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Resumen

INTRODUCCION. En el instituto Nacional de Pediatria, diversos esquemas de tratamiento para los pacientes
pediatricos con padecimientos oncoldgicos utilizan doxorrubicina. La mayoria de las Antraciclinas entre ellas la
doxorrubicina, son antibidticos naturales, producto de la bacteria Streptomyces peucetius. La actividad
antineoplasica de la doxorrubicina es debida a diferentes mecanismos como la separacion de las cadenas con
actividad de helicasas, inhibicion de la topoisomerasa Il y estimulacion de apoptosis. Los farmacos antineoplésicos
comunmente alcanzan mas rapidamente el umbral toxico que el efectivo, por lo que son considerados como
altamente toxicos. Los efectos secundarios derivados de los tratamientos prolongados con doxorrubicina son la
aparicion de mielosupresion, mucositis, alopecia, nauseas, vomitos, el incremento de la pigmentacion de la piel y la
cardiotoxicidad, siendo este ultimo el efecto adverso mas grave. La incidencia de la cardiotoxicidad depende de la
dosis acumulada de la droga, se han descrito dos distintos tipos de cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina, la
aguda y la crénica. Los efectos cardiotoxicos de la doxorrubicina derivan del metabolismo de estas moléculas en la
formacion de radicales libres en reacciones mediadas por enzimas como la carbonil reductasa (CBR3) y la
glutation s- transferasa pi (GSTP1). La produccion de radicales libres no contribuye significativamente en la
citotoxicidad de las Antraciclinas en las células tumorales pero si de las células cardiacas, células que son
metabdlicamente muy activas. OBJETIVO. Describir la frecuencia alélica de dos polimorfismos en los genes CBR3 y
GSTP1 en nifios tratados con doxorrubicina en el INP. MATERIAL Y METODOS: Se incluiran en este estudio pacientes
atendidos en el servicio de oncologia pediatrica del Instituto Nacional de Pediatria que cumplan con los criterios de
inclusion, a los cuales después se tomard una muestra de sangre de la cual se extraerd DNA y se analizara
mediante PCR-RFLP los polimorfismos en los genes CBR y GSTP1 de interés por tener potencial asociacion con
cardiotoxicidad.



Marco de Referencia

Bases del tratamiento antineoplasico

Los padecimientos oncoldgicos en la edad pediatrica constituyen la segunda causa de mortalidad en los paises
industrializados (12), En la Republica Mexicana se estima que la incidencia del cancer infantil (0 a 18 afios de edad)
es de 120 nuevos casos por millén de habitantes por afio @),

Los protocolos actuales de tratamiento antineoplasico contemplan la administracién de farmacos en dosis
estandares y continuas durante el curso del mismo. Estas dosis estandar son prescritas sin considerar los factores
del paciente que pudieran condicionar la variabilidad individual en farmacocinética y farmacodinamia de los
medicamentos utilizados ). Los farmacos antineoplasicos cominmente alcanzan mas rapidamente el umbral
toxico que el efectivo, por lo que son considerados como de alta toxicidad. La eleccion de un farmaco se ha
basado casi siempre en la medicion de los efectos tdxicos y en los estudios de farmacologia clinica que
comprenden los efectos sobre los tejidos, metabolismo y tasa de eliminaciéon del farmaco, asi como de la
evaluacidn del grado de respuesta biolégica. Cada accion constituye una indicacion de la actividad del farmaco en
el tejido afectado y por tanto se define como una actividad farmacodinamica. A este nivel por lo regular la relacion
entre la farmacodinamia y la utilizacion del medicamento se expresa como la relacion entre toxicidad y dosis del
medicamento proporcionado. La toxicidad asociada a un farmaco puede ser: inmediata que se presenta durante la
ministracion del medicamento; temprana, presentdndose en horas a dias; retrasada, en semanas a meses; y
tardia, cuyas repercusiones son evidentes afos después de haberse administrado. Entonces la toxicidad asociada
a un farmaco puede ocasionar desde efectos minimos en el huésped hasta disfunciones graves 34,

La mayor parte de los farmacos sufre un proceso de biotransformacion, mas frecuentemente en los hepatocitos.
De forma clasica, el proceso consta de una o dos etapas, donde ciertas enzimas transforman las moléculas
lipdfilas del farmaco en un metabolito hidrosoluble, que habitualmente representa la forma activa del farmaco.
Estos metabolitos activos posteriormente se inactivan para ser eliminados del organismo.

Se ha descrito tres fenotipos diferentes de respuesta a los farmacos®)
¢ Metabolizadores rapidos, que representan la poblacién ‘normal’;
e Metabolizadores lentos, que muestran poca o nula capacidad de metabolizacién de un farmaco;
o Metabolizadores ultrarrapidos, que metabolizan un farmaco mucho més deprisa que la poblacién ‘normal’.

Tanto los metabolizadores lentos como los ultrarrapidos muestran concentraciones plasmaticas anormales del
farmaco y sus metabolitos. Los que no son capaces de metabolizarlos pueden acumular el farmaco o sus
metabolitos activos en concentraciones elevadamente toxicas. Los metabolizadores ultrarrapidos no suelen
mostrar respuesta clinica en absoluto debido a su tendencia a eliminar los farmacos del organismo antes de que
puedan hacer efecto. Los analisis bioquimicos permiten examinar el fenotipo del paciente. Pero estas pruebas, que
determinan la tasa de metabolismo de un farmaco, son complicadas y con frecuencia no se puede determinar
contundentemente el riesgo de presentar reacciones adversas asociadas al farmaco ©.



La actividad propia de las enzimas involucradas en rutas metabolicas especificas esta determinada por su
conformacién estructural, la cual depende de la secuencia genética que la codifique. Pequefias variantes o
mutaciones en la secuencia del gen pueden producir modificaciones en la estructura y actividad de estas enzimas.
Las variables mas frecuentes se han denominado polimorfismos de un solo nucleétido (del inglés, Single Nuclotide
Polimorphysms) ©),

Antraciclinas

Las antraciclinas constituyen uno de los grupos de farmacos antineoplasicos con mayor espectro de actividad en
canceres humanos, al cual pertenece la doxorrubicina (7:8),

La doxorrubicina es un antibiotico natural, producto de la fermentacién de la bacteria Streptomyces peucetius,
aunque existen otras antraciclinas que son productos semisintéticos que se obtienen modificando partes de la
molécula después de la sintesis microbiana ©.10, En la quimioterapia actual para el cancer, la mas utilizada es la
doxorrubicina(1),

La actividad antitumoral de las antraciclinas es debida a diferentes mecanismos: 1) por interaccion con el DNA,
inhibe la transcripcidn, la accién de las helicasas y produce uniones cruzadas entre las cadenas; 2) generacion de
radicales libres que producen dafio del DNA y peroxidacion de lipidos; 3) inhibe la topoisomerasa Il induciendo
apoptosis 1112, Se han descrito otros mecanismos de accion, independientes de la unién directa de las
Antraciclinas al DNA. Estos compuestos parecen estar implicados en la formacion de radicales libres, peroxidacion
lipidica y efectos directos sobre la membrana plasmatica, mecanismos que pudieran ser responsables, en parte, de
los efectos secundarios derivados de tratamientos extensos con antraciclinas ©.11),

El principal mecanismo de dafio tisular es la produccion excesiva de radicales libres. Ademés de ser inespecifico,
produce dafio celular a través de la peroxidacion de los lipidos de la membrana y las mitocondrias €910, El
miocardio es particularmente vulnerable al dafio producido por los radicales libres debido a los niveles bajos de
antioxidantes como catalasa y superdxido dismutasa que tiene el miocito en comparacion con otros tejidos. Las
antraciclinas contienen una quinona, la cual es transformada por una reaccién de oxido-reduccién a una
semiquinona, que es un radical libre durante el metabolismo celular ©.9.13),

Como efecto del dafio miocardico producido por radicales libres de oxigeno se presentan distintos fenotipos de
alteracién miocardica, como miocardiopatia dilatada y miocarditis aguda, que conllevan a insuficiencia cardiaca
congestiva. La temporalidad de presentacion de la insuficiencia cardiaca es muy variable, siendo en algunos casos
durante el tratamiento, es decir antes de completar la dosis acumulada maxima, o inclusive afios mas tarde (3,
Los dafios miocardicos encontrados en la cardiomiopatia inducida por antraciclinas incluyen perdida de
miofibrillas, dilatacion del reticulo sarcoplasmico, vacuolizacion del citoplasma, inflamacion de las mitocondrias e
incremento en el numero de los lisosomas, o anterior es evidencia postmortem en la mayor parte de los casos. La
severidad de los dafios morfolégicos es la cardiomiopatia y la insuficiencia cardiaca congestiva inducida por
doxorrubicina han probado ser dosis dependiente y su incidencia aumenta significativamente cuando se excede la
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dosis acumulada de 500mg por metro cuadrado de superficie corporal. Se ha reportado una incidencia de
insuficiencia cardiaca congestiva en 4% con dosis acumulada ente 500-550mg por metro cuadrado de superficie
corporal, que aumenta significativamente al 34% con dosis acumulada de 600mg por metro cuadrado de superficie
corporal (10.13)

Ademas de la dosis acumulada mayor a 500mg por metro cuadrado de superficie corporal, se han reportado otros
factores asociados a un incremento en el riesgo para desarrollar insuficiencia cardiaca congestiva en pacientes
tratados con doxorrubicina, entre ellos se reporta el uso de radioterapia mediastinal concomitante y en la literatura
se menciona la edad menor de 5 afios (14 sin tener un peso estadistico significativo.

Se ha descrito dos distintos tipos de cardiotoxicidad inducida por antraciclinas (CIA). La CIA aguda que ocurre
durante el tratamiento, frecuentemente inmediatamente después de la  primera dosis y se manifiesta
predominantemente en la forma de arritmias y raramente también como pericarditis-miocarditis o falla ventricular
izquierda aguda (9. La CIA crénica se presenta con 1 afio después de la administracion de antraciclinas como falla
cardiaca congestiva. Ademas, recientes estudios postularon un distinto comienzo tardio de cardiotoxicidad, los
cuales desarrollaron muchos afios después (15.16),

Ademas de la cardiotoxicidad, se han reportado distintos tipos de efectos adversos relacionados a antraciclinas,
entre ellos destacan como los mas frecuentes mielosupresion, nauseas y vémitos (16.17)
Tabla 1. Tipos de toxicidad relacionada a doxorrubicina.

Toxicidad Doxorubicina

>10%:

Cardiovascular Anormalidades en electrocardiograma  (Taquicardia supraventricular,
cambios del segmento S-T, extrasistole ventricular o arterial).
Falla cardiaca congestiva
Nauseas, vomito, estomatitis, ulceracion Gl, anorexia, diarrea.

Gastrointestinal Mielosupresion, leucopenia (75%), trombocitopenia y anemia

Hematoldgica

<1%

Cardiovascular Pericarditis, miocarditis, infeccion miocardica

Dermatoldgico Rash en piel, pigmentacion en ufias, urticaria.

Endocrino y metabdlico Infertilidad, esterilidad

Hepatico Elevacion de bilirrubinas y transaminasas, hepatitis.

Dominic A. Solimando, et al. 2000-2001('7
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Via metabolica de doxorrubicina y genes candidatos

Los efectos cardiotdxicos de la doxorrubicina derivan del metabolismo de esta molécula. El anillo C de la quinona
tiene un alto potencial reactivo .8 puede actuar como aceptor de uno o dos electrones en reacciones mediadas
por las enzimas citocromo p450 reductasa, nicotinamida adenina dinucleotido (NADH) deshidrogenasa y xantina
oxidasa, ademas de reducirse para formar el radical libre semiquinona o deoxiglicona. La semiquinona puede
interacctuar con moléculas de oxigeno y participar en procesos de transferencia de electrones, contribuyendo asi
con la formacion de nuevos radicales libres como radicales superdxido, radicales hidroxilo o radicales peroxido
(918), Los procesos de formacion de radicales libres pueden inhibirse por acciéon de las enzimas celulares
superoxido dismutasa (SOD), catalasa, o glutation peroxidasa (GSH PX)('). Los radicales libres que se generan
durante el metabolismo de las Antraciclinas provocan lesiones en el DNA, inhiben la fosforilacién oxidativa e
inducen peroxidacién lipidica en las membranas plasmaticas de las células ©9). La produccion de radicales libres
no contribuye significativamente en la citotoxicidad de la doxorrubicina en las células tumorales pero si de las
células cardiacas, que son metabdlicamente muy activas 6.9.18),

Figura 1. Genes candidatos en la via de metabolismo de la doxorrubicina.

S

Thorn, 2010.
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Una de las principales enzimas que juegan un papel importante en el metabolismo de la doxorrubicina es la
Carbonil Reductasa 3 (CBR3 o NADP). El gen que codifica para esta proteina esta localizado en el cromosoma
21022.2 y contiene 3 exones que abarcan 11.2 kilobases (9. La enzima es clasificada como un monémero
oxidoreductasa dependiente de Nicotinamida-Adenina Dinucleotido fosfato (NADPH) (20),

Recientemente, se ha reportado un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP, del inglés Single Nucleotide
Polimorphism) en el gen CBR3 ), localizado en el exon 3. Este SNP cambia una Guanina por una Adenina en la
posicién 13444. Este SNp tiene un efecto no sinénimo, es decir que condiciona un cambio en secuencia de la
proteina en la Valina (V) de la porcion 244 por una Metionina (M). La variante alélica A, considerada como el alelo
mutado, se ha asociado con un riesgo mayor para presentar cardiotoxicidad después del tratamiento con
doxorrubicina. Para el genotipo AA se reporta un riesgo de 9.2 veces mas que el genotipo GG (p=0.06) y 3 veces
mas que el genotipo GA 1),

Se han realizado estudios con bases en resultados poblacionales de la diversidad del genoma humano, para las
poblaciones incluidas en el proyecto Hap-Map el genotipo A es de 8 a 31% y del alelo A de 30 a 50% (22). En esta
misma referencia se reporta una frecuencia en poblacion Hispana de genotipo A del 8% y del alelo A 23%, del
cual no se describen las caracteristicas especificas de la poblacién solo se menciona que son individuos de
herencia Hispanica (22),

Figura 2. Esquema del gen CBR3

Otra enzima que participa importantemente en la via metabdlica de la doxorrubicina es la Glutation S-Tranferasa
p1 (GSTP1), miembro pi de la familia de Glutatién S-Transferasas (GST’s) (23). Las enzimas GST's solubles son
categorizadas en 4 clases principales: alfa, mu, pi y theta(@3). EI gen GSTP1 se localiza en el cromosoma 11913,
esta constituido por 7 exones y 6 intrones, que abarcan aproximadamente 2.8 kilobases (24),

Recientemente, se ha reportado un SNP en el gen GSTP1 (212526) |ocalizado en el exon 5. Este SNP cambia una
Adenina (A) en la posiciéon 313 por una Guanina (G). Este SNP tiene un efecto no sinénimo, es decir que
condiciona un cambio en secuencia de la proteina en la Valina (V) de la porcion 105 por una Leucina (L). La
variante alélica A, considerada como el alelo mutado, se ha asociado con un riesgo mayor para presentar
cardiotoxicidad después del tratamiento con doxorrubicina. Para el genotipo AA se reporta un riesgo de 32 veces

mas que el genotipo GG (p=0.19) y 4 veces mas que el genotipo AG 1),
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Se han realizado estudios con bases en resultados poblacionales de la diversidad del genoma humano, para las
poblaciones Hap-Map el genotipo A es de 33 a 41% y del alelo A de 60 a 90% @7). En esta misma referencia se
reporta una frecuencia en poblacion Hispana del genotipo A 52% y del alelo A 69%, del cual no se describen las
caracteristicas especificas de la poblacion solo se menciona que son individuos de herencia Hispanica 7).

Figura 3. Esquema del gen GSTP1

Planteamiento del Problema

Millones de pacientes experimentan efectos adversos relacionados a farmacos, lo que condiciona aumento en la
morbimortalidad relacionada a este evento. Los elevados costos derivados de la atencion de los efectos tdxicos o
secundarios relacionados al uso de medicamentos han sido reportados en Estados Unidos hasta en 4 billones de
délares por afio 229, Desafortunadamente, en nuestro pais no contamos con estadisticas tan precisas al
respecto.

A pesar de que la doxorrubicina es considerada como un agente antineoplasico eficaz para el tratamiento de
diversas neoplasias malignas, se ha relacionado a diversos efectos secundarios con distinta intensidad y
frecuencia. Uno de estos efectos secundarios relacionados es la cardiotoxicidad, que constituye la causa mas
frecuente de falla cardiaca congestiva en oncologia. Hasta el momento no existe ningun estudio que describa la
frecuencia alélica de dos polimorfismos potencialmente haya evaluado marcadores genéticos potencialmente
asociados a la toxicidad relacionada con doxorrubicina en pacientes pediatricos.

Pregunta de investigacion

¢ Cual es la frecuencia de presentacion de dos polimorfismos de los genes CBR3 y GSTP1 en nifios tratados con
doxorrubicina en el INP?
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Justificacion

La doxorrubicina es utilizada frecuentemente como parte integral del tratamiento en pacientes pediatricos con
diagnéstico oncoldgico. Desafortunadamente, el tratamiento de quimioterapia con doxorrubicina es la causa mas
frecuente de falla cardiaca congestiva en la clinica oncoldgica. Por lo cual se requieren estudios a nivel molecular
para poder identificar a los individuos que son mas susceptibles a presentar toxicidad cardiaca relacionada a
doxorrubicina con lo cual se podria modificar el tratamiento mediante el ajuste en las dosis requeridas o justificar el
reemplazo de la doxorrubicina por otro agente quimioterapéutico menos toxico. En este sentido, el presente
proyecto de investigacion pretende sentar las bases para un futuro estudio prospectivo de asociacién fenotipo-
genotipo de los SNP’s de interés y el desarrollo de cardiotoxicidad en los pacientes del INP que reciben
doxirrubicina como parte de su tratamiento antineoplasico.

Objetivos
General

Describir la frecuencia alélica de dos polimorfismos en los genes CBR3 y GSTP1 en nifios tratados con
doxorrubicina en el INP.

Especificos
Primarios

1. Describir la frecuencia alélica de los polimorfismos 13444G>A y 313A>G, de los genes CBR3 y GSTP1
respectivamente, en nifios tratados con doxorrubicina

2. Describir la frecuencia de cardiotoxicidad y mielotoxicidad relacionados al tratamiento con doxorrubicina, en
nifios tratados en el INP.

3. Ajustar la descripcion de las frecuencias alélicas en los grupos de efectos secundarios relacionados a
doxorrubicina en nifios tratados en el INP.

Clasificacion de la Investigacion

Se plantea un estudio con los siguientes ejes de investigacion: descriptivo, ambispectivo, observacional y
longitudinal.

12



Materiales y Método
Poblacion de Estudio

Poblacion objetivo
Nifios tratados en con doxorrubicina el INP.

Poblacion elegible
Pacientes atendidos en el servicio de oncologia pediatrica del Instituto Nacional de Pediatria.

Criterios de Seleccion

Criterios de inclusion

Pacientes mexicanos menores de 18 afos

Con seguimiento en la consulta externa de oncologia

Cualquier género

Pacientes que hayan a recibido doxorrubicina como tratamiento antineoplésico

Firma de la carta de consentimiento informado por el padre o tutor responsable y/o firma de la carta de
asentimiento del paciente en los casos pertinentes

abr b~

Criterios de exclusion

1. Pacientes con diagnéstico de insuficiencia cardiaca u otra alteracion que pudiera evolucionar a insuficiencia
cardiaca (como hipertension arterial sistémica, hipertension arterial pulmonar, etc.) antes de haber iniciado el
tratamiento con doxorrubicina;

2. Pacientes que hayan recibido radioterapia en mediastino.

Descripcion Operativa del Estudio

Reclutamiento de pacientes

Con base en los protocolos de diagnostico y tratamiento del Servicio de Oncologia del INP, seran invitados a
participar en el estudio aquellos pacientes que se encuentren en seguimiento ambulatorio y que hayan recibido
doxorrubicina como parte del esquema antineoplasico. Desconocemos el total de la poblacion en esta condicion
debido a que seran consideradas diversas neoplasias.

A todos aquellos pacientes que acepten participar en el estudio, bajo autorizacién firmada de las cartas de
Consentimiento y Asentimiento Informados, se solicitara la toma de 3mL de sangre periférica considerando las
tomas de muestras para estudios de seguimiento en caso de que el protocolo de seguimiento las considere o para
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el caso contrario por puncion venosa periférica exprofeso para el estudio. Las muestras seran recolectadas en
tubos vacutainer con acido etilen-diaminotetra-acético (EDTA) como anticoagulante, bajo condiciones asépticas y
con instrumental estéril y desechable. Se solicitara a las Comisiones de Bioética e Investigacidn la aprobacion para
almacenar la muestra y sus productos en el Banco de Tejidos Neoplasicos, como se considera en el Programa del
Banco de Tejidos Neoplasicos.

Se revisara el expediente clinico de cada paciente que acepta colaborar en el estudio y en una base de datos
quedaran registrados datos demograficos (edad y sexo), el tipo de neoplasia, numero de ciclos y dosis total de
doxorrubicina recibida, reporte del ecocardiograma con fraccién de inyeccion, datos compatibles con insuficiencia
cardiaca en el reporte del electrocardiograma, datos compatibles con insuficiencia cardiaca reporte de la
radiografia anteroposterior de térax, tiempo desde el inicio del tratamiento hasta el desarrollo de alteraciones
cardiacas relacionadas a doxorrubicina, hospitalizaciones no relacionadas a la ministracién de quimioterapia
antineoplasica.

Andlisis de polimorfismos

Se obtendra el botdn de leucocitos de la muestra de sangre mediante gradiente de densidad por centrifugacién con
Ficoll-Hypaque y se almacenara en refrigeracion A -20°C. Se obtendra DNA por medio de un kit QlAamp DNA
Blood Midi (Qiagen, Valencia, CA) para extraccion y purificacion de DNA que utiliza columnas de afinidad. El
procedimiento se realizara de acuerdo a las recomendaciones de la casa comercial. Se utilizara un 1l de muestra
del DNA para ser cuantificada por espectrofotometria en el equipo Nano Drop ND-1000 (NanoDrop Tecnologies,
Inc), en el espectro de lectura de 220-640nm. Se comprobaré la integridad del DNA por corrimiento electroforético
en gel de agarosa al 1%, a 80volts durante aproximadamente 30 minutos, tifiendo con bromuro de etidio y
observando en un transiluminador.

El DNA gendmico una vez aislado de la muestra serd amplificado por PCR para cada polimorfismo; la
genotipificacion se determinara por la técnica de polimorfismos de longitud por fragmentos de restriccion (PCR-
RFLP, del inglés Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment-Length Polymorphism), por triplicado para cada
reaccion.

Para el polimorfismo 13444G>A del gen CBR3 (refSNP ID:rs1056892) se utilizaran los primers: Forward 5'-
GGACCAGTGAAGACAGACAT-3’; y Reverse 5'- CATTCATTCCACCAACATTT-3’, disefiados con la paqueteria en
linea Primer3 (Whitehead Institute for Biomedical Research). La preparacion de la reaccion de PCR se consideran
primers, amortiguador de PCR 10X, MgCl2 1.5 mM, DNA Taq polimerasa 0.5U, y dNTP 0.2 mM de cada uno. Se
agregard agua grado PCR para tener un volumen final de 20uL. La amplificacion de PCR consistira en: a)
desnaturalizacion a 94°C por 90 seg.; b) alineamiento a 54°C por 60 seg.; y c) extension a 72°C por 90seg, en 30
ciclos. Se incluird un control negativo en cada experimento (muestras sin DNA). El producto de amplificado del
PCR (161pb) sera cortado con 5U de la enzima de restriccion Taa-L (HpyCH4lll, Fermentas, Inc.), incubando a
65°C por 1h, generando dos productos de 46pb y 115pb, los cuales seran separados por electroforesis
microcapilar en el sistema Bioanalyzer (Agilent Technologies).
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Para el polimorfismo 313A>G del gen Gstp1 (refSNP ID: rs41462048) se utilizaran los primers: Forward 5'-
GTGACTGTGTGTTGATCAGG-3'; y Reverse 5-TGCAGATGCTCACATAGTTG-3', disefiados con la paqueteria en
linea Primer3 (Whitehead Institute for Biomedical Research). La preparacion de la reaccion de PCR se consideran
primers, amortiguador de PCR 10X, MgCl> 1.5 mM, DNA Taq polimerasa 0.5U, y dNTP 0.2 mM de cada uno. Se
agregara agua grado PCR para tener un volumen final de 20uL. La amplificacion de PCR consistira en: a)
desnaturalizacién a 94°C por 90 seg.; b) alineamiento a 54°C por 60 seg.; y c) extensidn a 72°C por 90seg, en 30
ciclos. Se incluird un control negativo en cada experimento (muestras sin DNA). El producto de amplificado del
PCR (177pb) sera cortado con 5U de la enzima de restriccion Tai-L (HpyCH4IV o Mae II, Fermentas, Inc.),
incubando a 65°C por 1h, generando dos productos de 38pb y 139pb, los cuales seran separados por
electroforesis microcapilar en el sistema Bioanalyzer (Agilent Technologies).

Para validar los resultados, se realizara la secuenciacion de los fragmentos de interés en una institucion externa.
Para este analisis se considerara el 10% de las muestras, las cuales serén elegidas al azar al finalizar la
genotipificacion.

Analisis Estadistico e Interpretacion de Datos

Se utilizara estadistica descriptiva, con medidas de tendencia central y dispersion, para enlistar las variables de
interés en la poblacion de estudio. Se describiran las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de
interés en la poblacion estudiada. Se realizara la prueba de desequilibrio de ligamiento de Hardy-Wimberg. Se
ajustara la descripcion de las frecuencias alélicas a los subgrupos de efectos secundarios y dosis de doxorrubicina.

Descripcion operativa de las variables

e Laedad se describe como una variable numérica continua con una escala de medicién en meses hasta el
inicio del tratamiento con doxorrubicina;

e FElsexo se describe como una variable no numérica binominal;

e Eltipo de neoplasia se describe como una variable no numérica multinominal;

e Elnumero de ciclos de doxorrubicina recibida se describe como una variable numérica continua;

e La dosis de doxorrubicina recibida se describe como una variable numérica continua con una escala de
medicion de dosis acumulada en mg/m?

e La variante genotipica se describe como una variable no numérica binominal, la escala de medicion sera
para CBR3 G/A'y para GSTP1 A/G, siendo en ambos el alelo silvestre G;

e Las variantes alélicas son consideradas como variable no numérica categorica con escala de medicion
para la variante alélica del gen CBR3 homocigoto A/A, homocigoto G/G y heterocigoto A/G; y para la
variante alélica del gen GSP1, homocigoto A/A, heterocigoto A/G y homocigoto G/G;

e Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo se describe como una variable numérica continua con una
escala en porcentaje, medida por ecocardiograma que refleja la relacién entre el volumen de llenado del
ventriculo izquierdo y el volumen residual a la contraccion ventricular;

15



Reporte de electrocardiograma en el que se mencionen datos compatibles con insuficiencia cardiaca
congestiva se describe como una variable no numérica binomial;

Reporte de la radiografia anteroposterior de térax en el que se mencionen datos compatibles con
insuficiencia cardiaca congestiva se describe como una variable no numérica binomial;

Cardiotoxicidad e describe como una variable no numérica categorica con escala de medicion de y refleja
la funcion del ventriculo izquierdo: Grado 0 (Ausente), Grado | (Asintomatico, disminucion de la fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo del 10 al 20% respecto a la basal, con alteraciones electrocardiograficas
sin sintomatologia), Grado Il (Asintomatico, disminucién de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo
mayor del 20% respecto a la basal, con alteraciones electrocardiogréficas sintométicas que no requieren
tratamiento), Grado Ill (Insuficiencia cardiaca congestiva con respuesta al tratamiento, con alteraciones
electrocardiograficas sintomaticas que si requieren tratamiento), Grado IV (Insuficiencia cardiaca
congestiva refractaria al tratamiento o que requiere intubacién, con alteraciones electrocardiograficas
potencialmente letales);

Tiempo para el desarrollo de cardiotoxicidad se describe como una variable numérica continua con una
escala de medicion en meses desde el inicio del tratamiento con doxorrubicina hasta el desarrollo de
alteraciones cardiacas relacionadas a doxorrubicina;

Mielotoxicidad se describe como una variable no numérica categorica con escala de medicion de Grado 0
(Neutréfilos totales mayor a 2000/ul), Grado | (Neutréfilos totales de 2000 a 1501), Grado Il (Neutréfilos
totales de 1500 a 1001/ul), Grado Il (Neutréfilos totales de 1000 a 501/ul), Grado IV (Neutrdfilos totales
menores a 500/ul);

Mucositis se describe como una variable no numérica categorica con escala de medicion de Grado 0
(Ausente), Grado | (Mucosa eritematosa), Grado |l (Reaccién seudomembranosa o esfacelacion de la
mucosa en parches), Grado Ill (Reacciéon seudomembranosa o esfacelacién de la mucosa confluente),
Grado IV (Necrosis o ulceracion de la mucosa);

Numero de hospitalizaciones por efectos secundarios potencialmente relacionados con doxorrubicina se
describe como una variable numérica continua;

Tipo de hospitalizaciones por efectos secundarios potencialmente relacionados con doxorrubicina se
describe como una variable no numérica multinomial

Consideraciones Eticas

Sera necesario incluir cartas de consentimiento y asentimiento informados que se apeguen a la Ley General de
Salud, a la Conferencia Internacional de Armonizacion y a las Buenas Practicas Clinicas, para contar con el
permiso del paciente y/o su tutor para la toma, preservacion en el Banco de Tejidos Neoplasicos y analisis de las
muestras de sangre requeridas.

Aseguraremos el apego del estudio a los sefialamientos de la UNESCO a través de la “Declaracién Universal
sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos’.

El proyecto sera sometido a revision y aprobacion por los comités de investigacion y ética del Instituto Nacional de
Pediatria. El formato de las cartas de consentimiento y asentimiento informados se incluyen en Anexo.
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Consideraciones de Bioseguridad

El desarrollo del experimento se apegaréa a los estatutos de la Ley Federal de Salud en materia de Bioseguridad.
Para la toma de muestras se utilizara material estéril y desechable, con contenedores adecuados al tipo y cantidad
de muestra requerida. Durante los experimentos se considera el empleo de material y equipo de proteccidn, tales
como: guantes de latex, anteojos protectores y bata de laboratorio para evitar el contacto directo con el material
toxico-bioldgico que se utilice. Asi mismo el desecho de los residuos toxico—biologicos y del material punzocortante
se realizara en contenedores especificos para cada tipo de residuos.

Limitantes del Estudio

Debido al disefio del estudio, consideramos que presenta dos limitantes importantes, la primera relacionada con el
andlisis de pacientes sobrevivientes de manera exclusiva que constituye un sesgo importante que impacta
negativamente en la posibilidad de encontrar las variantes genotipicas de interés en menor grado, dada la
potencial asociacion que se reporta en la literatura con cardiotoxicidad. La segunda limitante son los reportes de
ecocardiograma, electrocardiograma y radiografia de térax que fueron realizados por diversos operadores no
estandarizados para el estudio. Lo anterior es limitante propia del disefio, mas la descripcién de las frecuencias
genotipicas de interés debe considerarse necesario para la planeacién d un futuro estudio porspectivo cuyo disefio
permita evitar estos sesgos.
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Resultados

Tabla 2. Caracteristicas demogréficas y clinicas de acuerdo al grado de cardiotoxicidad, de la poblacion en estudio.

GRADOS DE CARDIOTOXICIDAD
Grado 0 Grado | Grado Il Grado Il Grado IV Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)
Genero
masculino 16 (59) 18(4) 17(63)
femenino 8(30) 2(7) 10(37)
Edad
0-5 afios 11(41) 11(41)
06 - 10 afios 7(26) 1(4) 8(30)
11 - 15 afios 3(11) 2(7) 5(18)
mayores de 16 3(11) 3(11)
Tipo de cancer
LAL* 3(11) 1(4) 4(15)
LH** 2(7) 2(7)
LNH*** 4(15) 4(15)
Nefroblastoma 2(7) 2(7)
Hepatoblastoma 2(7) 2(7)
Pancreatoblastoma 14) 1(4)
Rabdomiosarcoma 5(18) 5(18)
Osteosarcoma 3(11) 2(7) 5(18)
Sarcoma no RMS 14) 1(4)
Carinoma Timico 1(4) 1(4)
Quimioterapia
solo DOX 14(52) 2(7) 16(59)
DOX - DOX peg 5(18) 5(18)
DOX+DAUNO 3(11) 14) 4(15)
DOX+CFM 2(7) 2(7)
Mielotoxicidad
Grado 0 6(22) 6(22)
Grado | 1(4) 1(4)
Grado Il 14) 1(4)
Grado Il 6(22) 6(22)
Grado IV 10(37) 14) 2(7) 13(48)
Mucositis
Grado 0 12(44) 12(44)
Grado | 6(22) 14) 7(26)
Grado Il 0 1(4) 1(4)
Grado Il 5(18) 5(18)
Grado IV 1(4) 1(4) 2(7)
No. De Hospitalizaciones por toxicidad
0 4(15)
1 6(22) 1(4) 7(26)
2 8(29) 14) 9(33)
3 5(18) 5(18)
4 1(3.5) 1(3.5) 2(7)




Tipo de hospitalizacion

URG/UTIP*** 7(26) 2(7) 9(33)
Sala hospitalizacion 13(48) 1(4) 14(52)
No hospitalizacion 4(15) 4(15)
GRADOS DE CARDIOTOXICIDAD

Grado 0 Grado | Grado Il Grado Ill Grado IV Total
Promedios Promedios Promedios Promedios Promedios Promedios
(rangos) (rangos) (rangos) (rangos) (randos) (rangos)
NUm. De ciclos de 35 7 3 3.6
doxorrubicina (2.6) (7-7) (2-4) (2-7)
Dosis Acumulada
<100 mg/d| 64.2 60 58
(30-100) (60-60) (30-100)
101-200 150 195 190 150
(120-200) (195-195) (190-190) (120-200)
>201 281 281
(225-300) (225-300)
Tiempo de la administracion de la 1er al DX
<12m 7.5
(3-12m)
13-24m
25- 36m
<36m 36m
(36-36)

*Leucemia Aguda Linfoblastica,**Linfoma de Hodgkin, ***Linfoma no Hodgkin,****Sala de Urgencias/Unidad de Terapia Intensiva
Pediatrica

La poblacién estudiada fue de 27 paciente en total, el 63% (n=17) correspondieron al género masculino y el 37% (n=10) al
femenino, con una relacién H:M 1.7:1 . Un paciente de género masculino presentd cardiotoxicidad Grado | y dos mujeres G
IV, representando solo el 11% de la poblacién total.

Por grupo de edad; el grupo menor de 5 afios presento la mayoria 41% (n=11), 11% (n=3) en el grupo mayor de 16 afios,
el resto se encontr6 en los grupos de 6 a 10 afios representado 30% y 18% entre 11y 15 afios, el mayor numero de casos de
cardiotoxicidad se presento en el grupo de 11 a 15 afios que represento 4% (n=2) y un solo caso en el grupo de 6 a 10 afios
(4%).

Del total de los pacientes el 18 % (n=5) padecen Rabdomiosarcoma u Osteosarcoma, siguiendo Leucemia Aguda
Linfoblastica (LAL) y Linfoma no Hodgkin (LNH) con 15%(n=4), Nefroblastoma y Hepatoblastoma, continuaron con 7% (n=2)
y por Ultimo Carcinoma Timico, Pancreatoblastoma y Sarcoma no rabdo con solo un caso respectivamente. Dos pacientes
con cardiotoxicidad GIV pertenecieron al grupo de Osteosarcoma (7%) y un paciente a LAL (4%).

Los paciente que solo recibieron Doxorrubicina como parte del esquema de quimioterapia para el padecimiento fueron el
mayor porcentaje con 59% (n=16), a este grupo pertenecieron 2 pacientes (7%) con grado cardiotoxicidad GIV. Aquellos
que recibieron doxorrubicina convencional mas doxorrubicina pegilada representaron un 18.5% (n=5) y dos paciente (7%)
doxorrubicina mas ciclofosfamida, en los cuales no se encontrd ningun grado de cardiotoxicidad. Un paciente que recibié
doxorrubicina mas daunorrubicina present cardiotoxicidad grado |, de 4 pacientes en total que recibieron este esquema.
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Mas de la mitad de los pacientes (n=21) presentd mielotoxicidad, siendo la mas frecuente la mielotoxicidad grado IV con 13
pacientes ( 48%) de los cuales 2 presentaron cardiotoxicidad Grado IV y uno cardiotoxicidad Grado I, 6 pacientes no

presentaron ningun grado de mielotoxicidad

Doce pacientes ( 44%) no presentaron ningin grado de mucositis, el grado | se presentd en 16% (N=7) , el grado Il en 4%
(N=1), el grado Ill en 18% (N=5) y el grado IV en 7% (N=2), el paciente con cardiotoxicidad Grado | presentd mucositis grado

I, los pacientes con cardiotoxicidad Grado IV también presentaron mucositis grados Il y IV.

Veintitrés (85%) de los 27 pacientes estuvieron hospitalizados a causa de toxicidad atribuible a la doxorrubicina, el 33% (n=9)
lo estuvo en 2 ocasiones. En este grupo se encontr al paciente que presenté cardiotoxicidad Grado 1. El 7% (n=2) estuvo 4
veces hospitalizado, uno de estos pacientes presentd cardiotoxicidad grado 1V, mientras que 7 pacientes (26%) estuvieron
solo en una ocasion hospitalizados, 1 de estos pacientes desarrollé cardiotoxicidad grado 1V, tan solo 4 (15%) pacientes no

registraron ninguna hospitalizacion relacionada con toxicidad del tratamiento.

De los veintitrés pacientes que se hospitalizaron debido a la toxicidad, 14 pacientes (52%) requirieron exclusivamente de
monitorizacion y medidas de soporte vital basicas, los 9 restantes (33%) necesitaron tratamiento en la sala de terapia
intensiva pediatrica o de urgencias con soporte vital avanzado. Los dos pacientes que presentaron cardiotoxicidad grado IV
requirieron hospitalizacion en una sala de cuidado intensivo, pero el paciente con cardiotoxicidad Grado | solo monitorizacion

y medidas conservadoras.

De los pacientes que no presentaron datos de cardiotoxicidad en promedio recibieron 3.5 ciclos con doxorrubicina con un
rango 2-6 ciclos, un paciente con cardiotoxicidad grado | recibi6 7 ciclos de doxorrubicina y dos paciente con datos de

cardiotoxicidad grado IV recibieron un promedio de 3 con un rango 2-4 ciclos.

En relacion a la dosis acumulada de doxorrubicina, un paciente que presenté cardiotoxicidad Grado IV y otro Grado |
pertenecieron al grupo de 101 a 200mg/m2 (promedio 192mg/m2 con un rango 190 a 195mg/m2), pero un paciente con
cardiototxicidad grado IV pertenecié al grupo de menos de 100mg/m2, con una dosis total acumulada de 60mg/m2. Los
pacientes con una dosis acumulada mayor de 201 mg/m2 (promedio de 281mg/m2, con un rango 225 a 300mg/m2) no

presentaron datos de cardiotoxicidad al momento del estudio.

De los tres pacientes que desarrollaron cardiotoxicidad, un paciente, con grado |, presentd la disminucién de la FEVI por
ecocardiograma en un tiempo transcurrido de 3 afios desde el inicio del tratamiento con doxorrubicina. Dos pacientes que
desarrollaron cardiotoxicidad grado IV lo hicieron de 3 a 12 meses después de haber iniciado el tratamiento con

doxorrubicina.
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Tabla 3. Frecuencias genotipicas relacionadas con toxicidad por Doxorrubicina

GRADOS DE TOXICIDAD
Grado 0 Grado | Grado I Grado Il Grado IV
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
EKG
Sl ( c/datos de 2(7)
cardiotoxicidad)
si (sin datos) 9(33) 1(4)
no tiene 15(57)
Radiografia
Sl ( c/datos de 0 1(4)
cardiotoxicidad)
si ( sin datos) 25(92) 14)
No tiene 0
Ecocardiograma
Si 16(59) 1(4) 2(7)
no 8(30)
FEVI*
<50% 42 (42-42) 43(43-43)
51-60% 56.7(52-59) 60(60-60)
61-70% 65.2(62-70)
>71% 75(73-78) 72 (72-72)

*Fraccion de Eyeccion de Ventriculo Izquierdo

De los 27 pacientes, el 56% (n=15) no contaba con un electrocardiograma registrado en su expediente, en 10 pacientes
(37%) el electrocardiograma no mostré alteraciones relacionadas con cardiotoxicidad por doxorrubicina, fueron solo 2
pacientes (4%) los que mostraron alteraciones electrocardiograficas potencialmente compatibles.

Con respecto a la radiografia de térax, los 27 paciente contaban con ella, pero el 96% (n=26) no presentaban datos de
cardiotoxicidad, solo 1 paciente tenia datos compatibles con cardiotoxicidad.

Diecinueve pacientes (70%) contaban con ecocardiograma y 8 pacientes no (30%). Los pacientes con cardiotoxicidad grado
IV presentaron una FEVI de 43% y 42%, respectivamente. Este Gltimo mostré ademas una imagen intracavitaria compatible
con un trombo tumoral.

Un paciente con cardiotoxicidad grado IV present6 una FEVI de 60%. Cuatro pacientes que no presentaron cardiotoxicidad
registraron una FEVI promedio de 56.7% (rango 52 a 59%). Un paciente con FEVI de 72% presenté cardiotoxicidad grado |,
determinada por la definicion operacional (diminucién del 10% de FEVI con respecto al basal, asintomatico). Tres pacientes,
con FEVI promedio de 75% (rango 73-78%), pertenecieron a la categoria de una FEVI mayor 71%. La mayoria de los
pacientes pertenecié a la categoria de una FEVI entre 61 y 70%, con un total de 8 pacientes (30%) que no presentaron
ningun dato de cardiotoxicidad. Es importante enfatizar la ausencia de estudios en 37 % para electrocardiogramas y 30 %
ecocardiograma.
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En la poblacion estudiada (n=27) para el SNP 13444>A del gen GSTP1, 8 pacientes (30%) presentaron el genotipo
homocigoto silvestres G/G, 13(48%) el genotipo heterocigoto G/A, 6 (22%) el genotipo homocigoto mutante A/A. Con base
en las frecuencias genotipicas antes mencionadas, se calcularon las respectivas frecuencias alélicas, asi :54% para el alelo

silvestre Gy 46% para el alelo mutante A.

Para el SNP 313>A del gen CBR3, 1 paciente (4%) presento el genotipo homocigoto silvestre G/G, 10 (37%) el genotipo
heterocigoto G/A, y 16 (59%) el genotipo homocigoto mutante A/A. Las respectivas frecuencias alélicas fueron : 37% para

el alelo silvestre G y 63% para el alelo mutantes A.

Tabla 4. Frecuencias Genotipicas y grados de cardiotoxicidad de los Genes CBR3 y GSTP1

GRADOS DE CARDIOTOXICIDAD
Grado 0 Grado | Grado Il Grado Il Grado IV Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)
CBR3
AJA 13(48) 1(4) 2(7) 16 (59)
GIA 10(37) 10(37)
GIG 1(4) 1(4)
GSTP1
AJA 6(22) 6(22)
GIA 11(40) 1(4) 1(4) 13(48)
GIG 7(26) 1(4) 8(30)

Para el andlisis de relacién genotipo — fenotipo utilizamos X2. Se tomaron en cuenta los siguientes datos: para el genotipo
homocigoto la variante mutante A/A del gen CBR3, donde 3 (11%) casos se presentaron con datos de cardiotoxicidad, uno
con grado |y 2 con grado IV, mientras que 13 (48%) pacientes no presentaron datos de cardiotoxicidad. Para los genotipos
heterocigoto G/A y homocigoto silvestres G/G no presentaron grados de cardiotoxicidad. De acuerdo con los datos obtenidos
por el andlisis de X2, no existe diferencia significativa entre los tres genotipos para el gen CBR3, con respecto a presentar
algun grado de cardiotoxicidad (X2= 0.1687, p=0.9191)

El andlisis de la relacién genotipo — fenotipo del gen GSTP1, se contaron con los siguientes datos: para el genotipo
homocigoto mutante A/A ningun paciente presento cardiotoxicidad. Para el genotipo heterocigoto G/A, 2(7%) pacientes de
13, presentaron cardiotoxicidad, uno grado | y el otro grado IV. Para el genotipo homocigoto silvestres G/G, un paciente
presento cardiotoxicidad Grado IV, y 7(26%) pacientes no. De acuerdo con los datos obtenidos por el anélisis de X2, no
existe diferencia significativa entre los tres genotipos para el gen GSTP1, con respecto a presentar algiin grado de
cardiotoxicidad (X?= 1.4279, p=0.4897)
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Tabla 5. Frecuencias Genotipicas y grados de Mielotoxicidad de los Genes CBR3 y GSTP

GRADOS DE MIELOTOXICIDAD
Grado 0 Grado | Grado Il Grado Il Grado IV Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)
CBR3
AIA 4(15) 1(4) 3(11) 8(30) 16 (59)
GIA 2(7) 1(4) 3(11) 4(15) 10(37)
GIG 1(4) 1(4)
GSTP1
A/A 2(7) 1(4) 3(11) 6(22)
GIA 3(11) 104) 4(15) 5(18) 13(48)
GIG 1(4) 1(4) 1(4) 5(18) 8(30)

Para analizar la asociacién de estos mismo genotipos del gen CBR3 con los grados de mielotoxicidad se tomaron los
siguientes resultados: 16 (59%) pacientes con el genotipo homocigoto mutante A/A, un paciente con mielotoxicidad grado |, 3
(11%) presentaron grado Il y 8(30%) presentaron grado IV. 10 (37%) con el genotipo heterocigoto G/A, un paciente
presento grado I, 3(11%) grado I, y 4(15%) presentaron Grado IV. Para el genotipo homocigoto silvestre G/G solo un
paciente, el cual no presento ninglin datos de mielotoxicidad. Aun cuando para el genotipo A/A representan 59%, no existe

diferencia significativa entre los tres genotipos al presentar diferentes grados de mielotoxicidad.

Para determinar la relacion de los genotipos del gen GSTP1 con mielotoxicidad, se realizo el mismo analisis considerando en
los resultados del genotipo homocigoto mutante A/A el registro de 4(15%) pacientes, que se distribuyeron de la siguientes
manera, Grado | y Il ninglin paciente, Grado IIl un paciente, Grado IV tres pacientes. En el grupo del pacientes con genotipo
G/A, encontramos 13%, de los cuales 3(11%) pacientes fueron grado O(sin mielotoxicidad), 1(4%) paciente grado Il, 4(15%)
pacientes Grado Ill y 5(18%) pacientes grado IV. De los pacientes con genotipo G/G, un paciente con grado |, un paciente
con Grado Ill y 5 pacientes con grado IV y solo un paciente no presento mielotoxicidad. Aunque los heterocigotos
predominan en los casos de mielotoxicidad, el analisis estratificado no mostro diferencias significativas entre los tres

genotipos en asociacion con los diferentes grados de mielotoxicidad (x23.4512, p=0.4853)

23



Tabla 6. Frecuencias Genotipicas y grados de Mucositis de los Genes CBR3 y GSTP1

GRADOS DE MUCOSITIS
Grado 0 Grado | Grado Il Grado Il Grado IV Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)
CBR3
A/A 5(18) 5(18) 1(4) 4(15) 1(4) 16 (59)
G/A 6(22) 2(7) 1(4) 1(4) 10(37)
GIG 1(4) 14)
GSTP1
A/A 3(11) 1(4) 2(7) 6(22)
G/A 4(15) 5(18) 1(4) 3(11) 13(48)
GIG 5(18) 1(4) 2(7) 8(30)

Para analizar la asociacién de estos genotipos del gen CBR3, con mucositis encontramos los siguientes resultados, para el
genotipo homocigoto mutante A/A: 5 (18%) pacientes sin datos de mucositis, 5(18%) pacientes con Grado |, un paciente con
Grado I, 4(15%) pacientes con grado Il y un paciente con grado IV .Para el genotipo heterocigoto G/A 6(22%) paciente no
presentaron datos de mucositis, siendo la mayoria. Parel genotipo homocigoto silvestres G/G un solo paciente sin datos de
mucositis (grado 0). X2=4.3762, p=0.8217), por lo que no existe diferencia significativa entre los genotipos en asociacion con

el grado de mucositis.

Al analizar la relacion de los genotipos del gen GSTP1 con los grados de mucositis se observo lo siguiente: para el genotipo
AJA solo tres pacientes con mucositis, uno grado | y dos grado lll. Para el genotipo heterocigoto G/A, 5 (18%) pacientes con
grado |, uno con Grado Il y 3 con grado lll. Para el genotipo G/G, uno con grado | y dos con grado IV. 12 pacientes no
presentaron datos clinicos de mucositis, 3 de ellos con genotipo A/A, 4 pacientes con genotipo G/A y 5 pacientes con
genotipo G/G. Con estos datos el andlisis se determina que no hay diferencia significativa entre los genotipos y la asociacién

con la presencia de mucositis.
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Discusion

Actualmente los tratamientos aplicados a nifios con enfermedades hemato - oncoldgicas malignas han logrado tasas de
curacién del 80%. Al aumentar la expectativa de curacidn y de una vida prolongada libre de enfermedad, se incrementa la
necesidad de disminuir las secuelas relacionadas con el tratamiento para no limitar la calidad de vida de los sobrevivientes.
(Neglia 2001)©0)

Las antraciclinas son un grupo de farmacos antitumorales que han mostrado su eficacia en distintas neoplasias; sin embargo,
su utilizacién se limita por sus efectos toxicos asociados, principalmente la cardiotoxicidad, el presente estudio se enfoca a
este efecto adverso y conocer la frecuencia alélica de dos polimorfismos y evaluar si existe una asociacion entres estos
marcadores genético y la cardiotoxicidad aguda relacionada con la doxorrubicina en pacientes pediatricos tratados en INP.

En el estudio encontramos una heterogeneidad en los padecimientos ya que la doxorrubicina como se menciona es
ampliamente utilizada, el 36% de los paciente padecen sarcomas (osteosarcoma y rabdomiosarcoma).

El riesgo de mortalidad relacionada con eventos cardiacos es ocho veces mayor para sobrevivientes a largo plazo que para
la poblacion normal. (Kremer 2004)@"

Existe varias clasificaciones de la cardiotoxicidad asociada a antraciclinas, histéricamente se han divido en aguda y crénica,
la primera se presenta durante el primer afio y durante el tratamiento, frecuentemente no se asocia a la dosis acumulada y la
crénica se presenta 1 afio después de la administracion de antraciclinas y se asocia mas a la dosis acumulada refiere en
publicacion Lubomir en 2006('®). Para Adams y Lipshultz en 200532, |a clasificacién incluye tres categorias: aguda, de inicio
temprano y de inicio tardio; estas dos ultimas son progresivas, se describen en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas y curso de cardiotoxicidad inducida por antraciclinas.

Caracteristicas CT aguda CT de inicio temprano, CCP CT de inicio tardio, CCP

Inicio En la primera semana del <1afos después de finalizado  >1 afios después de finalizado
tratamiento tratamiento tratamiento

Depende de factores de riesgo  desconoce Si Si

Caracteristicas clinicas en nifios Depresidn transitoria de la Miocardiopatia dilatada o Miocardiopatia dilatada o
contractilidad restrictiva, arritmias restrictiva, arritmias

miocardica;inecrosis miocardica
(elevacion de la cTnT), arritmia

Curso Usualmente reversible, al Progresiva Progresiva
suspender las antraciclinas

CT= cardiotoxicidad. CCP= Cardiotoxicidad cronica progresiva.

Adams y Lipshultz en 200562
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La incidencia de la forma aguda es menor a 1% y ha disminuido en forma significativa gracias a las medidas de prevencion
de cardiotoxicidad (Kremer 2001)@3). La cardiotoxicidad de inicio temprana crénica progresiva se presenta en 1.6% a 2.1%
de los nifios tratados con antraciclinas. La forma inicio tardio crénica progresiva estd fuertemente asociada a la dosis
acumulada, después de seis afios, cerca de 65% de los nifios tratados con dosis total acumulada entre 228 a 558 mg/m2
tienen anormalidades funcionales y estructurales en el musculo cardiaco. Esto puede ser progresivo y depende de la dosis
acumulada. (Steven 2005)34. Es importante considerar que la distincidn entre toxicidad cardiaca aguda y crénica puede ser
artificial comenta Cardenas en 2009, ya que el dafio ocasionado por las antraciclinas en células del miocardio comienza
con la primera dosis de estos medicamentos y el desarrollo temprano o cronico depende de los factores individuales de cada
paciente, aun sin haber completado dosis acumuladas superiores a las recomendadas. Debido al tiempo asignado para el
presente estudio y el seguimiento considerado, el presente estudio solo contemplo la evaluaciéon de cardiotoxicidad aguda,
por lo que la incidencia registrada es equiparable con lo reportado en otros estudios.

Se han identificado algunos factores de riesgo para cardiotoxicidad; las edades extremas, especialmente en menores de
cuatro afios, y las mujeres son mas vulnerables que los hombres; posiblemente por diferencias en el estrés oxidativo, una
expresion diferente en el gen de resistencia a multidrogas y la composicion corporal. (Ruggiero 2008)). En nuestro estudio
en contraste al edad no fue un factor de riesgo, ya que aun la mayoria de nuestros pacientes son menores de 5 afios
representando el 41%, es este grupo de edad no se encontrd ningun paciente con cardiotoxicidad aguda. Respecto al
género, 2 (7%) pacientes mujeres desarrollaron cardiotoxicidad, sin embargo no es significativo este resultado por el numero
total de pacientes que presentaron cardiotoxicidad

Se ha sugerido aumento de la cardiotoxicidad cuando las antraciclinas se administran con otros agentes, principalmente
ciclofosfamida (Lipshultz 2005 )2 y en el este estudio no se observé que la asociacion de doxorrubicina con un alquilante
aumentara la presentacion de cardiotoxicidad aguda, de los 27 pacientes 2 (7%) se encontraba esta condicion y ninguno
presento disminucion de FEVI ni sintomatologia relacionada. También es bien conocido que la radioterapia a mediastino y
térax potencia el efecto de los antraciclicos; de ahi el mayor riesgo de cardiotoxicidad, de nuestra poblacién ninguno hasta el
momento habia sido expuesto a radioterapia en dichas regiones, por lo que no es posible contrastar este dato.

La dosis acumulada de antraciclinas es un factor de riesgo ampliamente estudiado principalmente para la cardiotoxicidad
tardia, es reconocido como factor de dafio cardiaco y el mejor predictor de la eventual disfuncidn cardiaca, el riesgo con la
dosis acumulada por encima de de 300 mg/m2 es significativo para la disminucién de la funcion cardiaca 8 afios después del
tratamiento comenta Lipshultz y colaboradores en 20087, Sin embargo, no hay dosis absolutamente segura para esta
antraciclina, incluso el dosis mas bajas puede causar disfuncién cardiaca posterior. Desafortunadamente, estudios como el
de Steven y Kremer en 2001, refiere que pacientes que reciben dosis més bajas, 45mg/m2 , finalmente experimentaran
anomalias cardiacas, como la reduccién significativa de la masa muscular y la dimension ventricular izquierda. En nuestro
estudio no encontramos correlacién entre la dosis méaxima que fue de 300mg/m2 con la presentacion clinica o/y disminucién
en el % de FEVI de forma significativa. Por otro lado, dos de los tres pacientes que presentaron cardiotoxicidad aguda grave
recibieron dosis menores de 200mg/dl, estos reafirma el concepto de que no hay dosis absolutamente segura de este
quimioterapéutico (3334),
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Sin embargo, de con lo reportado en la literatura, los pacientes que reciben la dosis maxima de 300mg/m2, tendran un
riesgo relativo 11.8 veces mayor de presentar disminucién de la funcién cardiaca (Rahman 2007)©8), en comparacion con los
que estan expuestos a menor dosis, por lo que la monitorizacién cardiolégica debe de ser adaptada al riesgo de cada
paciente con cancer segun los factores de riesgo y la dosis acumulada de antraciclinas.

Es necesaria la deteccién temprana del dafio cardiaco asociado al uso de antraciclinas para poder tomar decisiones
terapéuticas que limite el dafio cardiaco.

A pesar de que el ecocardiograma bi-dimesional con Doppler a color, es el estudio de gabinete mas utilizado por su bajo
costo y accesibilidad, no logra el objetivo de la deteccion temprana es decir diagnosticar cardiotoxicidad aguda, que en la
mayoria de los casos es asintomatica. Ademas hay una gran heterogeneidad en el concepto de cardiotoxicidad , Rahman
2007 publica que la cardiopatia inducida por antraciclinas es una disminucién FEVI mas de 20%, hasta un valor de 50% o
manifestaciones clinicas ( signos y sintomas de insuficiencia cardiaca) independiente del valor de la FEVI.©8) Otros autores
han comentado que una disminucién del 10% FEVI se debe considerar como cardiotoxicidad. De los pacientes analizados
solo 3 (11%) presentaron disminucién de la FEVI, un paciente se detecto una disminucién del 10% con respecto al
ecocardiograma basal (antes de iniciar el tratamiento) sin embargo este paciente hasta el momento del estudio se muestra
asintomatico y sin tratamiento farmacolégico. Dos pacientes presentaron una disminucion de méas 20% de FEVI, una por
debajo de 50%, ambas presentaron sintomas de insuficiencia cardiaca que requiri6 tratamiento en la unidad de cuidados
intensivos.

Mientras que 24 (88%) no presentaron alteraciones en el ecocardiograma, sin embargo se debe tener en cuenta la falta de
deteccion sistematizada de miocardiopatia temprana, asi como toxicidad cardiaca de inicia tardio.

La ecografia tridimensional ha sido validada como la modalidad ecogréafica que aporta mayor exactitud al calculo de la
fraccion de eyeccion

Se mencionan que la gammagrafia de anticuerpos antimiosina es muy sensible para el seguimiento de cardiotoxicidad de la
antraciclina. La captacion miocardica de anticuerpos antimiosina es altamente correlacionada con la gravedad de la lesién
miocardica. De hecho a una dosis acumulativa de 240 a 300 mg/m2 de doxorrubicina, casi todos los pacientes presentan un
resultado positivo (Valdés Olmos et al 2002) por lo que es una prueba poco préctica para ser aplicada y interpretarse de
forma rutinaria

El ECG los cambios que se presentar suelen ser inespecificos de la repolarizacion ventricular o arritmias no letales, la
prolongacién del QT puede predecir disfuncion cardiaca, Kremer en 2004@%. En el estudio actual 10 pacientes (37%) el
electrocardiograma no presentaba alteraciones de cardiotoxicidad, y solo 2(4%) pacientes tenian alteraciones en el
electrocardiograma compatibles con insuficiencia ventricular, por si solo esta herramienta no til para el diagnostico temprano
y puede ser que con un ECG normal los pacientes ya presente cardiotoxicidad. Sin embargo siempre deben estar incluidos
en la valoracion cardiolégica de los pacientes

Por lo anterior la bisqueda de marcadores bioquimicos Utiles para la deteccion temprana sigue en estudio, se refiere por
Lipshultz en 2005632 | que el aumento sérico de la troponina T en nifios traduce dilatacién del ventriculo izquierdo y el
adelgazamiento de la pared ventricular y el péptido natriurético cerebral (BNP) producido por el miocardio, como respuesta
de la falla ventricular izquierda, es un excelente marcador de disfuncidn, convirtiéndose en un marcador para el diagnostico y
monitoreo.
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Es de comentar que en los nifios pequefios sanos tienen concentraciones mas elevadas BNP. Por tal motivo se debe
considerar la evaluacion del impacto de la motorizacion de las troponinas y BNP en nuestros pacientes, para determinar
valores de referencia que justifiquen su utilizacién en pediatria.

Debido a la alta variabilidad entre pacientes en el desarrollo y progresién de la toxicidad cardiaca después del uso de
antraciclinas, sugiere que los factores genéticos (genotipos naturales o los cambios inducidos) pueden afectar las vias
metabdlicas y potenciar los efectos toxicos de las antraciclina

En cuanto a las frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs de los genes CBR 3 ( carbonil reductasa 3) y GSTP1 (
glutation S transferasa); la mutacion o eliminacion de estos genes alteran la funcion de estas enzimas causando una menor
desintoxicacion celular o alteracion en el metabolismo de las antracicinas, en comparacién con la enzima codificada por el
tipo silvestre (Zhang 2011).6%9)

A nivel genético existen grandes diferencias entre las poblaciones, los resultados obtenido en el estudio de Sukhwinder en
2008, 9 determinaron la frecuencia de la variante en los alelos para CBR3. (Tabla 8)

Tabla 8. Distribucién de genotipos CBR3 en DNA humano por poblaciones

Grupo étnico n GIG G/A AA G A
Africanos del norte del Sahara 7 1(14.3) 4(57.1) 2(28.6) 043 0.57
Africanos del sur del Sahara 10 5(50.0) 5(50.0) 0(0.0) 0.75 0.25
Chinos 10 5(50.0) 5(50.0) 0(0.0) 0.75 0.25
Indo-Pakistani 9 2(222) 2(22.2) 5(55.6) 0.33 0.67
Japoneses 10 4(40.0) 5(50.0) 1(10.0) 0.65 0.35
Mexicanos 10  7(70.0) 3(30.0) 0(0.0) 0.85 0.15
Medio este 10 2(20.0) 7(70.0) 1(10.0) 0.75 0.25
Islas del Pacifico 7 6(85.7) 1(14.3) 0(0.0) 0.93 0.07
Sur de América Andes 10 6(60.0) 3(30.09 1(10.0) 0.76 0.25
Sur Este Asia 10 5(50.0) 4(40.0) 1(10.0) 0.7 0.3

Los porcentajes correspondientes a cada categoria de genotipos estan indicados en paréntesis
n=numero de ejemplos de DNA para individuos no emparentados.

Modificado de Sukhwinder , 2006('9
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En comparacién con los resultados obtenidos en este trabajo (tabla 9 ) ; Sukhwinder reporto una frecuencia del genotipo G/G
en 70% mientras que nuestros resultados muestran 4%, para el genotipo G/A de 30% en comparacién con nuestros
resultados de 37% y para el genotipo A/A que reporta de 0% nuestros resultados encontrados 59%. Las frecuencias en
nuestra poblacién de nifios mexicanos con cancer son inversas a las reportadas en la literatura, observando con mayor
frecuencia el alelo mutante, sin embargo hay circunstancias que debemos tomar en cuenta, la principal nuestra poblacién
son mexicanos con cancer y segunda que el estudio de Sukhwinder es de mexicanos que residen en EE. UU. que podria
considerarse como poblacion abierta.

Tabla 9. Frecuencias genotipicas del gen CBR3 en mexicanos

Variante de CBR3 Nuestro estudio Sukhwinder et. Al 2006
A/A 59% 0%

GI/A 37% 30%

GIG 4% 70%

Aplanec en 2006 refiere que para el genotipo A/A un riesgo asociado a desarrollar cardiotoxicidad de 9.2 veces mas que para
el genotipo G/G y tres veces mas que el genotipo G/A, si nuestra poblacién el genotipo A/A es de 59% (2", supondriamos que
se presentaria con mayor frecuencia cardiotoxicidad, sin embargo no se encontrd asociacién, posiblemente por el tamafio de
la muestra y que la muestra de este estudio es solamente de los sobrevivientes, aquellos que fallecieron y por ende no
pudieron incluirse en el estudio porque no se obtuvo el genotipo, posiblemente desarrollaron cardiotoxicidad relacionada a
antraciclicos que impacté en el desarrollo de las complicaciones.

Tabla 10. Frecuencias genotipicas y alelicas del gen GSTP1

SNP’s 500 Cancer Voso, et al Nuestro estudio
2008
Frecuencia Alélica A 69% 32% 46%
Frecuencia Alélica G 31% 68% 54%
Genotipo A/A 52% 11.8% 22%
Genotipo G/A 34% 40.7% 13%
Genotipo G/G 13% 47.8% 30%

Estudio SNP’s cancer pacientes con cancer con herencia hispana
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En contraste hay una menor frecuencia del genotipo A y del alelo A mutante, que lo reportado en el estudio SNP’s
500, y considerando que las dos poblaciones hispanas y padecen cancer, esto deberia tener impacto sobre el
riesgo de desarrollar cardiotoxicidad, ya que el genotipo A/A de GSTP1 reporta un riesgo de 32 veces mas que el
genotipo G/G y 4 veces mas que el genotipo G/A, sin embargo no hubo asociacion significativa, del total de
paciente que presento algun grado de cardiotoxicidad asociado a antraciclicos, el genotipo mas frecuente G/A.

Los genotipos de GSTP1 se han estudiado por Voso y colaboradores en pacientes con Leucemia Aguda
Mieloblastica, donde se asocio a la presencia de mielotoxicidad y la gravedad de esta; se encuentro 11.8% de
homocigotos para el genotipo A/A, 40.7% para G/A y 47.6% para G/G. En paciente con genotipo homocigoto
mutante A/A el tiempo de recuperacion de plaquetas y neutrofilos era de 12 en comparacién con lo genotipos con
el alelo silvestre G que fue en promedio de 15 dias, pero no hubo diferencia en la frecuencia de los episodios de
fiebre y neutropenia, el uso de antibiéticos y anti fungicos. Reporta también que la mortalidad asociada a fiebre y
neutropenia no vario en funcion del genotipo GSTP1.140) En comparacién a lo encontrado en nuestro estudio no
hubo diferencia significativa en los genotipos de GSTP1 con respecto a la presencia y severidad de la
Mielotoxicidad, al parecer no confiere mayor riesgo en la morbi — mortalidad de la mielotoxicicad.
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Conclusiones

En este trabajo con respecto a la caracteristicas demogréficas hay un predominio del sexo masculino afectado por cancer
(63%), y se observa una distribucién monomodal a la edad es 0 a 10 afios (71%). Sin embargo no muestra ni la edad ni el
género asociacion con la presencia de cardiotoxicidad.

El tipo de cancer que presentaron los 27 pacientes del estudio son heterogéneos, se observa un ligero predominio en los
sarcomas ( radbomiosarcoma y osteosarcoma) representaron 36% de la poblacién.

En cuanto a la variable quimioterapia, no fue posible eliminar a los paciente con esquemas donde se agrega doxorrubicina
pegilada, daunorrubicina (otro antraciclina con efecto cardiotdxico) o ciclofosfamida ( alquilante con efecto cardiotoxico), ya
que la muestra seria insuficiente para el anélisis de los genotipos. Y estos esquema pueden modifican las presentaciones
clinicas de cardiotoxicidad. Sin embargo no se presento asociacion de grado de cardiotoxicidad y tipo de quimioterapia.

No se encontré asociacion con las variables de presentacion de mielotoxicidad y mucositis, en asociacién con la presencia
de grados de cardiotoxicidad. Tampoco entre el nimero y tipo de hospitalizacién, con la presencia de cardiotoxicidad en los
pacientes.

En el presente trabajo para el gen CBR3 frecuencias genotipicas de 4% para el genotipo homocigoto silvestre G/G, 37%
para el genotipo heterocigoto G/A, y 59% para el genotipo Homocigoto mutantes A/A. Las frecuencias alélicas para el gen
CBR3 fueron 37% para el alelo silvestre G y 63% para el alelo mutante A.

Para el gen GSTP1, las frecuencias genotipicas corresponden a 30% para el genotipo homocigoto silvestre G/G, 48% el
genotipo heterocigoto G/A 'y 22% para el homocigoto mutantes A/A. Las frecuentes alélicas para el gen GSTP1 son 54% para
el alelo silvestre G y para el alelo mutantes A 46%.

No existe diferencia significativa entre los genotipos para el CBR3, con respecto a la presencia de grados de cardiotoxicidad,
mielotoxicidad o mucositis. Tampoco existe diferencia significativa entre los genotipos para el gen GSTP1, con respecto a la
asociacién de grado de cardiotoxicidad, mielotoxicidad o mucositis.

El presente trabajo aporta datos que pueden servir de base para futuros analisis prospectivos, ya que se establecieron las
técnicas adecuadas de laboratorio para determinar los genotipos implicados en las vias metabdlicas de doxorrubicina y que
candidatos de mayor susceptibilidad de cardiotoxicidad en los pacientes tratados con este quimioterapéutico.

Sin embargo muestra la necesidad de un seguimiento mas sistematizado y estrecho para evaluar de forma precisa la
presencia de cardiotoxicidad, en tiempo y magnitud en cada paciente. De tal manera sera posible determinar el impacto de
estos SNP’s en el desarrollo de cardiotoxicidad, para ser considerados como factor pronosticos, apoyando las decisiones
clinicas futuras en cada paciente y asi prevenir desde el inicio del tratamiento este tipo de efectos adversos.

Es necesario sistematizar el registro de las complicaciones potencialmente relacionadas con el tratamiento de doxorrubicina,
y su seguimiento. Ya que realizar el andlisis de los datos recolectados en el expediente clinico present6 una gran dificultad
para completar la base de datos. Se debe realizar un nuevo proyecto prospectivo e involucrar al servicié de Cardiologia del
Instituto Nacional de Pediatria.
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Perspectivas

En base a los resultados obtenidos en este estudio y las limitantes que el disefio metodoldgico que inicialmente se contemplo
para aborda la problematica de la cardiotoxicidad relacionada con la doxorrubicina y la asociacién de dos polimorfismos en
los genes CBR3 y GSTP1, es necesario considerar el disefio metodologico, con una redefinicion de las variables operativas,
en donde se debe incluir desde la clinica, el tratamiento y seguimiento sistemético para todos los paciente , ademas de un
adecuado registro de las variables, para llevar a cabo un adecuado analisis prospectivo que permita valorar el impacto que
tiene el tratamiento de la doxorrubicina y la asociaciones con estos dos genes, a largo plazo y determinar su valor pronostico
en los nifios con cancer.
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Anexo 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL INGRESO AL PROTOCOLO DE ESTUDIO
INTITULADO: “FRECUENCIAS ALELICAS DE DOS POLIMORFISMOS EN LOS GENES CBR3 Y GSTP1 EN
NINOS TRATADOS CON DOXORUBICINA EN EL INP”

|. INTRODUCCION

Es importante que lea y comprenda la siguiente explicacidn acerca de la enfermedad de su hijo y la posibilidad de
que sea incluido en el estudio arriba mencionado, aqui se describe claramente el propésito, beneficios y riesgos
que condiciona el ingreso al estudio. También debera entender que el hecho de rechazar la participacidn de su hijo
(a) en el estudio no cambiara las decisiones médicas que se tomen con respecto al tratamiento de la enfermedad.

Il. OBJETIVO
Yo padre o tutor con direccion en
Voluntariamente acepto para que mi hijo (nombre del paciente)

participe en el estudio, cuyo
proposito es describir la presencia de marcadores genéticos y de los efectos toxicos relacionados a la
quimioterapia con la doxorrubicina (adriamicina), ya que es utilizada frecuentemente como parte integral del
tratamiento en nifios con cancer.

ll. PROCEDIMIENTOS

Estoy informado de que la finalidad del estudio sera describir la presencia de dos marcadores genéticos que
potencialmente pudieran relacionarse los efectos toxicos, principalmente del corazén, de la doxorrubicina
(adriamicina), que es parte del tratamiento antineoplasico que recibié mi hijo(a). Para tal efecto sera necesario
tomarle una muestra de sangre, ya sea junto con la toma de muestra para otros estudios clinicos o solo para el
estudio. He sido informado que la toma de sangre que se realizara con todas las medidas higiénicas necesarias y
con equipo estéril desechable.

IV. BENEFICIOS

Conozco que no existe beneficio directo para mi hijo en particular derivado de este estudio. Sin embargo estoy
informado que el realizar esta investigacion a nivel molecular (con el material genético) permitira conocer la
frecuencia de presentacién de algunos marcadores genéticos que potencialmente pudieran relacionarse con
efectos tdxicos de la doxorrubicina (adriamicina), medicamente que es utilizado frecuentemente como parte
integral del tratamiento en nifios con cancer. Lo anterior ayudara a continuar proyectos de investigacion que tengan
por objetivo identificar aquellos pacientes que pudieran ser mas susceptibles para presentar efectos toxicos,
especialmente del corazén, con lo cual se podria modificar el tratamiento mediante un ajuste en las dosis
requeridas o sustituyendo el medicamento por otro agente quimioterapéutico menos toxico.

V. RIESGOS

Mi hijo(a) no sera sometido a algun riesgo agregado a los procedimientos diagnosticos y terapéuticos que de rutina
se realizan durante el seguimiento de todos los pacientes que presentan el diagnostico de un cancer semejante al
de mi hijo (a). Salvo en el caso de que se solicite la toma de muestra de sangre por puncion, la cual es de riesgo
minimo y solo implica dolor transitorio durante el piquete y momentos después. Las pruebas genéticas de
laboratorio que se realicen a la muestra de sangre no implican riesgos o efectos indeseables en mi hijo(a).

36



V1. ALTERNATIVA DE RECHAZO
Si yo o mi hijo decidimos no participar en el estudio, el seguimiento sera igual que en otros pacientes tratados en
este Instituto Nacional de Pediatria.

VII. CONFIDENCIALIDAD

Entiendo que cualquier informacion que se obtenga en este estudio sera confidencial y que ni mi nombre ni el de
mi hijo(a) seran mencionados en el reporte del estudio. La preservacion dd las muestras se codificara de tal forma
que sea posible ligarla a datos clinicos que, de igual manera, serén preservados en completa confidencialidad.

VIil. DISPONIBILIDAD DE LA INFORMACION

La informacion particular no seré divulgada a ningun paciente, sin embargo, los resultados completos derivados del
proyecto de investigacion seran publicados en revistas cientificas para su divulgacion a la comunidad cientifica
nacional e internacional.

IX.CESION DE DERECHOS

La decision de ingresar al estudio implica que la muestra, particularmente del material genético de la misma, se
resguarde en el Banco de Tejidos Neoplasicos del Instituto Nacional de Pediatria si asi lo autorizo libremente. De
la misma manera, permitira que el Instituto pueda realizar posteriormente otras pruebas sin necesidad de solicitar
mi consentimiento.

X. DERECHO A DESERTAR
Soy libre de excluir del estudio a mi hijo (a) en cualquier momento. En el caso de que tome esta decision, el
tratamiento y seguimiento no cambiaran.

XI. CONSENTIMIENTO
Yo (padre o tutor) con

direccién en

voluntariamente acepto que mi hijo (nombre del paciente)

i participe y done una muestra de sangre
para el estudio " FRECUENCIAS ALELICAS DE DOS POLIMORFISMOS EN LOS GENES CBR3 Y GSTP1 EN
NINOS TRATADOS CON DOXORUBICINA EN EL INP".

Seréa necesario mi consentimiento para cada estudio en el que se pretenda utilizar la muestra:
Sl NO

México, D.F., a de de 200 .

37



Nombre y Firma del Padre, Madre o Tutor Firma del Investigador
responsable del paciente

Nombre y Firma de Testigo Nombre y Firma de Testigo

Investigador Responsable: Dr. Oscar Alberto Pérez Gonzalez, Laboratorio de Oncologia Experimental, Torre

de Investigacion 6to Piso, Instituto Nacional de Pediatria. Tel. 10840900, ext. 1474.

**Para el protocolo, cada carta de Asentimiento Informado sera elaborada y frimada por duplicado y
con folio para entregar una al paciente y la otra para el archivo del Laborartorio de Oncologia
Experimental.

38



CARTA DE ASENTIMIENTO PARA EL INGRESO AL PROTOCOLO DE ESTUDIO TITULADO: “FRECUENCIAS
ALELICAS DE DOS POLIMORFISMOS EN LOS GENES CBR3 Y GSTP1 EN NINOS TRATADOS CON
DOXORUBICINA EN EL INP”

. INTRODUCCION

Es importante que leas y comprendas la siguiente explicaciéon acerca de tu enfermedad y la posibilidad de que
seas incluido en el estudio arriba mencionado, aqui se describe claramente el propésito, beneficios y riesgos que
condiciona el ingreso al estudio. También deberas entender que el hecho de rechazar tu participacion en el estudio
no cambiara las decisiones médicas que se tomen con respecto al tratamiento de tu enfermedad.

Il. OBJETIVO
Yo con direccién en

voluntariamente acepto para participar en el estudio, cuyo propdsito es describir la presencia de marcadores
genéticos y de los efectos tdxicos relacionados a la quimioterapia con la doxorrubicina (adriamicina), ya que es
utilizada frecuentemente como parte integral del tratamiento en nifios con cancer.

lIl. PROCEDIMIENTOS

Estoy informado de que la finalidad del estudio sera describir la presencia de dos marcadores genéticos que
potencialmente pudieran relacionarse los efectos toxicos, principalmente del corazén, de la doxorrubicina
(adriamicina), que es parte del tratamiento antineoplasico que recibid mi hijo(a). Para tal efecto sera necesario
tomarme una muestra de sangre, ya sea junto con la toma de muestra para otros estudios clinicos o solo para el
estudio. He sido informado que la toma de sangre que se realizara con todas las medidas higiénicas necesarias y
con equipo estéril desechable.

IV. BENEFICIOS

Conozco que no existe beneficio directo para mi en particular derivado de este estudio. Sin embargo estoy
informado que el realizar esta investigacion a nivel molecular (con el material genético) permitird conocer la
frecuencia de presentacién de algunos marcadores genéticos que potencialmente pudieran relacionarse con
efectos tdxicos de la doxorrubicina (adriamicina), medicamente que es utilizado frecuentemente como parte
integral del tratamiento en nifios con cancer. Lo anterior ayudara a continuar proyectos de investigacion que tengan
por objetivo identificar aquellos pacientes que pudieran ser mas susceptibles para presentar efectos toxicos,
especialmente del corazén, con lo cual se podria modificar el tratamiento mediante un ajuste en las dosis
requeridas o sustituyendo el medicamento por otro agente quimioterapéutico menos toxico.

V. RIESGOS

No seré sometido riesgos agregado a los procedimientos diagndsticos y terapéuticos que de rutina se realizan
durante el seguimiento de todos los pacientes que presentan el diagnostico de un cancer semejante al mio. Salvo
en el caso de que me soliciten la toma de muestra de sangre por puncion, la cual es de riesgo minimo y solo
implica dolor transitorio durante el piquete y momentos después. Las pruebas genéticas de laboratorio que se
realicen a la muestra de sangre no implican riesgos o efectos indeseables en mi.

VI. ALTERNATIVA DE RECHAZO
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Si yo decido no participar en el estudio, el seguimiento seré igual que en otros pacientes tratados en este Instituto
Nacional de Pediatria por tumores semejantes.

VII. CONFIDENCIALIDAD

Entiendo que cualquier informacion que se obtenga en este estudio sera confidencial y que mi nombre no sera
mencionado en el reporte del estudio. La preservacién de las muestras se codificara de tal forma que sea posible
ligarla a datos clinicos que, de igual manera, seran preservados en completa confidencialidad.

VIil. DISPONIBILIDAD DE LA INFORMACION

La informacion particular no seré divulgada a ningun paciente, sin embargo, los resultados completos derivados del
proyecto de investigacion seran publicados en revistas cientificas para su divulgacion a la comunidad cientifica
nacional e internacional.

IX. CESION DE DERECHOS

La decisién de ingresar al estudio implica que la muestra, particularmente del material genético de la misma, se
resguardada en el Instituto Nacional de Pediatria en un banco de tejidos y de DNA. Ademas implica que este
instituto pueda realizar otras pruebas posteriormente sin necesidad de que sea informado de ello.

X. DERECHO A DESERTAR

Soy libre de excluirme del estudio en cualquier momento. En el caso de que tome esta decision, el tratamiento y
seguimiento no cambiaran. De igual manera, entiendo que no podré utilizar el material genético cuando lo solicite,
ya que quedara disponible para efectos de investigacion exclusivamente.

XIl. ASENTIMIENTO

Yo (paciente) con

direccion en .

voluntariamente acepto participar y donar una muestra de sangre para el estudio "FRECUENCIAS ALELICAS DE

DOS POLIMORFISMOS EN LOS GENES CBR3 Y GSTP1 EN NINOS TRATADOS CON DOXORUBICINA EN EL
INP".

Sera necesario mi consentimiento para cada estudio en el que se pretenda utilizar la muestra:
Sl NO

México, D.F., a de de 20 .

Nombre y Firma del Padre, Madre o Tutor Firma del Investigador
responsable del paciente
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Nombre y Firma de Testigo Nombre y Firma de Testigo

Investigador Responsable: Dr. Oscar Alberto Pérez Gonzalez, Laboratorio de Oncologia Experimental, Torre

de Investigacion 6to Piso, Instituto Nacional de Pediatria. Tel. 10840900, ext. 1474.

**Para el protocolo, cada carta de Asentimiento Informado sera elaborada y frimada por duplicado y
con folio para entregar una al paciente y la otra para el archivo del Laborartorio de Oncologia
Experimental.
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