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Resumen

Uno de los desafios mas importantes en oncologia es po-
der predecir la progresion de la enfermedad. El objetivo
del trabajo fue identificar polimorfismos que permitan
distinguir pacientes con Leucemia Aguda (LA) con alto
riesgo de presentar una recaida. Se reclutaron 194 pa-
cientes con LA del Hospital Posadas. El protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica y todos los pacientes,
o tutores legales, firmaron un consentimiento informado.
Se extrajo ADN de linfocitos de sangre periférica y se ge-
notipificaron 5 polimorfismos: Glutation-S-Transferasas
(GSTP1 c.313A>G (p.lle105Val); GSTM1I nulo; GSTT1
nulo), Gen de Resistencia a Multiples Drogas 1 (ABCB1/
MDRI ¢.3435T>C), y Metilentetrahidro Folato Reductasa
(MTHFR c.665C>T). Dos de los polimorfismos (GSTM1
y GSTTI) se estudiaron por PCR multiplex, y los otros
tres por PCR-RFLP. Encontramos que el genotipo com-
binado de las tres GSTs esta significativamente asociado
con las recaidas (p=0,003). Cuando analizamos solo a los
pacientes pedidtricos (n=158) utilizando un modelo mul-
tivariado, comprobamos que el genotipo GSTPI ¢.313GG
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aumenta el riesgo de recaidas (HR=5,4; 95%I1C=1,7-17,2;
p=0,005). Al estudiar solo a pacientes pedidtricos con
Leucemia Linfoblastica Aguda que tuvieron remision
completa (n=136), encontramos un resultado similar
(HR=5,6; 95%IC=1,8-17,9; p=0,004). Estos hallazgos
indican que el genotipo de las GSTs estaria afectando la
evolucion de los pacientes con LA. La confirmacion de
estos resultados ayudara a elegir el mejor esquema de tra-
tamiento y seguimiento para cada paciente diagnosticado
con LA segun su genotipo.

Palabras claves: Leucemia Aguda; Riesgo; Recaida;
Genotipo; Polimorfismo

Abstract

The prediction of disease progression is one of the
biggest challenges in oncology. The aim of this
study was to find polymorphisms that help to iden-
tify patients diagnosed with Acute Leukemia (AL)
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who are at high risk of relapse. We recruited 194
patients with AL from Hospital Posadas. The pro-
tocol was approved by the Ethic Committee and all
patients, or guardians, signed an informed consent.
Germline DNA was isolated from peripheral blood
lymphocytes and 5 polymorphisms were geno-
typed: Glutathion-S-Transferases (GSTPI c¢.313A>G
(p-Ile105Val); GSTMI null; GSTTI null), Multiple
Drug Resistance gene 1 (ABCB1/MDRI ¢.3435T>C),
and Methylenetetrahydrofolate Reductase (MTHFR
c.665C>T). Two polymorphisms (GSTM1y GSTTI)
were analyzed by multiplex PCR and the other three
by PCR-RFLP. We found that the GSTs combined
genotype is significantly associated with relapse
(p=0.003). When we analyzed only the pediatric pa-

Introduccion

En los altimos afos se ha progresado mucho para
lograr una buena sobrevida de los pacientes con
Leucemia Aguda (LA), sin embargo, un importante
numero de pacientes aun presenta recaidas o progre-
siéon. Con los protocolos actuales, la posibilidad de
seguir incrementando la sobrevida es limitada. Una
alternativa prometedora es mejorar la estratificacion
de los pacientes en grupos de riesgo a presentar re-
caidas (riesgo estandar, intermedio y alto), a fin de
brindar el mejor esquema de tratamiento. A pesar
de esta categorizacion de los pacientes en grupos de
riesgo y el tratamiento diferencial ofrecido, todavia
se observan recaidas en los tres grupos.

Los polimorfismos génicos son variaciones ‘nor-
males’” en la secuencia de ADN que pueden causar
modificaciones minimas en la expresion génica o en
la funcion de las proteinas. En condiciones no pa-
toldgicas, estas variaciones tienen un impacto muy
bajo en el fenotipo de los individuos. Sin embargo,
en situaciones patoldgicas estas pequefias varia-
ciones pueden tener grandes implicancias clinicas,
resultando en una progresion rapida de la enferme-
dad, en la resistencia a la terapia, o en el desarrollo
de efectos secundarios toxicos y letales.

Un estudio realizado en 320 pacientes pediatricos
con Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) muestra
que algunos polimorfismos de nucledtido unico
(SNPs) en las enzimas CYP1A1 y NQOL estan aso-
ciados con un aumento en el riesgo de recaidas y una
peor sobrevida luego de ajustar los modelos estadis-
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tients (n=158) using a multivariate model, we found
that the GSTP1 ¢.313GG genotype increases the risk
of relapse (HR=5.4; 95%CI=1.7-17.2; p=0.005). We
turther restricted the analysis to pediatric patients
with Acute Lymphoblastic Leukemia with com-
plete remission (n=136) and found a similar result
(HR=5.6; 95%CI=1.8-17.9; p=0.004). These results
show that the genotype of the GSTs might modify
the AL progression. The validation of these findings
will help to choose a better treatment and follow-up
schema for each patient diagnosed with AL accord-
ing to their genotype.

Key words: Acute Leukemia, Risk, Relapse,
Genotype, Polymorphism

ticos por otros factores de riesgo'. Otro estudio que
incluyé 122 pacientes adultos con LLA demostrd
que un SNP en la enzima MTHFR aumenta el riesgo
de morir por la enfermedad®. El Grupo Oncolégi-
co Pediatrico (Children’s Oncology Group, COG)
reportd un estudio genémico realizado en 598 pa-
cientes con LLA en el que encontraron 63 SNPs que
se correlacionaban con una respuesta temprana al
tratamiento, recaidas o alteracion en la excrecion de
las drogas®. En otro estudio gendmico se determiné
que los polimorfismos en el gen SLCO1B1 estaban
asociados con alteraciones en la eliminacion del me-
totrexate y la toxicidad gastrointestinal producida
por la droga®.

Estos reportes demuestran la necesidad de realizar
mas estudios a nivel molecular con el objetivo de en-
contrar algun factor de riesgo adicional que permita
optimizar la estratificacion de los pacientes con LA
Y, de esta manera, mejorar la sobrevida y calidad de
vida de los pacientes. En Argentina no existen estu-
dios publicados que analicen la asociacién entre po-
limorfismos y el prondstico de las LA. Por lo tanto,
en el presente trabajo nos propusimos investigar si el
genotipo modifica el riesgo a presentar recaidas en
pacientes con LA.

Materiales y Métodos

Pacientes. Se reclutaron retrospectivamente 194 pa-
cientes diagnosticados con leucemia en el Hospital
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Nacional Prof. Alejandro Posadas de la Provincia de
Buenos Aires segun el protocolo aprobado por el co-
rrespondiente Comité de Etica. El estudio sigue los
Principios Eticos de Investigacién Médica en Huma-
nos enunciados por la Declaracion de Helsinki. To-
dos los pacientes firmaron un consentimiento infor-
mado, y en el caso de pacientes menores de edad, el
consentimiento informado fue firmado por un tutor
legal del nifo. El reclutamiento y la actualizacién de
las historias clinicas fueron realizados por médicos
hematdlogos del Hospital. Los datos de las histo-
rias clinicas enviados al laboratorio para el analisis
se guardan en un archivo protegido con contrase-
fa para restringir el acceso a los datos y proteger la
identidad de los pacientes. Los pacientes con LLA
fueron tratados segun los protocolos: Interfant, LLA
GATLA-87, -90 y -96 y ALLIC-2002. Los pacientes
con Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA) fueron
tratados segtn los protocolos LMA GATLA-90, -95,
-05y-07.

Genotipificacion. Se extrajo el ADN a partir de 2-5
ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA.
Se genotipificaron polimorfismos en los siguien-
tes genes: Glutation-S-Transferasa pi 1 (GSTPI
¢.313A>G; 1rs1695), Glutation-S-Transferasa the-
ta 1 (GSTT1 nulo), Glutatién-S-Transferasa mu 1
(GSTM1 nulo), Gen de Resistencia a Multiples Dro-
gas 1 (ABCBI/MDRI c.3435T>C; rs1045642), y Me-
tilentetrahidrofolato Reductasa (MTHFR c.665C>T;
rs1801133). Los polimorfismos en los genes GSTPI,
GSTTIy GSTMI se genotipificaron segun se descri-
bi¢ previamente®. La genotipificacion de los SNPs
en MDRI y MTHEFR se realiz6 mediante la técnica
de PCR-RFLP utilizando las enzimas de restriccion
Bsp1431 y Hinfl, respectivamente. Los productos de
PCR y las digestiones enzimaticas se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa 1,5-2% tefiidos con
bromuro de etidio.

Andlisis estadistico. Las variables estudiadas inclu-
yeron: edad al diagnostico de LA (infantes, pediatri-
cos, adultos), tipo de LA (mieloblastica, linfobldsti-
ca), grupo de riesgo para recaida (riesgo estandar o
RE, intermedio o RI, alto o RA), sobrevida y geno-
tipo. Ademas, debido a que las enzimas GSTs inter-
vienen en la misma via metabolica, definimos una
nueva variable dicotomica que contiene informa-
cion sobre el genotipo combinado de GSTPI, GSTT1
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y GSTM1. Para analizar diferencias significativas en-
tre los grupos (p<0,05) se realizaron tests de Fisher,
Chi cuadrado y Cochran-Armitage para tendencias.
Para estudiar la sobrevida libre de recaidas (SLR) se
calculd el tiempo desde la fecha de diagnostico a la
fecha de recaida. Se realizaron curvas de Kaplan-
Meier con el fin analizar las diferencias entre los ge-
notipos y la SLR; la comparacion entre los grupos se
hizo con el test de Log-rank. Se estim¢ el Hazard Ra-
tio (HR) y el intervalo de confianza del 95% (95%IC)
mediante el test Cox proportional hazard model.

Resultados

El grupo estudiado comprendié pacientes infantes,
pediatricos y adultos. La mayor parte de los casos
infantes y pedidtricos correspondieron a LLA (75%
y 86%, respectivamente). En el grupo de adultos, el
60% de los casos correspondieron a LMA. La Tabla
1 muestra las caracteristicas clinico-patoldgicas. El
tiempo de seguimiento promedio fue 58 meses (me-
diana: 41 meses).

Estudio de asociacion entre los polimorfismos y las
variables clinico-patoldgicas en todo el grupo de
estudio. Al estudiar la presencia de recaidas, encon-
tramos que el grupo de pacientes con 2 y 3 genotipos
de riesgo de las GSTs presenta recaidas con mayor
frecuencia que el grupo con 0 y 1 genotipo de riesgo
(42% vs 17%, respectivamente; Fisher p=0,003). No
detectamos asociaciones estadisticamente significa-
tivas entre los genotipos y el resto de las variables
estudiadas.

Estudio de asociacion entre los polimorfismos y
las variables clinico-patolégicas para el grupo de
pacientes pedidtricos. Debido a que la gran mayoria
de los pacientes incluidos en el estudio eran pacientes
pediatricos (n=158, 81%), analizamos a este grupo in-
dividualmente. Encontramos un mayor riesgo de tener
recaidas en los pacientes con el genotipo GSTPI ¢.313
GG al compararlo con los pacientes con los otros ge-
notipos en un modelo multivariado que incluy6 al
grupo de riesgo, protocolo de tratamiento y el geno-
tipo de los otros cuatro genes (HR=5,4; 95%IC=1,7-
17,2; p=0,005; Tabla 2). No detectamos asociaciones
estadisticamente significativas entre los polimorfis-
mos y el resto de las variables analizadas.

Finalmente, restringimos el estudio a los pacientes
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pediatricos con LLA que tuvieron remision completa
durante el tratamiento (n=136, 86%). La estimacién
del riesgo a recaer mostré un incremento de casi 6
veces para los pacientes con el genotipo GSTPI ¢.313
GG al utilizar un modelo multivariado que incluyé
al grupo de riesgo, protocolo de tratamiento y el ge-
notipo de los otros genes (HR=5,6; 95%I1C=1,8-17,9;
p=0,004; Tabla 2). También encontramos que la fre-
cuencia de individuos con 2 y 3 genotipos de riesgo
de GSTs fue mayor para el grupo RA, menor para
el grupo RI, y atin mas baja para el grupo RE (80%
vs 51% vs 38%, respectivamente; p-trend=0,009). No
detectamos asociaciones estadisticamente significa-
tivas con el resto de las variables.

Discusion

Actualmente, al momento del diagnéstico y duran-
te la fase de induccion, los pacientes con LLA son
estratificados en grupos de riesgo de recaidas segin
parametros bioquimicos, citogenéticos y de res-
puesta temprana al tratamiento. De acuerdo a esta
clasificacion, se brinda un tratamiento diferencial a
cada grupo con el objetivo de disminuir al minimo
el riesgo de sufrir una recaida o un desenlace fatal.
Estos protocolos han logrado que la mayoria de los
pacientes tengan una buena perspectiva de vida. Sin
embargo, todavia hay un porcentaje bajo de pacien-
tes que sufren recaidas en todos los grupos de riesgo.
Un area prometedora para el estudio, es la inclusion
del genotipo como un parametro mas en la categori-
zacion para mejorar la individualizacién de la tera-
pia. En este trabajo encontramos que el genotipo de
las GSTs estaria asociado con el riesgo de recaidas;
por lo tanto, en un futuro, podria utilizarse como un
factor de riesgo adicional en los protocolos de trata-
miento de las LA.

En los tltimos 15-20 afos, se han publicado muchos
trabajos en los que se discute la utilizacion de los po-
limorfismos genéticos como factores de riesgo para,
por ejemplo, desarrollar enfermedades, aparicion de
efectos secundarios o resistencia a la quimioterapia,
etc. Pero todavia los resultados son, en su mayoria,
no concluyentes y/o especificos para una poblacién
particular. Un trabajo reciente mostré que el geno-
tipo de las GSTs, y en particular GSTT1, podrian
modificar el riesgo de desarrollar LMA (Odds Ratio
(OR)=3,39; 95%I1C=1,26-9,26; p<0,05)©. Otro estu-
dio en LMA demostrd que los pacientes con el ge-
notipo GSTTI y/o GSTM]I nulo tienen una menor
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sobrevida libre de enfermedad?.

El grupo BFM reportdé un trabajo que incluyd 64
pacientes con recaida y 64 pacientes sin recaida
(controles). El estudio sugiere que los genotipos
de las enzimas de la familia de las GSTs confieren
una disminucion del riesgo de recaidas en las LLA
pediatricas®. Sin embargo, la modificacion del ries-
go no fue estadisticamente significativa: OR=0,33
(95%1C=0,09-1,23; p=0,10) para GSTPI c.313 GG,
OR=0,50 (95%IC=0,23-1,07; p=0,08) para GSTM1
nulo, OR=0,36 (95%IC=0,13-0,99; p=0,05) para
GSTTI nulo, y OR=0,29 (95%IC=0,06-1,37; p=0,12)
para el genotipo combinado de las tres GSTs®. Kra-
jinovic y col. no observaron diferencias estadistica-
mente significativas en la sobrevida segun los geno-
tipos de GSTT1, GSTM1 y GSTP1™.

Los resultados presentados en este trabajo y los en-
contrados por otros grupos son dispares y no con-
cluyentes. Esto podria explicarse por las diferentes
etnias estudiadas, ya que el contexto genético es
distinto para cada una y en estas investigaciones se
analizan un nimero muy limitado de polimorfis-
mos. Por otro lado, la baja actividad de GSTs podria
estar jugando dos roles contrapuestos en la progre-
sion de la enfermedad. Por un lado la eliminacién de
las drogas antineoplasicas se veria disminuida, con
la consecuente mayor eficacia de la terapia. Pero, por
otro lado, la menor eliminacién de compuestos car-
cindgenos, especies reactivas de oxigeno (ROS) y las
mismas drogas antineoplasicas podria transformar
a las células normales provocando el desarrollo o
progresion de la enfermedad. Probablemente estén
pasando ambas cosas y por eso se encuentran resul-
tados contradictorios entre los trabajos.

Es interesante resaltar que estos resultados son si-
milares a otros reportados por nuestro grupo para
cancer de prostata®.

Estos hallazgos sugieren que el genotipo de las GSTs
representaria un factor de riesgo para la poblacion
Argentina, ya sea por el contexto genético de la po-
blacion o por los factores ambientales a los que esta
expuesta.

Este trabajo es el primer estudio de polimorfismos
en las GSTs como factores de riesgo de recaidas rea-
lizado en la poblacién Argentina con LA. Los resul-
tados obtenidos se corroborardn en una poblacién
mas grande, en un proyecto de investigacion inclui-
do en el protocolo multicéntrico y multinacional
GATLA-ALLIC 2010.
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patolégicas del grupo estudiado.

Infantes Pediétricos Adultos Total®
(<1afio) (1-19 afios) (220 anos)
n=4 n=158 n=28 n=194
Caracteristicas clinico-patolégicas
Edad al diagnéstico
Rango 1-5 meses 1-19 afios 20-68 afios
Mediana 4 meses 6 afios 26 afios
Promedio 3,5 meses 7 afios 36 afios
Sexo
Hombres 3 (75%) 79 (50%) 11 (39%) 93 (48%)
Mujeres 1 (25%) 79 (50%) 17 (61%) 101 (52%)
Tipo de leucemia
LLA 3 (75%) 136 (86%) 11 (39%) 153 (79%)
LMA 1 (25%) 22 (14%) 17 (61%) 41 (21%)
Grupo de riesgo
RE - 45 (34%) 5 (50%) 50 (35%)
RI - 70 (53%) 3 (30%) 76 (52%)
RA - 17 (13%) 2 (20%) 19 (13%)
Sin datos 4 26 18 49
Remision completa
Si 4 (100%) 143 (97%) 21 (78%) 170 (94%)
No 0 (0%) 4 (3%) 6 (22%) 10 (6%)
Sin datos - 11 1 14
Recaida
No 1 (25%) 125 (81%) 15 (68%) 145 (79%)
Si 3 (75%) 29 (19%) 7 (31%) 39 (21%)
Sin datos - 4 6 10

“ cuatro pacientes no tenian datos sobre la edad al diagnéstico al momento del andlisis. Estos pacientes estdn inclui-

dos en el total de individuos pero no se incluyeron en los grupos por edad.

Tabla 2. Estimacion de riesgo de recaidas en los pacientes pediatricos.

HR @ 95%IC
GSTP1 c.313A>G"
AA + AG (p.105 lle/lle + lle/Val) 1,0 (referencia)
GG (p.105 Val/Val) 1,7-17,2 p=0,005 ¢
GSTP1 c.313A>G*®
AA + AG (p.105 lle/lle + lle/Val) 1,0 (referencia)
GG (p.105 Val/Val) 1,8-17,9 p=0,004 ¢

*HR para un modelo multivariado que incluye al grupo de riesgo, protocolo de tratamiento, genotipos de GSTT1,
GSTM1, MDR1 y MTHEFR. b andlisis para todos pacientes pedidtricos. < andlisis para los pacientes pedidtricos con
LLA que tuvieron remisién completa de la enfermedad. ¢ Cox proportional hazard model.
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