RRM1: rs9937; NMEL: rs2302254) en 225

pacientes adultos con LMA de novo.

La DCK es la enzima limitante en la activacion de la citarabina, y su SNP se ha
relacionado con mayor actividad enzimatica y mayor supervivencia, y en nuestra
cohorte el alelo variante de DCK rs2306744 obtuvo mayor tasa de RC (P=0,024; Tabla
19). Ademas los alelos menores de DCK rs2306744 y rs4694362 se asociaron con

mucositis

(P=0,046;

respectivamente.

Tabla 20) vy

trombocitopenia

(P=0,046;

Tabla 21),

Tabla 19. Asociaciones significativas entre SNPs en genes de la via metabdlica de la
citarabinay las variables de eficacia.

. . RC RP/RESIS Covariables .
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (1C95%) p-valor significativas OR (1C95%); p-valor
RCvs DCK GG 116 (66,7) 58 (33,3) 1 . ]
PR/RESIS 152306744 GA 15(88,2) 2(11,8) 10,1 (1,2-85,5) 0,034 RCit: Adverso 0,2(0,1-0,4); <0,001
. . RC No RC Covariables
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (1C95%) p-valor significativas OR (1C95%); p-valor
RCvs n0.RC DCK GG 116 (56,6) 89 (43,4) 1 Edad: 265 afios 0,2 (0,1-0,5); <0,001
rs2306744 GA 15 (83,3) 3(16,7) 6,2 (1,3-30,2) 0,024 RCit: Adverso 0,2 (0,1-0,5); <0,001
oA T 46 (57,5) 34 (42,5) 1 Edad: 265 afios 0,2 (0,1-0,6); 0,002
RCvs no-RC 15602950 TC 58 (53,7) 50 (46,3) ND NS WBC: >50 x 10%/L 0,4 (0,2-0,9); 0,023
cc 27 (75,0) 9 (25,0) 3,0 (1,02-8,8) 0,045 RCit: Adverso 0,1 (0,03-0,4); <0,001
Muerte RC Covariables
Variable Gen/SNP Genotipos induccién OR (1€C95%) p-valor . OR (1€95%); p-valor
n (%) significativas
n (%)
AA 3(7,7) 36 (92,3) 1 -
Muerte RRM1 Edad: 265 afios 0,1 (0,02-0,2); <0,001
) o AG 23 (29,5) 55 (70,5) 0,2 (0,03-0,9) 0,033 . . ’
induccién rs9937 GG 7 (14,9) 40 (85.1) ND NS WABC: >50 x 109/L 0,1 (0,03-0,4); <0,001
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Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; CDA, Cytidine deaminase; DCK, Deoxycytidine kinase; ND: no determinado;
NS, no significativo; OR, odds ratio; RC: remision completa; RCit: riesgo citogenetico; RP: respuesta parcial; RESIS,
resistance; RRM1, Ribonucleotide reductase catalytic subunit M1; SNP, single nucleotide polymorphism

Tabla 20. Asociaciones significativas entre SNPs en genes de la via metabdlica de la
citarabinay latoxicidad inducida por antraciclinas (grado 0 vs 1-4 y grado 0-1 vs 2-4).

1-4
Toxicidad Gen/SNP Genotipos G:‘a:;)o G’:d(‘;) OR (1C95%) p-valor Covariables significativas OR (1C95%); p-valor
A A
CDA GG 29 (35,8) 52 (64,2) 1 Edad: 265 afios 0,3 (0,1-0,7); 0,003 0,5
Cutanea 15532545 GA 35 (25,2) 104 (74,8) 2,0(1,1-3,9) 0,031 WBC: >50 x 109/L (0,2-0,95); 0,036
AA 1(20,0) 4(80,0) ND NS Creatinina:>1,4mg/dL 0,2 (0,03-0,6) 0,011
CDA T 29 (36,3) 51(63,8) 1 Edad: 265 afios 0,3 (0,1-0,7); 0,004
Cutanea 15602950 TC 29 (26,9) 79 (73,1) 1,9 (1,0-3,8) 0,056 WBC: >50 x 10°/L 0,5 (0,2-0,9); 0,035
CcC 7 (19,4) 29 (80,6) 2,8 (1,0-7,6) 0,049 Creatinina:>1,4mg/dL 0,2 (0,04-0,7) 0,012
. DCK GG 128 (62,4) 77 (37,6) 1 o
> 08):
Mucositis r$2306744 GA 7(38,9) 11 (61.1) 2,8 (1,02-7,8) 0,046 Edad: 265 afios 0,3 (0,1-0,8); 0,020
Toxicidad Gen/SNP Genotipos Gr:d(g/())-l Gr?‘d(g/)z-ll OR (1C95%) p-valor Covariables significativas OR (1C95%); p-valor
0, 0,
DK T 75(77,3) 22(22,7) 1
Pulmonar 154694362 TC 88 (88,9) 11(11,1) 0,4 (0,2-0,9) 0,031 Edad: 265 afios 3,0 (1,2-7,3); 0,016
cc 22 (78,6) 6 (21,4) ND NS
: ¢ 4 (0,2- ; 2
NT5C2 T 88 (80,0) 22 (20,0) 1 Sexo: varon 04(0,2-0,9); 0,028
. WABC: >50 x 109/L 3,3 (1,4-7,7); 0,006
Hepatica rs1159870 TC 76 (81,7) 17 (18,3) ND NS - R
5 cc 15 (71.4) 6(28.6) 41 (1,1-14,5) 0,032 Bilirrubina: >1,1 mg/dL 5,7 (1,9-16,6); 0,002
’ ! ! ! ’ ’ LDH: >600 IU/L 3,5(1,4-9,0); 0,01

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; CDA, Cytidine deaminase; DCK, Deoxycytidine kinase; LDH, Lactato
deshidrogenasa; ND: no determinado; NS, no significativo; NT5C2, 5'-Nucleotidase cytosolic Il; OR, odds ratio; RCit:
riesgo citogenetico; RRM1, Ribonucleotide reductase catalytic subunit M1; SNP, single nucleotide polymorphism;

WBC, recuento de leucocitos

Tabla 21. Asociaciones significativas entre SNPs en genes de la via metabdlica de la
citarabinay la toxicidad hematologica.

. . <30 dias 230 dias o Covariables .
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (1C95%) p-valor significativas OR (1C95%); p-valor
Tiempo de DCk T 38 (66,7) 19 (33,3) 1
recuperacion 154694362 TC 45 (77,6) 13 (22,4) 0,4 (0,16-0,98) 0,046 Ninguna
trombocitopenia cc 10 (62,5) 6(37,5) ND NS

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; DCK, Deoxycytidine kinase; ND: no determinado; NS, no significativo; OR,
odds ratio; SNP, single nucleotide polymorphism.

La CDA es la principal enzima responsable de la desaminacién irreversible de
la citarabina. Se observaron tasas de supervivencia mas bajas para los alelos
variantes de CDA rs2072671 (SG: P=0,015; EFS: P=0,045; SLR: P=0,032; Tabla 22 y
rs3215400 (SLR: P=0,033; Tabla 22 y Figura 6), probablemente

relacionado con una mayor actividad de CDA. En cambio el alelo variante de CDA

Figura 5),

rs602950 obtuvo mayor tasa de RC (P=0,045; Tabla 19), mayor supervivencia (SG:
P=0,039; EFS: P=0,014; Tabla 22 y Figura 7). Ademas, los alelos variantes de CDA
rs532545 y rs602950 se relacionaron con toxicidad cutanea (P=0,031; P=0,049; Tabla
20).
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Tabla 22. Asociaciones significativas entre SNPs en genes de la via metabdlica de la
citarabinay las distintas tasas de supervivencia (SG, EFS, SLR).

Variable Gen/SNP Genotipos None;i/e;lto E:i;t)o HR (1C95%) p-valor Covariables significativas HR (1C95%); p-valor
6 6
~ AA 12 (46,2) 14 (53,8) 1 Edad: 265 afios 2,8 (1,7-4,5); <0,001
SG(: 'Zsr : :a")°5 rszg?;m L AC 26(23,9) 83 (76,1) 2,2 (1,2-4,1) 0,015 WBC: >50 x 109/L 2,3 (1,5-3,8); <0,001
€ cc 9 (50,0) 9 (50,0) ND NS RCit: Adverso 2,2 (1,4-3,5); 0,001
- AA 11(42,3) 15 (57,7) 1 Edad: 265 afios 2,7 (1,7-1,7); <0,001
EF?F? '3::51')'“ rszg?;m L AC 17 (15,6) 92 (84,4) 1,9 (1,01-3,4) 0,045 WBC: >50 x 109/L 2,1(1,3-3,2); <0,001
€ cc 9 (50,0) 9 (50,0) ND NS RCit: Adverso 2,0 (1,3-3,1); 0,003
- AA 11 (84,6) 2 (15,4) 1
SLTF? '3:355:2;‘05 rszg?;671 AC 17 (44,7) 21(55,3) 9,1(1,2-68,6) 0,032 WBC: >50 x 109/L 2,9 (1,1-7,7); 0,029
g cc 9(90,0) 1(10,0) ND NS
R o los 5 afos on DEL/DEL 16 (72,7) 6(28,3) 1 Recuento plaquetas: >40 0.4 (0,1-0,9); 0,032
(Figora ) <3919400 DEL/C 12 (48,0) 13 (52,0) 3,3(1,1-9,9) 0,033 x 109/L 31 (1284}, 0,026
8 cc 9 (64,3) 5(35,7) ND NS ECOG: 2-4 2 ALESAk T,
Edad: 265 afios 2,5(1,5-4,1); <0,001
ins 20(37 4 1
SG a los 5 afios CDA 0(37,0 34(63,0) WBC: >50 x 109/L 2,0 (1,3-3,2); 0,004
A TC 14 (18,9) 60 (81,1) 1,7 (1,03-2,6) 0,039 ;
(Figura 7a) rs602950 cc 13 (54.2) 11 (45.8) ND NS RCit: Adverso 1,8(1,1-2,8); 0,019
! ! Creatinina:>1,4mg/dL 2,4 (1,03-5,8); 0,043
- ™ 13 (24,1) 41 (75,9) 1 Edad: 265 afios 2,7 (1,7-4,4); <0,001
EFfF‘? '3;571')‘“ < 6%2:5 o TC 11(14,9) 63 (85,1) ND NS WBC: >50 x 10%/L 1,9 (1,3-3,0); 0,003
8 cc 13 (54,2) 11 (45,8) 0,4 (0,2-0,8) 0,014 RCit: Adverso 1,7 (1,1-2,7); 0,019
Edad: 265 afios 2,6 (1,6-4,3); <0,001
) AA 16 (44,4) 20 (55,6) 1 WBC: >50 x 10%/L 1,9 (1,2-3,0); 0,001
1
%6 ?F:C’Z rsa ‘;’:;S £§g7 AG 14 (21,5) 51(78,5) 2,0(1,1-3,5) 0,021 ECOG: 2-4 1,6 (1,04-2,6); 0,033
8 GG 17 (32,7) 35 (67,3) ND NS RCit: Adverso 2,1(1,3-3,3); 0,001
Creatinina:>1,4mg/dL 2,4 (1,02-5,7); 0,045
- AA 12 (75,0) 4(25,0) 1
L 1
> R“‘;"i 'cl’fr : ;S)OS £§g7 AG 11 (47,8) 12(52,2) | 3,8(1,02-143) | 0,047 Creatinina:>1,4mg/dL 7,4(1,5-37,2); 0,015
8 GG 14 (63,6) 8 (36,4) ND NS

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; CDA, Cytidine deaminase; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; EFS,
supervivencia libre de evento; HR, hazard ratio; ND: no determinado; NS, no significativo; RCit: riesgo citogenético;
RRM1, Ribonucleotide reductase catalytic subunit M1; SG, supervivencia global; SLR, supervivencia libre de recaida;
SNP, single nucleotide polymorphism; WBC, recuento de leucocitos

*El evento es la muerte en SG; el fallo de tratamiento, muerte o recaida en EFS; y la recaida en SLR.
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Figura 5. Curvas de Kaplan Meier de supervivencia a los 5 afios (SG, EFS, SLR) en
pacientes con LMA en funcién del genotipo de CDA 79A>C rs2072671.
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Figura 6. Curva de Kaplan Meier de supervivencia libre de recaida a los 5 afios (SLR)
en pacientes con LMA en funcion del genotipo de CDA 33DEL>C rs3215400.
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Figura 7. Curvas de Kaplan Meier de supervivencia a los 5 afios (SG, EFS) en
pacientes con LMA en funcién del genotipo de CDA 92T>C rs602950.

RRML1 cataliza la reduccion de ribonucleétidos a desoxirribonucleétidos para la
sintesis de ADN, y su actividad esta directamente asociada con la sensibilidad o
resistencia a citarabina. Se correlacioné el alelo variante de RRM1 rs9937 con mayor
muerte en induccion (P=0,033; Tabla 19) y las tasas de supervivencia mas bajas (SG:
P=0,021; SLR: P=0,047; Tabla 22 y Figura 8), de acuerdo con resultados previos.
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Figura 8. Curvas de Kaplan Meier de supervivencia a los 5 afios (SG, SLR) en
pacientes con LMA en funcién del genotipo de RRM1 2455A>G rs9937.
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NT5C2 tiene una actividad opuesta a la de DCK al desfosforilar la citarabina
trifosfato. El alelo variante de NT5C2 rs11598702 se asocié con hepatotoxicidad
(P=0,032; Tabla 20) y la toxicidad pulmonar (P=0,031; Tabla 20). Este estudio
respalda el interés de los polimorfismos de la via metabdlica de la citarabina en
relacion con la eficacia y la toxicidad de la terapia de LMA de una manera integrada y
coherente.

También se ha realizado un andlisis multivariable incluyendo todos los SNPs y
los SNPs

individualmente se mantienen tras este andlisis (Tabla 23), lo que refuerza la

las covariables. Muchas de las asociaciones detectadas analizando
influencia de estos SNPs sobre la eficacia y la toxicidad en LMA. Sin embargo, en
algunas asociaciones con valores de p cercanos a 0,05 en analisis de asociacion
SNPs individuales, la significacion estadistica desaparecié después tras el reandlisis.
Ademas, se obtuvieron tres nuevas asociaciones con toxicidades inducidas por
citarabina, incluyendo mayor hepatotoxicidad con el alelo variante de DCK rs4694362
(p=0,010; Tabla 23), mayor neurotoxicidad con el alelo variante de NT5C2 rs11598702
(p=0,040; Tabla 23) y mayor TTR con el alelo variante de CDA rs602950 (p=0,026;
Tabla 23).

Tabla 23. Asociaciones significativas entre las variables de eficacia y toxicidad tras el

andlisis multivariable incluyendo todos los SNPs.

. . RC RP/RESIS o Covariables .
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (1C95%) p-valor significativas OR (1C95%); p-valor
DCK GG 116 (66,7) 58 (33,3) 1 . .
RC vs PR/RESIS 1$2306744 GA 15 (83,2) 2(11.8) 11,4 (1,2-112,8) 0,038 RCit: Adverso 0,2 (0,1-0,4); <0,001
. . RC No RC o Covariables o/,
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (1€C95%) p-valor significativas OR (1€95%); p-valor
RCvS N0.RC DCK GG 116 (56,6) 89 (43,4) 1 Edad: 265 afios 0,2 (0,1-0,5); 0,001
rs2306744 GA 15 (83,3) 3(16,7) 6,3 (1,3-30,6) 0,023 RCit: Adverso 0,3 (0,1-0,5); <0,001
Muerte RC Covariables
Variable Gen/SNP Genotipos induccién OR (1€C95%) p-valor C . OR (1€95%); p-valor
n (%) significativas
n (%)
AA 3(7,7) 36 (92,3) 1 ] ~ ]
Muerte induccion RRM1 AG 23 (29,5) 55 (70,5) 0,2 (0,03-0,9) 0,033 Edad: 265 afios 0,1(0,02-0,2); <0,001
rs9937 WBC: >50 x 10%/L 0,1 (0,03-0,4); 0,001
GG 7(14,9) 40 (85,1) ND NS
- . Grado 0-1 Grado 2-4 Covariables
Toxicidad Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (1C95%) p-valor significativas OR (1C95%); p-valor
ek TT 75 (77,3) 22 (22,7) 1
Pulmonar 154604362 TC 88 (88,9) 11 (11,1) 0,3 (0,1-0,8) 0,019 Edad: 265 afios 3,7 (1,5-9,4); 0,006
cc 22 (78,6) 6 (21,4) ND NS
Sexo: varén 0,3 (0,1-0,8); 0,010
N NT5C2 m 88 (80,0) 22(200 L WBC: >50 x 10%/L 3,7 (1,5-9,2); 0,005
Hepatica TC 76 (81,7) 17 (18,3) ND NS . .
rs11598702 cc 15 (71.4) 6 (28,6) 5.4 (1,4-20,7) 0014 Bilirrubina: >1,1 mg/dL 4,6 (1,5-14,3); 0,008
! ! ! ! ! ! LDH: >600 IU/L 3,6 (1,3-9,6); 0,011
Sexo: varén 0,3 (0,1-0,8); 0,010
. DCK m 80(82)%) 17(17,5) L WBC: >50 x 10%/L 3,7 (1,5-9,2); 0,005
Hepética* TC 79 (79,8) 20(20,2) ND NS T
rs4694362 cc 20 (71.4) 8 (28,6) 5,1 (1,5-17,5) 0010 Bilirrubina: >1,1 mg/dL 4,6 (1,5-14,3); 0,008
’ ! ! ! ! ’ LDH: >600 IU/L 3,6 (1,3-9,6); 0,011
NTSC2 T 104 (94,5) 6 (5,5) 1
Neuroldgica* rs11598702 TC 81(87,1) 12 (12,9) 3,5(1,1-11,6) 0,041 Ninguna
cc 18 (85,7) 3(14,3) 5,6 (1,1-29,1) 0,040
. . <27 dias 227 dias Covariables
Variable Gen/SNP Genotipos n (%) n (%) OR (1€C95%) p-valor significativas OR (1€95%); p-valor
Tiempo de oA T 35 (76,1) 11 (23,9) 1 .
recuperacion 15602950 TC 36 (62,1) 22 (37,9) 2,6 (1,1-6,2) 0026 Ninguna
trombocitopenia* cC 22 (81,5) 5(18,5) NS ’
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Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; CDA, Cytidine deaminase; DCK, Deoxycytidine kinase; ND: no determinado;
NS, no significativo; NT5C2, 5'-Nucleotidase cytosolic Il; OR, odds ratio; RC: remision completa; RCit: riesgo
citogenetico; RP: respuesta parcial; RESIS, resistencia; RRM1, Ribonucleotide reductase catalytic subunit M1; SNP,
single nucleotide polymorphism; WBC, recuento de leucocitos.

* Nueva asociacion después del andlisis multivariante que incluye todas las variables de eficacia y toxicidad y todos
los SNPs, no detectados previamente en analisis de asociacidn de los SNPs individuales.

6.4.2 Polimorfismos en genes relacionados con la respuesta a la citarabina

En una serie previa con 232 pacientes pediatricos con LMA se relacionaron
varios nuevos SNPs implicados en la citotoxicidad de la citarabina con la respuesta al
tratamiento'®. Nuestro estudio es el primero realizado en una cohorte de pacientes
adultos con LMA que analiza la influencia de estos SNPs en la eficacia y toxicidad de
la citarabina. Se analizaron los 6 polimorfismos que habian demostrado mayor
importancia clinica en el estudio previo (gen no identificado: rs12036333, rs10758713,
rs9883101, rs6550826, IRX2: rs2897047, MCC: rs7729269) en una cohorte de 225
adultos pacientes en el diagndstico inicial de LMA y tratados con un esquema de

induccion 7+3 de citarabina mas idarubicina.

Con respecto a la respuesta, no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la RC con ninguno de los SNPs incluidos. Esta variable no se evalud
en la cohorte pediatrica previa!®® y hasta ahora no se ha detectado ninguna asociacion
entre estos polimorfismos y RC. Los alelos variante de rs12036333 y rs10758713
reprodujeron las asociaciones con menores tasas de supervivencia ya obtenidas
anteriormente (Tabla 24 y Figura 9). Los alelos variante de rs9883101 y rs6550826
también se relacionaron con menor supervivencia, en concordancia con la mayor
citotoxicidad inducida por citarabina observada la cohorte de pacientes
pediatricos(Tabla 24). Sin embargo, detectamos algunos hallazgos discordantes entre
las cohortes de LMA en pacientes adultos y pediatricos. Se observdé mayor

supervivencia en pacientes con genotipo heterocigoto de IRX2 rs2897047 (Tabla 24).
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Tabla 24. Asociaciones significativas entre los
citotoxicidad de la citarabinay las distintas tasas

nuevos SNPs relacionados con la
de supervivencia (SG, EFS, SLR).

Resultados significativos

Gen/SNP Variable Genotipos No evento Evento HR (1C95%) p-valor (':ov'a'nab'les HR (1C95%); p-valor del estudio Gamazon et
n (%) n (%) significativas al.183
12036333 | ik aloss GG 26(553) | 21(44,7) 1 ngf.sgaxrclagg 4| 24(L248;0011 | Genotipo variante AA
afios GA 11 (36,7) 19 (63,3) 2,2 (1,1-4,3) 0,024 Recuer.\to plaquetas: 0,4 (0,2-0,8); 0,012 mostré |, SG (p=0,015),
(Figura 8) AA 0(0) 5(100,0) 35,6 (8,6-147,0) <0,001 40 x 109/L ’ 8,3 (2,3-30,1); 0,001 MRM (p=0,0037) y D
= citotoxicidad de citarabina
SLRalos5 66 26(650) | 14 (350) ! Edad: 265 afios 3,8(1,1-12,6); 0,032 | en LCL (p=1,31x10%)
afios GA 11 (61,1) 7 (38,1) ND NS Recuento plaquetas: 0,3 (0,1-0,9); 0,029
AA 0(0) 5 (100,0) 83,0 (9,7-706,9) <0,001 >40 x 109/L ’ T
Genotipo variante AA
SLRalos 5 GG 33 (66,0) 17 (44,0) 1 mpstré ‘slfSG (p=0,‘026) y ™
rs10758713 afios GA 4 (40,0) 6 (60,0) 2,8(1,0-7,7) 0,050 Edad: 265 afios 4,1(1,2-14,4); 0,025 citotoxicidad de citarabina
AA 0(0) 1(100) 9,8 (1,2-83,6) 0,037 en LCL
(p=3,25x10°)
Edad: 265 afios 3,0 (1,8-4,9); <0,001
SGalos5 ié ;2 g:'i; 451(1) :Zg'éi 06 (014_0 9) 0.009 WBC: >50 x 109/L 1,8 (1,1-2,9); 0,011 Genotipo variante CC
afios cc 5 (26 '3) 14 (73'7) ’ N’D ! ,NS E‘COG: 2-4 1,6 (1,1-2,6); 0,031 mostré PTRM (p=0,0014)
rs9883101 ! ! RCit: Adverso 2,0 (1,3-3,2); 0,002 y " citotoxicidad de
SiRaloss AA 14 (82,4) 3(17,6) 1 A citarabina en LCL
afios AC 19 (54,3) 16 (45,7) ND NS Albumina: >3,5 g/dL 0,3 (0,1-0,8); 0,020 (p=4,26x106)
CcC 4 (44,4) 5 (65,6) 8,3 (1,8-39,7) 0,008
Edad: 265 afios 3,0 (1,9-5,0); <0,001
SGalos5 (C:g ;é Eig’g; 2: E;g’;; 06 (014_0 9) 0011 WBC: >50 x 10%/L 1,8 (1,1-2,8); 0,015 Genotipo variante GG
afios GG 4(23 '5) 13 (76,5) ’ N'D ! ,NS ECOG: 2-4 1,6 (1,04-2,6); 0,032 mostré TTRM (p=0,0123)
rs6550826 ! ! RCit: Adverso 2,0 (1,3-3,2); 0,003 y 1 citotoxicidad de
SLR alos 5 cc 15 (78,9) 4(21,1) 1 citarabina en LCL
afios CG 19 (54,3) 16 (45,7) ND NS Albumina: >3,5 g/dL 0,4 (0,1-0,9); 0,029 (p=5,4x10¢)
GG 3(42,9) 4(57,1) 6,3 (1,4-28,2) 0,016
Edad: 265 afios Genotipo variante TT
) 3 2,9 (1,8-4,7); <0,001 . 3
rs2897047 afios cr 22 (38,6) 35 (61,5) 0,6(0,4-09) 0,019 RCit: Adverso 1,6 (1,04-3,6); 0,032 y U citotoxicidad (,:Ie
T 6 (40,0) 9 (60,0) ND NS - 2,3 (1,4-3,6); 0,001 . .
Creatinina:>1,4mg/d 2,4 (1,02-5,7); 0,045 citarabina en LCL
L e (p=4,06x10-%)
Genotipo variante CC
mostré P Citotoxicidad de
mce: citarabina en LCL
157729269 No se obtuvieron asociaciones significativas entre este SNP y las tasas de supervivencia en nuestro estudio (p=3,67x107) y

“Msensibilidad ex vivo a
citarabina (IC%°) en blastos
de LMA (p=0,039)

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; EFS, supervivencia libre de
evento; EMR, enfermedad minima residual; HR, hazard ratio; IRX2, Iroquois homeobox 2; LCL, Lineas celulares
linfoblasticas; LMA: leucemia mieloide aguda; ND: no determinado; NS, no significativo; RCit: riesgo citogenético;

SG, supervivencia global; SLE, supervivencia libre de enfermedad; SLR, supervivencia libre de recaida; SNP, single

nucleotide polymorphism; TRM, mortalidad relacionada con el tratamiento; WBC, recuento de leucocitos

*El evento es la muerte en SG; el fallo de tratamiento, muerte o recaida en EFS y SLE; y la recaida en SLR.
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Figura 9. Curva de Kaplan Meier de supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios en
pacientes con LMA en funcién del genotipo de rs12036333.

El genotipo heterocigoto de MCC rs7729269 se asocio con una mayor toxicidad
inducida por citarabina (renal, hepatica, pulmonar y cutanea; Tabla 25), mientras que
el alelo variante se relacioné con una reduccion en el tiempo de recuperacién de la
trombocitopenia (Tabla 25). Este estudio confirma la influencia en tasas de
supervivencia de estos polimorfismos en pacientes adultos con LMA. Se detectaron
nuevas asociaciones entre los SNPs de MCC y la toxicidad de citarabina, que

deberian validarse con estudios prospectivos con mayor tamafio muestral.

Tabla 25. Asociaciones significativas entre nuevos SNPs relacionados con la
citotoxicidad de la citarabinay la toxicidad (grado 0-1 vs 2-4).

Toxicidad Gen/SNP Genotipos Gr:d(‘;)(;-l Gr:d(c;))2-4 OR (1C95%) p-valor s?:r‘\li:::::?i:?ass OR (1C95%); p-valor
vcC TT 125 (89,9) 14 (10,1) 1
Renal 17729260 TC 55 (82,1) 12 (17,9) 2,8(1,1-7,4) 0,033 Edad: 265 afios 5,4 (2,0-14,6); 0,001
cc 15 (83,3) 3(16,7) ND NS
Sexo: varén 0,4 (0,2-0,8); 0,015
T 118 (84,9) 21 (15,1) 1 ’ 5 ’
Hepética mcc TC 46 (68,7) 21(313) 2,4 (1,1-5,5) 0,034 _WBC: >50 x 10°/L 28 (1,2-6,4); 0,016
rs7729269 cc 14 (77.8) 4(222) ND NS Bilirrubina: >1,1 mg/dL 5,7 (1,9-17,4); 0,002
! ! LDH: >600 IU/L 3,3(1,3-8,2); 0,011
vce T 123 (88,5) 16 (11,5) 1
Pulmonar 17729260 TC 49 (73,1) 18 (26,9) 2,7 (1,2-6,2) 0,019 Edad: 265 afios 3,7 (1,5-9,3); 0,005
cc 13 (72,2) 5(27,8) ND NS
vcC T 101 (72,7) 38 (27,3) 1
Cutanea 17726260 TC 35(52,2) 32 (47,8) 2,9 (1,5-5,6) 0,002 Albumina: >3,5 g/dL 2,0 (1,1-3,8); 0,031
cc 12 (66,7) 6 (33,3) ND NS
p > . "
Variable Gen/SNP Genotipos <2n7(;:|6|)as -2n7 ((;gs OR (1C95%) p-valor s(i:;r::;;::)i:f:s OR (1C95%); p-valor
Tiempo de T 25 (32,9) 51(67,1) 1 Edad: 265 afios .
recuperacion rs7l;/;C9C269 TC 20 (46,5) 23 (53,5) 0,4 (0,2-0,9) 0,036 Recuento plaquetas: %2;(?6011-00;?)).,00601378
trombocitopenia* cc 9 (75,0) 3(25,0) 0,1 (0,02-0,5) 0,006 >40 x 10%/L T

Abreviaturas: IC, intervalo de confianza; LDH, Lactato dehidrogenasa; MCC, mutated in colorectal cancers; ND: no
determinado; NS, no significativo; OR, odds ratio; SNP, single nucleotide polymorphism; WBC, recuento de
leucocitos
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Discusioén

Los resultados de este trabajo de Tesis muestran que una estrategia de
medicina personalizada basada en la PGt de antraciclinas y citarabina puede significar
una mejoria en los resultados terapéuticos en LMA, permitiendo optimizar las pautas
de quimioterapia con el objetivo de mejorar la eficacia y reducir o al menos controlar la
toxicidad farmacoldgica en funcion de los SNPs de cada paciente. En este estudio se
analizé el genotipo de una cohorte de 225 pacientes adultos con LMA, y se
correlacionaron sus variantes genéticas de las vias metabdlicas de idarubicina y
citarabina con la efectividad y toxicidad del tratamiento de induccion. A continuacién
vamos a discutir los resultados obtenidos para los principales polimorfismos

analizados en esta tesis.

El impacto de los polimorfismos ABCB1 sobre la eficacia del tratamiento en
pacientes con LMA ha sido ampliamente estudiado en la literatura®6-4859-555859 | gg
alelos variantes de los SNPs que hemos evaluado producen una menor expresion de
la bomba y, en consecuencia, una menor expulsion de las antraciclinas, lo que mejora
el éxito de la terapia de induccion y aumenta potencialmente la toxicidad. En nuestro
estudio no encontramos asociaciones entre los SNPs de ABCB1 y la RC, al igual que
otros estudios*4850% y yn metanalisis®®, pero en cambio otros estudios asociaron
estos SNPs con aumentos®®® o disminuciones*” en la tasa de RC. En cambio,
observamos que: a) el haplotipo de variante triple ABCB1 se asocié a una mayor
muerte por induccion; b) este haplotipo y las variantes aisladas de SNPs de ABCBL1 se
asociaron con toxicidades organicas mas altas (renal y hepética). Hasta la fecha
ningun estudio ha analizado las causas de fracaso de la quimioterapia de induccion en
relacion con los SNPs de ABCB1, como la muerte por induccién y la resistencia
leucémica. De igual modo, su relacién con la toxicidad has sido poco estudiada y sin
resultados significativos en LMA*®!, Los alelos variantes de los SNP de ABCB1 se
relacionaron previamente con una menor actividad de expulsion de farmaco por la P-
gp en las células renales?*y, por lo tanto, con un menor aclaramiento de antraciclina,
justificando que la mayor nefrotoxicidad esta asociada a estos SNPs observada en
nuestra cohorte. Respecto al aumento de la hepatotoxicidad asociada al alelo variante
de ABCBL1 rs1128503, nuestro hallazgo es novedoso en pacientes con LMA, aunque
estudios previos con inhibidores de la P-gp (ciclosporina y PSC-833), que tendrian un
efecto similar al alelo variante de ABCB1l, se asociaron a aumentos de la
bilirrubina?®>2%, Ademas en nuestra cohorte se asocié la variante homocigota de
ABCB1 rs2032582 a la recuperacion tardia de neutrédfilos empleando el modelo
recesivo, probablemente relacionado con un menor flujo de salida de idarubicina en los

glébulos blancos y a una posible toxicidad. Estudios previos en cancer de mama
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relacionaron mayor neutropenia con alelos variantes de ABCB1 rs203258240 y
rs1045642207:208,

Son menos conocidas otras bombas de eflujo de farmacos, como las
codificadas por los genes ABCC1 y ABCG2, que se expresa en un 30% de todas las
lineas celulares de LMA?®, La expresién de ABCC1 fue un predictor de menor SLE en
un estudio previo?'°, pero en LMA los SNPs de ABCC1 no se asociaron con cambios
en la SG ni la toxicidad®!. La asociacién detectada en nuestra cohorte entre el alelo
variante de ABCC1 rs4148350 y la hepatotoxicidad grave no se habia descrito antes,
aunque otros miembros de la familia ABCC, como ABCC2, se han relacionado
previamente con la hepatotoxicidad inducida por farmacos?!!. Respecto a ABCG2, la
expresion de esta proteina reduce la toxicidad de la antraciclina en los tejidos, aunque
en las células madre leucémicas puede estar asociada a la resistencia a los
medicamentos. Varios estudios de expresion en LMA han demostrado que la
sobreexpresion de ABCG2 empeora el resultado del tratamiento?2213, y la coexpresién
de dos o tres transportadores confiere un peor prondstico?®. El alelo variante del
polimorfismo rs2231142 reduce la expresion de ABCG2 y la resistencia a farmacos?!4,
y se han asociado en LMA a un mayor supervivencia y toxicidad®"2, aunque otros
estudios no reprodujeron estos resultados® . Nuestro estudio obtuvo una mayor
toxicidad cardiaca y pulmonar con el alelo variante de este SNP, probablemente
causado por la disminucién de la expresion de ABCG2 en tejidos cardiaco?® y

pulmonar?!®, lo que reduce la expulsién de antraciclinas favoreciendo su acumulacion.

En relacibn con los transportadores de entrada de antraciclinas, soélo
encontramos resultados destacables con SLCO1B1, transportador involucrado en la
absorcion hepatica de compuestos anidnicos organicos como las estatinas o la
idarubicina. El alelo menor de T521C (rs4149056) se ha asociado a concentraciones
circulantes elevadas de estatinas, lo que implica un acceso hepatico reducido*>?'’, De
manera similar, los estudios en animales mostraron la importancia de SLCO1BL1 en la
eliminacion de antraciclinas como daunorrubicina?!® y doxorrubicina®'®. En estudios de
LMA, el alelo variante de SLCO1B1 T521C se ha relacionado con toxicidad hepatica*,
mientras que el alelo variante del polimorfismo rs2291075 se asocié a mayor SG y
EFS Este SNP esta fuertemente vinculado con el polimorfismo de SLCO1B1
(rs4149056) incluida en nuestro estudio. Aunque en nuestra cohorte no se encontraron
asociaciones significativas del polimorfismo de SLCO1B1 rs4149056 con la toxicidad y
la RC, los pacientes que expresan el genotipo salvaje TT se asociaron a mayor muerte
en la induccién. Este genotipo esta relacionado con una mayor absorcion en los tejidos

de idarubicina, aumentando la toxicidad potencial.
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Los polimorfismos en genes relacionados con el metabolismo de
antraciclinas fueron analizados en nuestra cohorte. Para los SNPs de CBR3 la Unica
asociacion significativa que detectamos fue una menor tasa de hepatotoxicidad con el
genotipo variante de rs8133052. Este polimorfismo se habia asociado con una menor
actividad de reductasa’®®, pero no se habia descrito efectos relevantes con la
toxicidad. Respecto al polimorfismo NQO1 rs1800566, in vitro se relacioné con una
pérdida completa de actividad enzimatica® y en diversas cohortes en LMA con menor
RC®2%, En nuestro estudio no detectd asociaciones con la tasa de RC pero relacioné
el alelo variante con mayor mucositis, toxicidad gastrointestinal y mayor tiempo de
recuperacion de la trombocitopenia, posiblemente en relacion con el mayor acumulo
de antraciclinas en los tejidos, consecuencia de la reduccion del metabolismo. Sélo
detectamos influencia en la efectividad de las antraciclinas con el alelo salvaje T para
el polimorfismo NQO?2 rs1143684, asociado a una mayor RC. Ademas, el genotipo
variante CC de este mismo SNP se asocié con mayor toxicidad gastrointestinal. NQO2
es un homélogo de NQO1, que también se ha asociada con la respuesta a los
esquemas que contienen antraciclinas®%??!, En estudios en cancer de mama
asociaron el alelo variante de NQO2 rs1143684 con una mayor exposicion a los
metabolitos alcohdlicos de las antraciclinas???, asi como con peor respuesta y mayor
resistencia a las antraciclinas??!. Todos estos estudios apoyan nuestros resultados, el
alelo variante se relaciona con peor respuesta y mayor toxicidad, ya que el metabolito

tiene una mayor vida media en el organismo y mayor potencial para generar toxicidad.

Los SNPs rs1799983 y rs2070744 de NOS3 se han relacionado con niveles
mas bajos de la enzima®1%, asi como con menor supervivencia®. En nuestra cohorte
mostraron influencias contrapuestas en la toxicidad entre ambos polimorfismos, no
descritas previamente. El alelo variante de NOS3 rs1799983 se asocié a un efecto
protector frente a la nefrotoxicidad y una recuperacibn mas rapida de la
trombocitopenia, que ya habia sido asociado con un efecto protector frente a la
cardiotoxicidad®®. En cambio, en nuestros pacientes el alelo menor de NOS3
rs2070744 aumentaba la hepatotoxicidad y retrasaba la recuperacion de la

trombocitopenia, quiza relacionado con la menor actividad de la enzima.

También analizamos el impacto de los polimorfismos de la NADPH oxidasa
(genes CYBA, NCF4, RAC2) en el tratamiento con antraciclinas, ya que es la principal
fuente enddégena de ROS y un mediador clave del dafio cardiaco oxidativo. El
polimorfismo CYBA rs4673 ha sido ampliamente estudiado, aunque con resultados
contradictorios. El alelo variante se ha relacionado con una menor actividad de la

enzima y una menor formaciéon de ROS??%2% y en consecuencia menores tasas de
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supervivencia®*®?, mientras que otros estudios relacionaron ese alelo variante con
mayor produccién de ROS??® y no vieron diferencias en la supervivencia® 3. En
nuestro estudio, el genotipo variante TT de CYBA rs4673 mostro una SG mas baja,
probablemente relacionado con una menor generacion de ROS, que es uno de los
mecanismos antitumorales de las antraciclinas. Por otro lado, la variante de CYBA
rs1049255 también se ha asociado con una menor produccion de superéxido??’228, asi

como con menores tasas de supervivencia en el linfoma no Hodgkin??2,

Las asociaciones entre el alelo variante de CYBA rs4673 y la toxicidad han sido
ampliamente estudiadas en distintos tumores, especialmente AIC con resultados
contradictorios. Mientras que dos estudios asociaron mayor AIC con el alelo variante
T3233 en otros 6 estudios no se detectd asociacion?3461626365 dqog de ellos incluyendo
pacientes con LMAZ%®  Sin embargo, en nuestra cohorte AML, el genotipo
heterocigoto de CYBA rs4673 se relacion6 con una menor cardiotoxicidad,
reproduciendo en parte el efecto protector del alelo T en la necrosis miocardica focal
gue detectaron en un estudio de lesiones histoldgicas AIC en pacientes con cancer
(41,7% de ellos con leucemia aguda)'®. Ademas, detectamos por primera vez con el
alelo variante un efecto protector frente a toxicidad pulmonar y gastrointestinal. Solo
dos de las cohortes previas analizaron toxicidades diferentes de AIC3*%, detectando
con el alelo menor incidencia de anemia y mucositis grados 3-4%°. Nuestros hallazgos
podrian estar relacionados con una menor actividad de NADPH oxidasa, reduciendo el

dafio tisular inducido por las antraciclinas.

El SNP -368G>A (rs1883112) de NCF4 no afectaba la expresion de ARNm en
granulocitos basales y estimulados, pero en cambio la variante rs13058338 de RAC2
aumentaba la expresion de ARNm de NCF42??’, Se encontré una mayor SLR y una
tendencia a mayor SG con el genotipo variante AA en una cohorte de linfoma no
Hodgkin®®, aunque no se reprodujo en otras cohortes®>1%  E| genotipo AA
homocigoto variante se asocié a una RC mas alta en nuestra cohorte, pero no se
relaciond con la SG. Ademas, observamos un aumento de la AIC grado 2-4 en los
portadores del alelo A, hallazgo es consistente con otros estudios en linfoma33* y
cancer (incluyendo LMA)*?°, aunque no observado en otras cohortes?®32626365.128 gjn
embargo, no obtuvimos ninguna asociacién entre el alelo variante de NCF4 y la

toxicidad hematoldgica, que se ha detectado previamente 34132,

El gen RAC2 codifica una subunidad oxidasa NADPH con funcién GTPasa!®®.
El alelo variante del polimorfismo RAC2 7508T>A (rs13058338) aumenta la expresion
de ARNm en los granulocitos, asi como una mayor expresion de ARNm de NCF42%’,

Este aumento en la actividad de la NADPH oxidasa podria estar asociado a una mayor
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generacion de ROS y puede inducir apoptosis. De acuerdo con esta hipétesis,
observamos en nuestra cohorte una mayor tasa de RC con el genotipo heterocigoto,
similar al efecto observado con el alelo variante de NCF4 rs1883112. Que el resultado
significativo se detecte solo con el genotipo heterocigoto podria explicarse por la baja
frecuencia del genotipo homocigoto variante (solo 9 pacientes en nuestra cohorte) que
impidieron mostrar la mayor actividad de NADPH oxidasa esperada. Ademéas en
diversos estudios se ha observado que los genotipos heterocigotos tienen una mayor
influencia que el genotipo homocigoto variante, como el polimorfismo rs1537514 de
MTHFR en cancer de pulmén tratado con platinos??°, o rs807212 y rs207712 en la
region HLA clase | y lll que confieren proteccion frente a la LLAZP, Otra explicacion
para estos resultados paradoéjicos es que, en contraste con otros estudios, utilizamos
un modelo codominante para evaluar el impacto de los SNPs, dividiendo las
categorias de sujetos en grupos pequefios debido a una MAF baja. En consecuencia,
estamos asumiendo que en algunos casos la distribucion de eventos en grupos
pequefios (generalmente homocigoto variante) podria ser inconsistente con la
observada en el grupo mayoritario (generalmente heterocigoto). No encontramos
diferencias en la SG, de acuerdo con estudios previos en linfoma y cancer de
mama3#130131 Se detectd una asociacion de este SNP con la AIC en dos estudios en
linfoma®?% y otro en TPH°. Sin embargo nosotros no detectamos esta asociacion, al
igual que otros estudios?®3462129128 En cambio, descubrimos dos nuevas asociaciones
entre la variante homocigética AA y menor nefrotoxicidad y el tiempo de recuperacion

de la trombocitopenia.

Estudiamos también los principales SNPs relacionados con la via metabdlica
de la citarabina. La DCK es la enzima limitante en la activacion de la citarabina, y
presenta niveles de ARNm 30 veces mayores en los blastos!#*?, Los polimorfismos mas
estudiados de DCK son 201C>T y 360C>G (rs2306744 y rs377182313), cuyo
haplotipo salvaje se asocié con menor expresion de ARNm y actividad, asi como
menor EFS en una cohorte asiatica'*®. Se observaron resultados similares en SG vy
EFS con DCK rs2306744 en una cohorte hispana'#*, aunque una cohorte asiatica
posterior no obtuvo diferencias significativas en supervivencia ni RC*°. En nuestra
cohorte no observamos correlaciones entre los SNPs de DCK y la SG, pero el alelo
variante de DCK rs2306744 estaba relacionado con una mayor RC y mucositis. Un
estudio en LLA pediatrica encontré una mayor mucositis con citarabina en dosis bajas
en portadores de alelos variantes de DCK rs377182313, pero no para rs23067442%,
Ademas, en nuestra cohorte el genotipo TC de DCK rs4694362 se asocié a una mayor

toxicidad pulmonar y una recuperacion tardia de la trombocitopenia, ambas
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asociaciones relativamente novedosas en LMA. Este SNP se ha correlacionado
previamente con la toxicidad hematolégica en una poblacion de LLA pediatrica
caucasica®®?, aunque en LMA no se ha asociado a una mayor toxicidad®®%, Un
informe posterior demostré que los pacientes con una alta ratio de expresion
DCK/CDA son mas susceptibles a las toxicidades derivadas de citarabina, incluida la
toxicidad pulmonar?®. Ademas, se identific6 una asociacion nueva entre el alelo
variante de DCK rs4694362 y la hepatotoxicidad en el andlisis multivariante con todos
los SNPs. Nuestros hallazgos podrian estar asociados a un genotipo mas activo de
DCK, aumentando la activacion de Ara-CMP y su eficacia en los blastos, y

aumentando potencialmente el dafio tisular.

CDA es la principal enzima responsable de la desaminacion irreversible de la
citarabina, y su sobreexpresion se ha relacionado con mayor resistencia y recaida,
mientras que una menor expresion de CDA se ha asociado a una mayor duracion de la
RC157:1%8234  F| polimorfismo de CDA 79A>C (rs2072671) reduce la actividad
enzimatica y aumenta la citotoxicidad in vitro6:2%23 mientras que otro estudio asoci6
el alelo variante C con mayor actividad de CDA?*. Nuestro estudio detecté con el
genotipo heterocigoto AC de CDA 79A>C menor SG, EFS y SLR, resultados
consistentes con cohortes previas de LMA en pacientes adultos caucasicos!*’ y
asiaticos!®®, pero otros estudios no detectaron diferencias significativas*+146164 o
detectaron menor SG con el alelo salvaje®3!. El resultado significativo observado solo
con el genotipo heterocigoto podria explicarse por una baja frecuencia de la variante
del genotipo homocigoto (solo 18 pacientes, mientras que 109 pacientes eran
portadores heterocigotos), lo que impidié detectar la menor actividad te6rica de CDA
con el alelo variante. Un estudio con analogos de citidina (5-azacitidina y decitabina)?#*
detectd menor expresién y actividad de CDA con los genotipos homaocigoto y
heterocigoto variantes de rs2072671, apoyando nuestra teoria. Como ya vimos los
resultados paraddjicos con el genotipo heterocigoto RAC2 7508T>A, también se
podrian explicar estos resultados con la mayor influencia del genotipo heterocigoto
respecto al genotipo homocigoto variante??®?® o con el empleo del modelo
codominante, que divide a los pacientes en por sus genotipos en grupos pequefios
debido a la MAF baja.

Otros polimorfismos de CDA obtuvieron resultados significativos en nuestra
cohorte. El alelo variante de CDA 92T>C (rs602950), relacionado con una mayor
actividad enzimaética tedrical®?, se asocié en nuestra cohorte a mayor RC, SG y EFS.
Este SNP ha sido poco estudiado en LMA, sin asociaciones significativas con RC, SG
o toxicidad'“®. Los genotipos DEL/DEL y DEL/C de CDA rs3215400 se han relacionado
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con un aumento en la actividad enzimatica de CDA%2%2) con mayor citotoxicidad in
vitro'®® y reacciones adversas®*?4?, y con menor tasa de RC¥ resultados que
concuerdan con la menor SLR a los 5 afos observada en nuestra cohorte con el
genotipo DEL/C. Ademas, los alelos variantes de CDA rs532545 y rs602950 mostraron
una mayor incidencia de toxicidad cutanea, un hallazgo no descrito previamente en
LMA, pero que se habia correlacionado con el alelo menor de CDA rs532545 en los
canceres de mama y colorrectales tratados con capecitabina®?. En el andlisis
multivariante incluyendo todos los SNPs, se detectd un retraso en el TTR con alelo
variante de CDA 92T>C rs602950, no detectado en los analisis previos. Un
metaanalisis detectd tasas mas altas de anemia grave con el alelo variante de CDA
79A>C rs2072671 en pacientes tratados con gemcitabina, pero no se observaron

asociaciones respecto a la trombocitopenia®*.

La sobreexpresion de RRML1 en las células cancerosas se ha relacionado con
resistencia a gemcitabina (otro analogo de nucledsido)?*424, pero se ha asociado a
mejor respuesta a la citarabina en LMA, tanto ex vivo como in vivo?*, En dos cohortes
de pacientes con LMA caucasicas®*!®’ los alelos variantes de polimorfismos de RRM1
se correlacionaron con menores tasas de supervivencia y RC, de acuerdo con
nuestros resultados con el alelo variante de RRM1 rs9937 asociado a menor SG y
SLR alos 5 afios. Sin embargo, este mismo SNP no obtuvo asociaciones significativas
con la eficacia o la toxicidad hematoldgica en dos cohortes de LMA%167  Ademas,
detectamos una mayor muerte en la induccion en pacientes con genotipo heterocigoto
de RRML1 rs9937. Hasta la fecha, ningun estudio en LMA ha analizado el impacto de
los polimorfismos RRM1 sobre las causas del fracaso de la terapia de induccién, como
la muerte por induccion y la resistencia. Sin embargo, Abraham et al. observé una tasa
de mortalidad por inducciéon mas alta en los pacientes con un indice de resistencia a la
citarabina muy bajo, probablemente como consecuencia de mayor sensibilidad a la
citarabina y mayor toxicidad potencial?**. Este indice se calculé dividiendo la expresion
de los genes activadores de citarabina (DCK y hENT1) por la expresion del gen
desactivador de citarabina (CDA). Nuestra hipo6tesis es que pueda ocurrir un efecto

similar en los portadores de alelos menores de RRM1 rs9937.

Las 5’-nucleotidasas catalizan la desfosforilacion de los fosfatos de
nucledsidos; en consecuencia, la funcion NT5C2 es opuesta a la de DCK al
desfosforilar Ara-CMP. La sobreexpresion del gen NT5C2 se ha relacionado con la
resistencia los farmacos analogos a nucledsidos!®? y una menor supervivencia en las
cohortes de LMA2153 Se han estudiado varios SNPs de NT5C2 en pacientes con

LMA3140.147 " nero solo un estudio los asocié a menores tasas de supervivencia®®. El
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polimorfismo NT5C2 rs11598702 no se ha analizado en pacientes con LMA, aunque
dos estudios relacionaron este SNP con diferencias interindividuales en la PK de
gemcitabina, mostrando un mayor aclaramiento con alelo variante?*¢24’, En nuestra
cohorte detectamos una mayor toxicidad hepatica con el alelo menor de NT5C2
rs11598702. En humanos, la citarabina se metaboliza principalmente en el higado, por
lo tanto, un mayor aclaramiento podria explicar la toxicidad observada en nuestra
cohorte. Ademas, después de incluir todos los SNPs en el andlisis multivariante,
obtuvimos una asociacion nueva del alelo variante de NT5C2 rs11598702 con mayor

neurotoxicidad, asociacion nunca antes descrita con NT5C2.

Analizamos 6 polimorfismos relacionados con la citotoxicidad de citarabina que
habian sido descritos por primera vez por Gamazon et al. en un metaandlisis de
GWAS en 523 lineas celulares linfoblastoides (LCL) que analiz6 su asociacion con las

variables clinicas en cohorte pediatrica de 232 nifios con LMA?83,

El estudio previo!®® correlaciond con los alelos variantes de rs12036333 y
rs10758713 menor SG y mayor citotoxicidad inducida por citarabina, asi como mayor
TRM con la variante rs12036333. Estos hallazgos se reprodujeron en nuestra cohorte,
con tasas de supervivencia mas bajas a los 5 afos, especificamente menor SLE vy
SLR con rs12036333 y menor SLR con rs10758713. Los genes en los que se ubican
estos SNPs contindan siendo desconocidos. Sin embargo, los resultados in vitro e in
vivo de ambos estudios respaldan el papel relevante de estos polimorfismos en la

eficacia de la citarabina.

El gen del receptor nuclear NR1D2 estd flanqueado por los polimorfismos
rs9883101 y rs6550826. NR1D2 codifica un represor transcripcional que influye en los
ritmos circadianos y el metabolismo de carbohidratos y lipidos. Gamazon et al.
observd con estos SNPs una mayor citotoxicidad inducida por citarabina y una TRM
mas alta. En concordancia, los alelos menores de estos dos SNPs se relacionaron con
menores tasas de SG y SLR en nuestra cohorte. El papel que podrian desempefiar

estos SNPs en el pronéstico y la terapia de la LMA sigue siendo desconocido.

El SNP rs2897047 se encuentra cerca del gen IRX2, que codifica para un
regulador transcripcional. La expresion de IRX2 en pacientes pediatricos con LLA se
correlacioné con menor EFS a los 5 afios!®. En el estudio original'®3, el alelo variante
de este SNP se relacioné con menor SLE y EMR en el dia 22. El resultado con este
polimorfismo en nuestra cohorte fue el Unico discordante en comparacion con el

estudio original, obteniendo mayor SG con el genotipo heterocigoto. El efecto del
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genotipo heterocigoto en los resultados de LMA en adultos debe confirmarse con
estudios adicionales.

El gen MCC es un supresor de tumores que actla como un regulador
transcripcional de la via NF-kB en las células colorrectales. Ademas, este gen podria
estar involucrado en la resistencia a la citarabina®?. En el estudio previo, alelos
variantes de polimorfismos del MCC se asociaron con la sensibilidad a la citarabina in
vitro y con mayor citotoxicidad inducida por citarabina. Estos resultados se
correlacionaron con toxicidades in vivo en nuestra cohorte. El polimorfismo de MCC
rs7729269 se asocid a mayor toxicidad renal, hepatica, pulmonar y cutanea. Con
respecto a las toxicidades hematoldgicas, se observaron tiempos mas bajos de
recuperacion de trombocitopenia con portadores de alelo menor de MCC rs7729269.

También estamos explorando el andlisis de las combinaciones de varios
SNPs que participan en la misma via. Cabe destacar las combinaciones entre
polimorfismos transportadores de antraciclinas, concretamente las combinaciones
entre los genotipos homocigoto salvaje de los transportadores de entrada (SLCO1B1,
SLC22A16), que codifican una proteina transportadora funcional, con los genotipos
homocigoto variante de los genes ABC, que producen una forma defectuosa de las
bombas de eflujo. Estas combinaciones de SNPs aseguran la absorcién de idarubicina
en los tejidos e inhiben su expulsiébn por parte de las bombas ABCB1l. Como
mostramos en el abstract 2, estas combinaciones se asociaron a mayor toxicidad y
muerte en la induccion, efectos ya observados previamente en el articulo 1 con los
SNPs de ABCBL. Las interacciones SNP-SNP entre las bombas de la familia ABC vy
SLCO1B1 se han estudiado con otros medicamentos, como irinotecan®®24° o
estatinas®%2?%1, pero nunca antes con antraciclinas. Si que hay estudios similares en
LMA analizando combinaciones SNPs en transportadores y enzimas metabdlicas de la
ruta de citarabina®*y |a con reparadores del ADN por escision de nucleotidos?’™. En
un futuro préximo, queremos realizar analisis similares incluyendo tanto
transportadores como enzimas de las vias de idarubicina y citarabina. Creemos, que
los efectos de los polimorfismos combinados podrian desempefiar un papel crucial en
la caracterizacion de la ruta de transporte y metabolismo de ambos farmacos, que
involucra mecanismos PK y PD complejos. Ademas, estas combinaciones podrian
mejorar el poder de deteccién de los efectos genéticos cuando cada SNP individual
solo muestra un efecto menor que podria verse aumentado al combinarlo con otros
SNPs.

Respecto a la validacion de los resultados obtenidos en nuestra tesis, una

aproximacion en la que estamos trabajando es analizar el efecto de esos mismos
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polimorfismos en los pacientes que tras la induccion iniciaron tratamiento de
consolidacion o intensificacién. Se incluirAn a aquellos pacientes tratados con
esquemas basados en el empleo de citarabina, en muchas ocasiones empleada en
monoterapia a altas dosis, e idarubicina. También se contempla la adiccion de
fludarabina a estos esquemas, farmaco con un perfil de metabolismo y toxicidades
muy similar a la citarabina. Todavia no se ha completado la fase de recogida de datos,
pero esperamos poder analizar y publicar estos resultados en los préximos afios.
Somos conscientes de que no se trata de una cohorte independiente, pero
actualmente es dificil poder acceder a una muestra de pacientes similar a la analizada
que esté tratada Unicamente con citarabina e idarubicina, debido a la aparicién en los
Ultimos afios de nuevas terapias dirigidas (inhibidores de FLT3, de IDH1 e IDH2, de
BCL-2, etc.).

Aunque por lo general los resultados de nuestro estudio estan respaldados con
hallazgos previos, hay varias limitaciones que deben discutirse. En primer lugar, el
disefio retrospectivo, que podria introducir algun tipo de sesgo de informacién, como el
registro de las RAMs en las historias clinicas. En segundo lugar, la validez externa de
los resultados, porque los pacientes son predominantemente caucasicos y carecemos
de una cohorte de validacion externa. En tercer lugar, el esquema de quimioterapia fue
el mismo en todos los pacientes, pero el hecho de no emplear un agente Unico sino la
combinacion de idarubicina y citarabina, cuyas toxicidades pueden solaparse en
algunos casos, pueden afadir factores de confusiébn e impedir obtener series de
replicaciébn adecuadas. Sin embargo, los principales hallazgos relacionados con los
polimorfismos de las vias metabdlicas de idarubicina o citarabina en este estudio ya se
habian asociados previamente a los tratamientos a estos tratamientos. En cuarto
lugar, hay diferencias en las dosis de antraciclinas en funcion de la edad, de manera
gue los pacientes jovenes fueron tratados con dosis mas altas de idarubicina y, por lo
tanto, podria esperarse un mayor riesgo de toxicidad. Sin embargo, se sabe que estas
toxicidades son mas frecuentes y graves en pacientes de edad avanzada, y este
hecho respalda el empleo habitual de regimenes de menor intensidad que en
pacientes mas jovenes. Finalmente, los hallazgos obtenidos en nuestra cohorte son
relevantes y generan hipétesis innovadoras en pacientes con LMA, pero deben
validarse en una cohorte independiente de pacientes antes de poder aplicarse en la
practica clinica. Lo ideal seria que los estudios futuros para probar la validez,
confiabilidad y beneficio clinico de los polimorfismos realizar ensayos clinicos
aleatorizados prospectivos en poblaciones mas grandes y que involucren diferentes

grupos étnicos y de edad. Desgraciadamente este tipo de ensayos son poco

100



Discusioén

habituales en PGt y requieren de un elevado nimero de muestras y muchos recursos
econdmicos y materiales, a los que pocos grupos de investigacion de caracter
independiente tienen acceso.

El servicio de Hematologia y Hemoterapia se encuentra inmerso en un gran
proyecto para el estudio de la sensibilidad ex vivo de las células leucémicas a distintos
tratamientos antineoplasicos y sus combinaciones, en el que también hemos
colaborado. Hasta la fecha, se han publicado tres articulos en el campo de la LMA29-22,
el ultimo de ellos incluido en el Anexo 622, que han demostrado una buena sensibilidad
y especificidad para predecir la respuesta a los farmacos. Estos estudios en un futuro
se podrian complementar con los estudios de polimorfismos, que al analizar el
transporte y metabolismo de los farmacos en los diferentes tejidos, efecto que se

pierde al analizar Unicamente los blastos de forma aislada.

También tenemos en marcha nuevos proyectos que implicaran el empleo de
diferentes esquemas de quimioterapia en LMA, como la beca post-residencia
concedida en 2019 a Antonio Solana, que dirige Pau Montesinos y en la que yo
también participo, que busca identificar de biomarcadores asociados a la efectividad y
toxicidad de los inhibidores de FLT3 en pacientes con LMA. En este proyecto va
analizar si existe una relacién entre los SNPs de los genes CYP3A4, CYP2C19,
ABCC2, y ABCB1, entre otros, y las concentraciones plasmaticas alcanzadas por los
inhibidores de FLT3, asi como su relacion con la efectividad y toxicidad de estos
tratamientos. De igual manera, actualmente estoy trabajando en diversos proyectos
encaminados a fomentar la farmacoterapia personalizada en Hematologia,
concretamente en el campo de las coagulopatias congénitas. Estos trabajos incluyen
tanto el estudio de la PK de los factores VIII y IX, el desarrollo de modelos PK

poblacionales y el estudio de la influencia de la PGt en la PK del factor VIII.
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Conclusiones

Conclusion global:

Nuestros resultados soportan que la variabilidad genética en los genes
implicados en el transporte y metabolismo de antraciclinas y citarabina influyen en la
efectividad y seguridad del tratamiento de induccion estandar en pacientes adultos con
LMA.

Conclusiones especificas:

A. Sobre la Farmacogenética de las ANTRACICLINAS
1. Observamos correlaciones significativas entre los alelos variantes de
ABCB1 y mayor toxicidad inducida por antraciclinas y muerte en induccion,

asociaciones descritas previamente.

2. Se describe por primera vez asociaciones entre ABCG2 y las toxicidades
cardiacas y pulmonares, y ABCC1 vy la toxicidad hepatica grave, relaciones

gue son factibles, ya que los tejidos afectados expresan dichos genes.

3. Los polimorfismos en genes de enzimas metabolizadoras afectan
principalmente a la toxicidad. Asi, los polimorfismos de NQO2 con menor
RC y mayor toxicidad gastrointestinal, de NQO1 con mucositis, toxicidad
gastrointestinal y trombocitopenia, CBR3 con toxicidad hepética, y NOS3

con toxicidades renal, hepatica y trombocitopenia.

4. La variabilidad genética de NADPH oxidasa (CYBA, NCF4, RAC2)
demostré afectar tanto a la respuesta (RC y SG) como a la seguridad
(toxicidad cardiaca) de las antraciclinas, afectando a la produccién de ROS,

el principal mecanismo antitumoral de las antraciclinas.

B. Sobre la Farmacogenética de la CITARABINA

5. Respecto a la eficacia, los polimorfismos de la via metabdlica de la
citarabina mostraron una gran influencia la eficacia del tratamiento,
destacando las asociaciones de SNPs de CDA con la RC y la

supervivencia, de DCK con la RC y de RRM1 con la supervivencia.

6. Respecto a la toxicidad, los SNPs de DCK, CDA y NT5C2 se asociaron con

toxicidades inducidas por el farmaco.

7. Confirmamos en poblacion adulta con LMA los resultados previos obtenidos

en poblacién pediatrica con SNPs relacionados con la citotoxicidad de
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citarabina (gen desconocido), sobretodo la influencia en la supervivencia.
Ademas, se han detectado nuevas asociaciones con las toxicidades de

citarabina.

Consideracion General:

Todos los hallazgos obtenidos en nuestra cohorte deben validarse en una
cohorte independiente con mayor nimero de pacientes que incluya distintas etnias y

grupos de edad.

106



9.ANEXOS






GENERALITAT
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DE SALUT
\% CONSELLERIA DX SANITAT
FPNT-CEIB- 04(A)

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Don Serafin Rodriguez Capellan, Secretario del Comité Etico de Investigacion
Biomédica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe,

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado en su sesidn de fecha 10 de diciembre de 2013, el
Proyecto de Investigacion titulado “ESTUDIO FARMACOGENETICO DE LOS
POLIMORFISMOS DE TRANSPORTE Y METABOLISMO RELACIONADOS CON EL
TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA.”, con n® de registro
2013/0331.

Que dicho proyecto se ajusta a las normativas éticas sobre investigacién biomédica
con sujetos humanos y es viable en cuanto al planteamiento cientifico, objetivos,
material y métodos, etc, descritos en la solicitud, asi como la Hoja de Informacién al
Paciente y el Consentimiento Informado.

En consecuencia este Comité acuerda emitir INFORME FAVORABLE de dicho
Proyecto de Investigacion que sera realizado en el Hospital Universitario y Politécnico
La Fe por ellla Dr. / Dra. MIGUEL ANGEL SANZ ALONSO del servicio de
HEMATOLOGIA Y HEMOTERAPIA como Investigador Principal.

Miembros del CEIB:

Presidente:
Dr. JUAN SALOM SANVALERO (Unidad de Circulacion Cerebral Experimental)

Vicepresidente:
Dr. JOSE VICENTE CERVERA ZAMORA (Hematologia)

Secretario:
D. SERAFIN RODRIGUEZ CAPELLAN (Asesor juridico)

Miembros:

Dr. SALVADOR ALINO PELLICER (Catedratico Farmacélogo Clinico)

Dra. BELEN BELTRAN NICLOS (Medicina Digestiva)

Dra. INMACULADA CALVO PENADES (Reumatologia Pediatrica)

Dr. JOSE VICENTE CASTELL RIPOLL (Director de Investigacion)

Dra. REMEDIOS CLEMENTE GARCIA ((Medicina Intensiva) (Miembro CBA))

Dra. MARIA JOSE GOMEZ-LECHON MOLINER (Investigadora del Grupo Acreditado en
Hepatologia Experimental)

Dr. RAMIRO JOVER ATIENZA (Doctor en biologia-Universidad de Valencia- Unidad de
Bioguimica y Biologia Molecular)

Dr. FRANCISCO PEMAN GARCIA (Investigador del Grupo Acreditado multidisciplinar para el
estudio de la infeccién Grave)

Dr. ALFREDO PERALES MARIN (Jefe de Servicio - Obstetricia)

Dr. JOSE LUIS PONCE MARCO ((Unidad de Cirugia Endocrino Metabdlica)

Dr. JOSE LUIS VICENTE SANCHEZ (Jefe de seccidn-Unidad de Reanimacién)
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Dra. EUGENIA PAREJA IBARS (Unidad de Cirugia y Trasplante Hepatico)

Dr. JAIME SANZ CABALLER (Investigador del Grupo Acreditado en Hematologia y
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Dra. MARIA LUISA MARTINEZ TRIGUERO (Analisis Clinicos)

Dra. MARIA TORDERA BAVIERA (Farmacéutica del Hospital)

Dr. JESUS DELGADO OCHANDO (Diplomado en Enfermeria) (Miembro Comisiéon de
Investigacion))

Dr. JOSE MULLOR SANJOSE (Investigador del Grupo de Investigacién Traslacional en
Enfermedades Neurosensoriales)

Dr. JOSE ANTONIO AZNAR LUCEA (Jefe de Unidad - Hemostasia y Trombosis}

Dr. ENRIQUE VIOSCA HERRERO (Jefe de Servicio - Medicina Fisica y Rehabilitacion)
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Lo que firmo en Valencia, a 10 de diciembre de 2013
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