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Nuestra lealtad es para las espécies y el planeta, ﬂ
Nuestra obligacion de sobrevivir no es solo para
nosotros mismos sino también para ese cosmos,

antiguo y vasto, del cual derivamos.

Carl Sagan
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INTRODUCION

El Céncer, uno de los principales problemas de salud y una de las prioridades mejor
definidas en el campo de la salud publica, debido a su elevada morbilidad y mortalidad
(Franco, 2011), es un factor por el cual en la actualidad mueren casi 7 millones de
personas al afio con este diagndstico en Estados Unidos. En los paises desarrollados,
es la segunda causa de muerte después de las enfermedades cardiovasculares y
cada afio se diagnostican mas de 160,000 casos de cancer en nifios (Gonzalez-
Rivera, 2007; Franco, 2011).

En México, desde 1990 los tumores malignos representan la segunda causa de
muerte en la poblacion general, englobando a la edad pediatrica, en el grupo de 5 a 14
afos de edad. A nivel nacional se convierte en un factor cada vez mas importante en
la carga de morbilidad, sin embargo no se conoce su frecuencia por la falta de un
registro con base poblacional (Gonzéalez-Rivera, 2007). De acuerdo a lo reportado por
Fikrat en el 2000, respecto a todas las neoplasias malignas, la tasa de mortalidad
entre los niflos mexicanos menores de 15 afios de edad, aumentaron en un 20.3%, en
las ultimas décadas, pasando de 46.8 / 1,000,000 de nifios en 1980 a 56.3 / 1,000,000
nifios en 1995. La Tabla 1 muestra los mismos datos para los grupos de 1-4, de 5-9, y
de 10-14 afos de edad, de 1980-1995. La tasa de mortalidad por cancer entre los
nifios 1 a 15 afios de edad tiene una tendencia a aumentar, mientras que una cierta

disminucion en los casos de muerte se observé en nifios menores de 1 afo de edad.

Tabla 1. Tasas de muertes por cancer ocurridas en nifios
Mexicanos menores de 15 afios de edad (1980-1995).
Edad (Afios) 1980 1995 % de diferencia por periodo

de tiempo.
<1 61.6 427 -30.7
1-4 51.8 65.8 +27.1
5-9 41.5 49.8 +19.9
10-14 40.5 48.0 +18.5

Tasa de mortalidad por cada 1, 000, 000 habitantes
menores de 15 afos de edad. Modificado de Fikrat (2000)




Para comprender plenamente los riesgos de salud ocasionados por el tratamiento del
cancer infantil, es importante medir tres tipos de resultados a largo plazo: estado de
salud, la mortalidad y la morbilidad (Kevin, 2006), ya que los efectos adversos
originados por la administracién de quimioterapia pueden limitar la prescripcion de
farmacos efectivos y la posibilidad de curacién, ademéas de afectar la calidad de vida
de los pacientes en tratamiento y el porcentaje de sobrevivientes (Cardenas, 2009).

Se debe tener en cuenta que las reacciones adversas a medicamentos se encuentran
como una de las diez principales causas de muerte y enfermedad en el mundo
desarrollado (Ross, 2011). En la actualidad, en la terapia del cancer, la curacién es
una meta alcanzada para la mayor parte de los pacientes, por lo que uno de los
objetivos del tratamiento debe ser la disminucion de efectos adversos y de secuelas
del tratamiento (Cardenas, 2009). Ya que de los que sobreviven, 80% de acuerdo a lo
reportado por Franco en el 2011, aproximadamente el 40% presenta secuelas a largo
plazo o tiene la posibilidad de presentar alguna incapacidad grave y permanente. Las
reacciones adversas a medicamentos son a menudo mas frecuentes y mas graves en

los nifios y pueden ser catastrdéficas (Ross, 2011).

Dentro de los primeros 30 afos después del diagnéstico, el 75% de la nifiez
sobreviviente de cancer sufre de enfermedades cronicas como las cardiovasculares,
siendo una de las principales enfermedades de acuerdo a lo estimado en los ultimos
cinco afios. Los sobrevivientes son 8 veces mas propensos que la poblacion general a
morir por enfermedades cardiovasculares y en comparacién con los controles
hermanos, presentan 15 veces mas probabilidades de sufrir insuficiencia cardiaca
(IC), mas de 10 veces a tener enfermedad arterial coronaria, y 9 veces mas
probabilidades de haber tenido un accidente cerebrovascular. Por eso, es evidente la
importancia de monitorizacién continua mucho después del término de su tratamiento
(Franco, 2011).

Las Antraciclinas, como la doxorrubicina, se encuentran entre las principales causas
de estos eventos cardiovasculares (Franco, 2011). Sin embargo, son la piedra angular
en muchos esquemas de quimioterapia para el tratamiento de nifios y adultos
(Cardenas, 2009; Minotti, 2004), por lo que se han incorporado en mas del 50% de los
tratamientos, contribuyendo a que las tasas de supervivencia sean alrededor del 75%
(Smith, 2010). Se utilizan comunmente para tratar enfermedades hematologicas

infantiles, linfomas, asi como diversos tumores sdélidos como osteosarcomas, tumor de




Wilms, y hepatoblastomas. Aproximadamente 60% del total de pacientes infantiles con

cancer reciben antraciclinas (Ross, 2011).

La Doxorrubicina, un antibiotico natural producido por Streptomyeces peucetius,
variedad caesius (Lal, 2010) fue una de las primeras antraciclinas aisladas a principios
de la década de 1960 (Minotti, 2004). Las antraciclinas son glucdsidos (cuerpos
guimicos formados de azucar que se une a otro grupo de diferente naturaleza). La
molécula bésica esta formada por un anillo tetraciclico (el nucleo aglicona, no azucar,
de la molécula) unido al azicar daunosamina. El anillo C tiene un grupo carbonilo. En
el anillo A se ancla la cadena lateral que termina en un oxidrilo en el caso de la

Doxorrubicina (Figura 1) (Meaney, 2009).
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Figura 1. Estructura Quimica de las
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A pesar de la utilizacién clinica extensa, los mecanismos de accion de las antraciclinas
en las células cancerosas siguen siendo motivo de controversia (Minotti, 2004), sin
embargo se consideran los siguientes mecanismos de accion (Figura 2):

1) Intercalacion en el ADN, lo que inhibe la sintesis de macromoléculas; 2) Generacion
de radicales libres, lo que lleva al dafio del ADN y peroxidacion lipidica; 3) Unién al
ADN vy alquilacion; 4) Entrecruzamiento de ADN; 5) Interferencia en la actividad de la
helicasa; 6) Efectos directos sobre la membrana; 7)El inicio del dafio del ADN
mediante la inhibicion de la topoisomerasa Il; y 8)La induccion de la apoptosis en
respuesta a la inhibicién de la topoisomerasa Il (Minotti, 2004. Smith, 2010).
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Figura 2.Mecanismo de accion de Doxorrubicina, donde ésta actia como

molécula sefial (DOX) iniciando la respuesta al farmaco en células
cancerosas (Thorn, 2010).




El principal efecto limitante de estos farmacos es la dosis para no originar
cardiotoxicidad, que suele ser dependiente de la dosis acumulada. El riesgo con una
dosis acumulada de 300 mg/m?® se ha estimado, aproximadamente, en 5% y puede
presentarse hasta 15 afios después del tratamiento (Cardenas, 2009, Franco, 2011).

Probabilidad de insuficiencia cardiaca (%)
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Grafica 1. Dosis acumula de doxorrubicina e
Insuficiencia Cardiaca. Meaney (2009)

La naturaleza cardiotoxica de estos medicamentos, junto con su uso generalizado,
pueden explicar el gran impacto que han tenido en la morbilidad y mortalidad de los
sobrevivientes, ya que se encuentran en un aumento significativo de riesgo de
insuficiencia cardiaca. Treinta afios después del diagnéstico, mas del 7.5% ha
experimentado fallas cardiacas (Franco, 2011), ademas de ser motivo de trasplante de
corazon en adultos jovenes, asi como alteraciones en los resultados clinicos, de
evaluaciones cardiacas detalladas, demostrando que mas de la mitad de
sobrevivientes de céncer infantil expuestos a antraciclinas presentan anomalias
cardiacas subclinicas, incluyendo disminucién en masa y grosor de la pared, aumento
de la poscarga y disminucién de la contractilidad del ventriculo izquierdo (Franco,
2011).

De acuerdo a lo reportado por Steven y colaboradores en el 2005, la cardiotoxicidad
se presenta de dos formas distintas: depresion de la contractilidad y aumento de la
poscarga, asociadas con mayor dosis acumulada de doxorrubicina y el sexo femenino;
resultando en la disminucion de la masa ventricular. Aunque muchos de los efectos

cardiotoxicos de la terapia con doxorubicina para la leucemia aguda linfoblastica




infantil mejord inicialmente después de la terapia, su estudio longitudinal demostré que
anomalias cardiacas son frecuentes, persistentes y para muchos pacientes
progresivas. Las anormalidades pueden presagiar problemas importantes en el futuro

para los sobrevivientes tratados con antraciclinas (Steven, 2005).

La gravedad de los efectos cardiotoxicos de las antraciclinas varia y se clasifica por
tiempo de aparicion: Aguda, que ocurre durante o inmediatamente después del
tratamiento, Temprana, dentro de 1 afio de exposicion, y Tardia, que se produce un
aflo o mas después de la exposicion inicial (TABLA 2). La Cardiotoxicidad severa,
durante o poco después del tratamiento, se asocia fuertemente con insuficiencia

cardiaca tardia, a pesar de un Intervalo asintomatico inicial (Franco, 2011).

Tabla 2. Caracteristicas y curso de cardiotoxicidad inducida por antraciclinas.

Caracteristicas CT Aguda Inicio Temprano, Inicio Tardio,
CCP CCP
Inicio En la primera <1 afo, después <1 afio después de
semana del de la finalizacion completar el

Dependencia del
factor de riesgo
Caracteristicas

clinicas en
adultos
Caracteristicas
Clinicas en nifios

Curso

tratamiento con
antraciclinas
Desconocido

Depresion transitoria
de la contractilidad
miocardica
Depresion transitoria
de la contractilidad
miocardica

Normalmente
reversibles con la
suspension de
Antraciclinas

del tratamiento
con Antraciclinas.
Si

Cardiomiopatia
Dilatada

Cardiomiopatia
restrictiva y/o
Cardiomiopatia
dilatada
Puede ser
progresiva

tratamiento con
Antraciclinas
Si

Cardiomiopatia
Dilatada

Cardiomiopatia
restrictiva y/o
Cardiomiopatia
dilatada
Puede ser
progresiva

*CT= Cardiotoxicidad, CCP= Cardiotoxicidad Crdnica Progresiva,
Modificado de Franco, (2011)

La forma cronica se manifiesta como depresién miocardica y ocurre después del afio
de haber acabado el tratamiento con antraciclicos. Después de seis afios, cerca de
65% de los nifios tratados con dosis total acumulada entre 228 a 558 mg/m? tienen
anormalidades funcionales y estructurales en el masculo cardiaco (Cardenas,2009).
Provocando miocardiopatia dilatada, exceso de poscarga, y la reduccién de la presién
arterial sistdlica y diastolica. Anteriormente se encontrd en 8 afios de seguimiento, que
los sobrevivientes de cancer infantil quienes recibieron una dosis acumulada de

doxorrubicina menor de 300 mg/m® presentaban una fraccion de acortamiento y
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dimensiéon normal del ventriculo izquierdo. Desafortunadamente, los datos actuales
revelan que incluso los pacientes que recibieron menor dosis acumulada, incluso tan
bajos como 45 mg/m? a la larga experimentan anomalias cardiacas, incluyendo

reduccion significativa de la masa y dimensién ventricular izquierda (Steven, 2005).

Es importante considerar que la distincion entre toxicidad cardiaca aguda y crénica
puede ser artificial, 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 crénico depende de los factores individuales de cada paciente, aun sin
haber completado dosis acumuladas superiores a las recomendadas (Cardenas,
2009).

Diversos estudios sugieren que la apoptosis de miocitos se relaciona con un aumento
de estrés oxidativo, causado por estos procesos, sin embargo, se debe tener en
cuenta que los miocitos cardiacos no aumentan en cifras globales después de el
periodo postnatal, debido a su capacidad muy limitada, cualquier pérdida adicional se
traduciria en una reduccion permanente de su nimero, una mayor dependencia de los
mecanismos de adaptacién y el aumento de la vulnerabilidad en la pérdida normal de
células (Smith, 2010).

Una explicacion es el dafio al miocardio por la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ERO), secundario al ataque Oxido-reduccién de diversas oxidasas que
reducen, a la antraciclina en su porcion quinona (el anillo C del grupo tetraciclico), tal
como se observa en la figura 3. Diversos sistemas de Oxido-reducciéon ceden un
electron al grupo quinona, convirtiéndolo en radical libre semiquinona. Para regenerar
la molécula original se reduce el oxigeno molecular para tomar otro electrén que
reconstituya la quinona, dejando al oxigeno en forma de superdxido; es decir, un
atomo de oxigeno cuyo Ultimo orbital contiene un electrén no pareado. La conversién
en semiquinona le confiere a la molécula de antraciclina capacidades oxidantes,
formando a su vez cuerpos reactivos que oxidan diversas biomoléculas de las
estructuras celulares aledafas, especialmente las membranas (lipoperoxidacion). La
produccion de aniones superoxido activa la cascada nitro-oxidativa, en la que un anién
oxida al 6xido nitrico para formar peroxinitrito (ONOQO), agente biolégico potente que
es utilizado por animales inferiores como bactericida, el cual genera &cido
peroxinitroso (HONOO") que, por un lado forma radicales oxidrilo (OH") y, por otro,

crea compuestos nitrogenados como el diéxido de nitrogeno (NO;) que ataca las
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proteinas (nitrosacién), afectando de ese modo todas las estructuras celulares. Sin
embargo, el organismo posee mecanismos de defensa contra la generacion excesiva
de ERO. Una primera linea de enzimas antioxidantes, la dismutasa del superoxido
(SOD) convierte al superéxido en peroxido de hidrégeno, que ya no es radical libre,
pero sigue siendo un compuesto oxidante. Por tanto, una segunda linea de enzimas
antioxidantes, la catalasa (producida fundamentalmente en los peroxisomas) y
peroxidasa del glutation reducida (GSH), convierte finalmente el peréxido en agua y
oxigeno molecular. Esta peroxidasa es inhibida por la accion de antraciclinas, y como
el miocardio es particularmente pobre en catalasas, la defensa contra el estrés nitro-
oxidativo es menos efectiva, lo que explica que el dafio toxico de farmacos se

manifieste, sobre todo, en el miocardio y no en otros érganos (Meaney, 2009).

Grupo Grupo Brupo
quinona semiquinona quinona
0 0 0
0 > 0 0
Oxidasa s \_/
de xantina Acido trico
NADH —= NAD H,0+0, 0, — 3 NO
NADPH MNADP * *
Catalasa * SO0
— H0, <€ 0 ONOO-
Peroxidasa
de glutation - ¥
Dario a todas O _
las biomoléculas — HONOO
NO, <

Figura 3. Generacion de especies reactivas de oxigeno

(ERO) con antraciclinas.

NADH, desidrogenasa del

nucleétido de nicotinamina y adenina; NADP(H), forma
fosfatada de la anterior; SOD, dismutasa del superéxido;
ONOO,peroxinitrito; HONOO", acido peroxinitritoso; OH’,
radical oxidrilo; NO,, di6xido de nitrégeno. Modificado de

Meaney (2009).

11



Una de las mayores dificultades del tratamiento en la practica clinica es la respuesta
individual a las drogas, ya que mientras que en algunos individuos son seguras, en

otros pueden ocasionar efectos adversos de diferente magnitud (Sookoian, 2004).

Es bien sabido que tanto el tipo, como la intensidad de la terapia y la edad del
paciente en tratamiento son factores importantes, en la supervivencia global, como en
la frecuencia de los efectos tardios de la terapia (Mertens, 2001), sin embargo la
farmacogendmica tiene el potencial para mejorar la seguridad de farmacos, como las
antraciclinas (Ross, 2011), ya que la resistencia a la quimioterapia y la toxicidad de los
agentes especificos son determinados en gran medida por los sistemas enzimaticos
(via metabdlica del farmaco administrado), a pesar de los muchos factores clinicos
(por ejemplo la edad, la funcién del 6rgano, la biologia del tumor, medicacion
concomitante, etc.), las diferencias genéticas en el transporte de farmacos contribuyen

a la diferencia de los resultados del tratamiento (Zhang, 2011).

Los factores genéticos representan a menudo una parte importante de respuesta a los
farmacos. En muchos casos, una de las principales determinantes de la toxicidad de
los medicamentos es la concentracion de un agente en el sitio de destino de farmacos
o en el plasma. La concentracion efectiva de un medicamento depende de su
absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion. Las variaciones genéticas en el
metabolismo del medicamento, las enzimas y los sistemas de transporte de farmacos
pueden dar lugar a grandes diferencias en la exposicion al farmaco entre los
individuos, teniendo como resultado toxicidad o un tratamiento farmacolégico eficaz en

un numero significativo de pacientes (Ross, 2011).

La farmacogenética estudia de qué manera el perfil genético de un individuo afecta la
respuesta a las drogas y pretende ajustar las dosis y predecir, a través de la
asociacion entre la respuesta farmacologica y las variantes genéticas, cuales
pacientes seran beneficiados y cuales no, con el uso de un farmaco, ya que las
diferencias genéticas condicionan la farmacodinamia y la farmacocinética de los
mismos (Sookoian, 2004). El objetivo de la Farmacogendmica es evitar las reacciones
adversas a los farmacos y maximizar la eficacia de éstos para los pacientes
individualmente (Ross, 2011). En este punto vale la pena aclarar que la diferencia
entre Farmacogenética y FarmacogenOmica es, simplemente, la incorporacion de
técnicas, como los microarreglos, chips o matrices de ADN, que permiten evaluar un

gran numero de variantes genéticas simultdneamente (Sookoian, 2004).
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Centrandose en la definicion de las diferencias individuales en respuesta a un
tratamiento farmacol6gico (Checa, 2007), es posible relacionar la presencia de
variaciones en el ADN humano, entre las que se encuentran los polimorfismos de
nucleotido uUnico (SNP, del inglés, Single Nucleotide Polymorphism) (Sookoian, 2004),
gue presentan sustitucion de una base por otra y son considerados como tal cuando la
frecuencia de uno de sus alelos en la poblacion es superior al 1%, dando variacion

alélica entre individuos.

En las poblaciones, este tipo de alelos se clasifican en alelo “silvestre” y alelo mutante,
clasificacion basada en la frecuencia observada en las poblaciones. Debido a que los
humanos son diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos: homocigoto
para el alelo mas frecuente, heterocigoto, u homocigoto para el alelo menos frecuente.
Los polimorfismos genéticos pueden ser usados como marcadores para ayudar a

esclarecer ciertos patrones y/o procesos bioldgicos (Checa, 2007).

Debido a que existen varios pasos que son influidos por factores genéticos, por
ejemplo, polimorfismos en las enzimas que metabolizan tanto el farmaco como sus
productos (Sookoian, 2004), el metabolismo de xenobioticos a través de vias
enzimaticas, incluyendo la activacion en compuestos electrofilicos por reacciones de
fase I, seguido de conjugacion en la fase Il y la preparacion de compuestos para su
excrecion (Voso, 2008). Desde 1950 se conoce la existencia de “metabolizadores
rapidos” y “metabolizadores lentos” en respuesta a un farmaco, causando
respectivamente que el farmaco sea ineficaz o resultar en una exagerada acumulacion
del mismo en el organismo. Es asi como los genes que codifican para las enzimas que
metabolizan las drogas pueden afectar la reaccion individual de los pacientes
(Sookoian, 2004).
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Existen varios genes candidatos en la via de metabolismo de Doxorrubicina (Figura 4)
entre ellos Carbonil Reductasa 3 (CBR3) y Glutation S-Transferasa (GSTP1).
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Figura 4. Genes candidatos en la via de metabolismo de
Doxorrubicina (Thorn, 2010)

Glutation S-transferasa (GST), es una superfamilia de enzimas diméricas metabdlicas
en fase Il, que juegan un papel importante en el sistema de defensa celular (Zhang,
2011). Funcionan como enzimas, que catalizan la conjugacion de glutation que resulta
en la desintoxicaciéon de medicamentos contra el cancer y proteccién de la célula
contra el estrés, peroxidacién de lipidos y acidos nucleicos (Voso, 2008; Kanai, 2006,
Zhang, 2011). Las isoenzimas GST, pueden acelerar la desintoxicacién o aumentar la
resistencia a medicamentos. Por otro lado, la reduccion de la actividad enzimatica no
s6lo puede determinar la desintoxicacién eficiente y una mayor actividad de los
farmacos, ademas del dafio prolongado a células madre, dando lugar a tumorogénesis

secundaria (Voso, 2008).
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En eucariotas, hay tres grupos principales de GST: GST citosdlica, GSTs mitocondrial,
y GST microsomal. El GST citosdlica son el grupo mas grande y se han estudiado mas
intensamente. Son subunidades homo o hetero-diméricas de alrededor de 25 kDa y
constituyen una superfamilia multigénica y se dividen en varias clases: Alpha, Delta,
Epsilon, Zeta, Theta, Mu, Pi, Sigma, Tau y Omega, designadas principalmente por su
estructura primaria (Kanai, 2006).

Glutation S-transferasa P1 (GSTP1) es un miembro de esta superfamilia citosélica.
Estas enzimas catalizan, en la fase Il, la conjugacion del glutation de una variedad de
xenobidticos electroéfilos, incluyendo sustratos que van desde toxinas ambientales y
agentes cancerigenos, a los farmacos utilizados en el tratamiento del cancer. GSTP1
puede metabolizar y desactivar una serie de medicamentos antineoplasicos. Se ha
demostrado que tiene la funcién no s6lo como enzima metabolizadora de farmacos,
sino también como un regulador de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAPKSs). En concreto GSTP1 es un inhibidor de JNK y TRAF2, dando lugar a
alteraciones en procesos posteriores en la cascada de sefializacién, tales como el

control del ciclo celular y la apoptosis (Moyer, 2008; Voso, 2008).

GSTP1 se expresa ampliamente en tejidos epiteliales normales humanos. Los
cambios genéticos de GSTP1 puede alterar la funcion de la enzima, ya que la
eliminacion o mutacion de GSTP1, puede estar asociada con menor desintoxicacion,

en comparacion con la enzima codificada por el tipo silvestre (Zhang, 2011).

GSTP1 presenta un polimorfismo de un solo nucleétido con resultado no sinénimo
(SNPs) 105lle>Val, dando lugar a alteraciones en la secuencia codificada de
aminoacidos. Este SNP se ha asociado con la variacién en el riesgo de cancery en la

respuesta clinica a la farmacoterapia con antineoplasicos (Moyer, 2008).

Las enzimas Carbonil Reductasas (CBR) son miembros de la familia
deshidrogenasas/reductasas. En los seres humanos, hay dos de estos mondmeros,
Carbonil Reductasa 1 (CBR1) y Carbonil Reductasa 3 (CBR3), que son codificadas
por genes diferentes ubicados a 62 kilobases de distancia en el cromosoma 21 (CBR1
y CBR3). CBR metabolizan una amplia gama de compuestos de carbonilo endégenos
y Xxenobidticos, como las prostaglandinas, esteroides y diversos agentes
farmacologicos. A pesar del importante papel de CBR en el metabolismo mediador de

los farmacos, no ha habido informes sobre las propiedades catalizadoras de CBR3
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desde la identificacién del gen en 1998. Varios estudios han descrito una amplia gama
de la variabilidad interindividual en el metabolismo de los farmacos que son sustratos
de CBR. Esta variabilidad en la actividad puede contribuir a la impredecible
farmacocinética y farmacodindmica de las antraciclinas en el cancer de adultos y
pacientes pediatricos. Asi, se ha identificado un nuevo polimorfismo de un solo
nucleotido en CBR3 que codifica para una proteina con cambio de 244V>M es decir
presenta un cambio no sinébnimo (Gonzalez, 2006).

De este modo, los polimorfismos en los genes CBR3 y GSTP1, que codifican para
estas enzimas, pueden condicionar su habilidad para metabolizar ciertas drogas,
causando formas menos activas o inactivas, que impiden eliminar eficientemente los

farmacos, en este caso Doxorrubicina (Sookoian, 2004).

JUSTIFICACION

La paradoja del desarrollo de medicamentos modernos es que los ensayos clinicos
proporcionan pruebas sobre la eficacia y seguridad en el estdndar preliminar de las
dosis en poblaciones grandes, mientras que los médicos tratan pacientes individuales
que a menudo difieren en su respuesta a tratamientos farmacoldgicos. Algunos
pacientes desarrollan alguna reaccion severa, poniendo en peligro su vida o bien el
efecto se ve disminuido, a pesar de que el medicamento es administrado en una dosis
normal recomendada. Las consecuencias debilitantes y mortales de los efectos
adversos a los medicamentos son un problema importante en la medicina moderna
(Ross, 2011). Por lo anterior, el conocimiento de los SNPs, asi como la comprension
de sus implicaciones funcionales, pueden contribuir a los estudios epidemiolégicos, de
la mecéanica y de la participacion de los diferentes genes, en la variacién de la
carcinogénesis, asi como respuestas individuales en la terapia con medicamentos

antineoplasicos (Moyer, 2008).

Los efectos cardiacos causados por el tratamiento del céncer suelen producirse
demasiado tarde para permitir el ajuste de la dosis entre los ciclos de quimioterapia,
pero si la sensibilidad individual de los pacientes se pudiera definir antes del
tratamiento, la modificacion de las dosis futuras podrian hacerse no sélo para reducir
la exposicidn a antraciclina en individuos de alto riesgo, sino también para permitir con
seguridad una mayor exposicion en los individuos con bajo riesgo de toxicidad

(Smith,2010). Hasta el momento no existe ningun estudio en nuestro medio que haya
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evaluado marcadores genéticos asociados a la toxicidad relacionada a doxorrubicina,
entre ellas destaca la toxicidad cardiaca como la de mayor importancia por su

frecuencia e intensidad.

OBJETIVOS

General

Determinar la asociacion entre los polimorfismos de los genes CBR3/GSTP1 y la

toxicidad relacionada a doxorrubicina en nifios mexicanos con cancer.

Primario

Determinar la asociacién entre los polimorfismos 13444G>A y 313G>A, de los genes
CBR3 y GSTP1 respectivamente, con el grado de cardiotoxicidad aguda relacionada a

doxorrubicina en nifios mexicanos con cancer.

Secundario

Determinar la asociacion entre los polimorfismos 13444G>A y 313G>A, de los genes
CBR3 y GSTP1 respectivamente, con el grado de mielotoxicidad y mucositis

relacionadas a doxorrubicina en ninos mexicanos con cancer.

HIPOTESIS

1. Si las variantes alélicas A de los polimorfismos de interés se asocian con
cardiotoxicidad entonces los nifios mexicanos con cancer con estas variantes que

reciben doxorrubicina presentaran mayor grado de cardiotoxicidad.

2.- Si las variantes alélicas A de los polimorfismos de interés se asocian con
mielotoxicidad entonces los nifios mexicanos con cancer con estas variantes que

reciben doxorrubicina presentaran mayor mielotoxicidad.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacién de Estudio

Poblacion objetivo

Nifios mexicanos con céancer que reciben tratamiento con doxorrubicina.

Poblacion elegible

Pacientes atendidos en el Servicio de Oncologia Pediatrica del Instituto Nacional de

Pediatria.

Criterios de Seleccion

Criterios de inclusion

o a0k wbdPE

Pacientes mexicanos menores de 18 afios

Cualquier género

Diagnostico de cancer

Atendidos por el servicio de Oncologia del INP

Pacientes que vayan a recibir tratamiento antineoplasico con doxorrubicina

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 (mayores

de 12 afos)

Criterios de exclusion

Haber recibido tratamiento antineoplasico previo a este estudio con antraciclicos,
ifosfamida o ciclofosfamida (estos Gltimos a dosis mayores a un gramo por metro
cuadrado de superficie corporal por curso);

Pacientes con diagnéstico de insuficiencia cardiaca previo al inicio del tratamiento
con doxorrubicina;

Pacientes con enfermedades que puedan desarrollar insuficiencia cardiaca como
hipertension arterial sistémica o hipertension arterial pulmonar;

Pacientes que hayan recibido radioterapia en mediastino.
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Criterios de eliminacioén

Solicitud de alta voluntaria por parte del padre o tutor responsable o del paciente;
Fallecimiento del paciente antes de la evaluacién cardiolégica;
Cambio de protocolo de tratamiento. Los pacientes eliminados por este criterio

seran incluidos en el analisis de intencion a tratar.

Descripcion Operativa del Estudio

Diagnéstico y asignacion del tratamiento

Con base en los protocolos de diagnostico y tratamiento del Servicio de
Oncologia del INP, los pacientes que ingresaron con diagnostico presuntivo de cancer
al servicio de oncologia para las pruebas confirmatorias fueron candidatos a la
invitacion para participar en el protocolo. Toda vez confirmado el diagnéstico y
planteado el protocolo de tratamiento que requiere el paciente, se formaliz6 la
invitacion con la firma de un consentimiento informado exprofeso para el estudio a los
pacientes que recibieron doxorrubicina. La asignacion del tratamiento fue bajo el
seguimiento de los esquemas de tratamiento protocolizados por el Servicio de
Oncologia, designados para cada neoplasia en particular, después del diagnéstico
definitivo. Se consideraron aquellos pacientes que recibieron doxorrubicina como parte

del esquema antineoplasico.

Evaluacion de la toxicidad

Se realiz6 una base de datos, con informacion que permitira la evaluacion de la
sintomatologia clinica del paciente, a lo largo de su tratamiento, en la cual se
incluyeron: nombre del paciente, nimero de expediente clinico, sexo, edad al
diagnostico (meses), tipo de neoplasia, numero de ciclos de Doxorrubicina, dosis total
de Doxorrubicina, genotipo, fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI),
reporte de electrocardiograma (de interés son los datos compatibles con insuficiencia
cardiaca), grado de cardiotoxicidad, tiempo para el desarrollo de cardiotoxicidad desde
el diagnostico, mielotoxicidad (de interés son la cuenta de plaquetas, hemoglobina,
leucocitos, neutrdfilos y linfocitos), grado de mucositis y otros efectos secundarios

potencialmente relacionados con Doxorrubicina.
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Obtencién y almacenamiento de la muestra.

Las muestras que se obtuvieron para el estudio fueron de sangre periférica, las
cuales se tomaron del catéter del paciente o por puncién directa de vena periférica,
con técnica y material estériles. Se coloco la muestra en un tubo vacutainer que
contenia acido etilen-diaminotetra-acético (EDTA) como anticoagulante, bajo
condiciones asépticas; la cantidad de muestra requerida fue de 3ml en cada paciente.
El Buffy coat de la muestra se obtuvo mediante gradiente de densidad por
centrifugacion y se almacend en refrigeracion a -20°C hasta que se realizd la
purificacién del DNA.

Purificacion del DNA

Se purificé el DNA por medio de un kit de extraccion y purificacién de &cidos
nucleicos, kit QlAamp DNA Blood Midi (Qiagen, Valencia, CA) utilizando columnas con

membranas de afinidad, conforme al protocolo recomendado por la casa comercial.

Cuantificacion del DNA

Se utilizd un 1pl de muestra del DNA para ser cuantificada por
espectrofotometria Nano Drop ND-1000 (Tecnologies, Inc), con lectura de 260-280nm
con una alta reproducibilidad y eficacia, no fue necesario hacer diluciones ya que

puede medir muestras de altas concentraciones.
Medicién de la integridad del DNA

Se comprobo 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, esperando una banda de 3000kb.
Analisis de polimorfismos

Para la identificacién de polimorfismos se realiz6 una técnica de amplificacion

PCR-RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism), donde se

utilizaron primers disefiados para cada polimorfismo (primer reverse y primer forward).
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La base nucleotidica en la cual se produce el cambio se marca en negrita dentro de
las siguientes secuencias:

Para el polimorfismo 13444G>A del gen CBR3. (refSNP ID:rs1056892) se
utiizo la  siguiente  secuencia para el disefio de los primers:
GGAAAGACAGCATCAGGACTATGGAGGAGGGGGCTGAGACCCCTGTCTACT,
cada mezcla de reaccion de 25uL contenia 50ng de DNA, agua libre de nucleasas,
50pmol de cada primer, 5U de AmpliTag DNA polimerasa, 250uM de cada
deoxinucleotido-5"trifosfato. Las condiciones para la amplificacion consistieron en la
desnaturalizacion a 92°C por 5 minutos, 40 ciclos de 92°C por 30 segundos, 50°C por
40 segundos y 70°C por 50 segundos, con una extension final de 70°C por 10 minutos
(se buscaron las condiciones mas adecuadas para la reaccion). El producto de
amplificacién que corresponde a 161pb se analizdé en un gel de agarosa al 2%, tefiido
con bromuro de etidio. Para la Restriccion se utilizé la enzima Taa-L y se analizaron
sus productos (banda de 115 y 46pb) en un gel de Agarosa al 3%, tefiido con bromuro
de etidio.

Para el polimorfismo 313G>A del gen GSTP1 (refSNP ID: rs41462048) se
utilizé la siguiente secuencia para el disefio de los primers:
GAGGACCTCCGCTGCAAATACATCTCCCTCATCTACACCAACTATGTGAGCA, la
mezcla de reaccion de 25uL contenia 50ng de ADN, agua libre de nucleasas, 50pmol
de cada primer, 5U de AmpliTag ADN polimerasa, 250uM de cada deoxinucleotido-
5’trifosfato. Las condiciones para la amplificacion consistieron en la desnaturalizacién
a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y
70°C por 10 minutos y 2 ciclos de 94 °C por 1min. 55°C por 30seg y 72°C por 10min
(se buscaron las condiciones mas adecuadas para la reaccion). El producto de
amplificacion que corresponde a 177pb se analizé en un gel de agarosa al 2%, tefiido
con bromuro de etidio. Para la Restriccion se utilizé la enzima Tai-L, y se analizaron
sus productos (bandas de 139 y 38pb), en un gel de Agarosa al 3%, tefiido con
bromuro de etidio.

Se visualizaron también por medio de un sistema de electroforesis nanocapilar
utilizando el Bioanalizador, Agilent Technologies, para corroborar los resultados de las

digestiones.
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Andlisis Estadistico e Interpretacién de Datos

Se utiliz6 estadistica descriptiva, con medidas de tendencia central y
dispersion, para enlistar las caracteristicas de la poblacion en estudio y definir el tipo
de distribucién de los datos analizados con pruebas de normalidad. Para el caso de
variables que no presentaron una distribucion normal se realizaron pruebas de
normalizacion. Se describieron las frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos de interés en la poblacién estudiada. Utilizamos pruebas de X* para
determinar la asociacion genotipo — fenotipo.

Estimacion del Tamario Muestral

Para estimar el tamafio muestral se utilizaron las frecuencias genotipicas
descritas en la literatura. Para el caso de la variante en el gen CBR3 se describe las
frecuencias genotipicas para la poblacién mexicana en el reporte de Sukhwinder et al.
(Tabla 3), utilizando la férmula para el calculo con proporciones el tamafio muestral
calculado fue de 30. Por otro lado, Rocha et al. reporta las frecuencias genotipicas
para la variante 313G>A del gen GSTP1 en poblacion norteamericana, que incluia
poblacion hispana. Utilizamos el mismo abordaje para la estimacion del tamafio
muestral, asumiendo una distribucion semejante de dichas frecuencias en nuestra
poblacién, con un valor alfa de 0.01, un valor beta de 0.80, a una cola, el resultado fue
de 70 casos. Por lo tanto, el tamafio muestral minimo a considerar resulté en 80
casos, en numeros cerrados. En un contexto mas apegado a la realidad y al disefio
metodoldgico propuesto, el tamafio muestral resulté de la seleccion de casos
potenciales y la inclusion sélo de aquellos que contaron con la informacion requerida,
por lo que se limité a 27. Reconociendo una limitante importante del disefio, que se
describe como "analisis de supervivientes", lo cual implica la potencial pérdida de los

casos mas graves para la variable de insuficiencia cardiaca.

22



Tabla 3. Distribucién de genotipos CBR3 244V>M en DNA humano por poblaciones.

Grupo Etnico n GIG GI/A A/A G A
Africanos Norte del 7 1(14.3) 4(57.1) 2(28.6) 0.43 0.57
Sahara
Africanos Sur del 10 5(50.0) 5(50.0) 0(0.0) 0.75 0.25
Sahara
Chinos 10 5(50.0) 5(50.0) 0(0.0) 0.75 0.25
Indo-Pakistani 9 2(22.2) 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) 0.55 0.45
Islas del Pacifico 7 6(85.7) 1(14.3) 0(0.0) 0.93 0.07
Sur-Americanos 10 6(60.0) 3(30.0) 1(10.0) 0.75 0.25
Andes
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

Descripcion operativa de las variables

La dosis de doxorrubicina se describe como una variable numérica continua
con una escala de medicién de dosis acumulada en mg/mz2.

La variante genotipica se describe como una variable no numérica binominal, la
escala de medicion serd para CBR3 G/Ay para GSTP1 G/A, siendo en ambos
el alelo silvestre G.

Las variantes alélicas son consideradas como variable no numérica categérica
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,
homaocigoto A/A, heterocigoto A/G y homocigoto G/G.

La toxicidad por mucositis se describe como una variable no numérica
categorica con escala de medicién de Grado |, Grado Il, Grado Ill, Grado IV.

La mielosupresion se describe como una variable no numérica categoérica con

escala de medicion de grado |, grado I, grado Ill, grado IV.
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Consideraciones Eticas

Se utilizaron cartas de consentimiento y asentimiento informados con apego a
la Ley General de Salud, la Conferencia Internacional de Armonizacion y las Buenas
Practicas Clinicas, para contar con el permiso del paciente y/o su tutor para el andlisis
de las muestras requeridas.

Aseguramos el apego del estudio a los sefialamientos de la UNESCO a través
de la “Declaracion Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos”.

El proyecto fue sometido y aprobado 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 el apartado de Anexos.

Consideraciones de Bioseguridad

El desarrollo del experimento se apegd a los estatutos de la Ley Federal de
Salud en materia de Bioseguridad. Para la toma de muestras se utilizé material estéril
y desechable, con contenedores adecuados al tipo y cantidad de muestra requerida.
Durante los experimentos se considerd el empleo de material y equipo de proteccion,
tales como: guantes de latex, anteojos protectores y bata de laboratorio para evitar el
contacto directo con el material toxico-bioldgico que se utilizd. Asi mismo el desecho
de los residuos téxico—biolégicos y del material punzocortante se realiz6 en

contenedores especificos para cada tipo de residuos.

RESULTADOS

Se incluyeron 44 pacientes con cancer que fueron atendidos en el Instituto Nacional
de Pediatria. Previo consentimiento informado, se obtuvieron muestras de sangre
periférica que fueron procesadas para obtener DNA. Los resultados del proceso de
purificacibn se muestran en la tabla 4. En resumen, obtuvimos una concentracion
media de 58.20ng/uL, con una relacién 260/280 promedio de 1.85, determinados en el
espectrofotbmetro NanoDrop 1000. Utilizamos 27 muestras (61.3%), debido a que
descartamos aquellas que, tras la revision del expediente clinico, no contenian los
datos necesarios para el andlisis acorde con los criterios de inclusion, sin embargo,
esas muestras serviran para el acervo del Banco de Tejidos Neoplasicos del

Laboratorio de Oncologia Experimental, para futuros proyectos.
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Tabla 4. Concentracion de DNA y relacion 260/280,
obtenido a partir de muestras de sangre periférica de

pacientes con cancer.

1 18.1 1.66

3 91.9 1.92

5 49.5 1.86

7 22.9 181

9 28.1 1.95

11 81.3 1.84

13 76.8 1.92

15 95.6 1.87

17 58.9 1.83

19 128.7 1.89

21 44.2 1.87

23 58 1.86

25 34.2 1.8

27 24 1.67
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Las caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio se describen en la Tabla 5. Del
total de los pacientes, 17 (62%) fueron del genero masculino y 10 (37%) genero
femenino, la edad promedio al diagnéstico fue de 89 meses. Los tipos de neoplasias
encontradas fueron: Rabdomiosarcoma 5 (18%), Leucemia Aguda Linfoblastica 4
(14%), Osteosarcoma 4 (14%), Linfoma de Hodking 3 (11%), Linfoma de Burkitt 2 (7%),
Nefroblastoma 2 (7%), Carcinoma timico 1 (3%), Hepatoblastoma 1(3%),
Hepatocarcinoma 1 (3%), Linfoma cutdneo 1 (3%), Pancretoblastoma 1 (3%),
Sarcoma de Ewing 1 (3%) y Sarcoma no Rabdo 1 (3%). EI nimero de ciclos en
promedio por quimioterapia fue de 4.14 (Min 2, Max 12). La dosis promedio de
Doxorrubicina fue de 143.14mg/ m? con un intervalo de 30mg/m? a 300mg/m?. Los
datos de Insuficiencia Cardiaca (IC) determinados por el ecocardiograma fueron: 3
(11%) pacientes presentaron datos de FEVI menor al 50%, mientras que 24 (88%) no
presentaron ninguna alteracién en el ecocardiograma. Los datos de Mielotoxicidad
(MT) corresponden a 7 (25%) pacientes con grado | (Gl), 6 (22%) con grado Il y 14
(51%) con grado lll. Observamos mucositis en 6 (22%) pacientes presentaron grado |
(GD), 1 (3%) paciente grado Il (Gll), 8 (29%) grado Il (Glll) y 2 (7%) grado 4 (GIV), en
10 (37%) pacientes fue ausente (G0). En 24 (88%) pacientes se reportd el ingreso a
Urgencias por presentar taquicardias, sintoma potencialmente relacionado con el

tratamiento quimioterapéutico, algunos casos asociados a fiebre.
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de la poblacién en estudio.

Caracteristica Total % / min-max
Género M 17 62%
F 10 37%
Tipo de Neoplasia
Carcinoma timico 1 3%
Hepatoblastoma 1 3%
Hepatocarcinoma 1 3%
Leucemia Aguda Linfoblastica 4 14%
Linfoma cutaneo 1 3%
Linfoma de Burkitt 2 7%
Linfoma de Hotking 3 11%
Nefroblastoma 2 7%
Osteosarcoma 4 14%
Pancretoblastoma 1 3%
Rabdomiosarcoma 5 18%
Sarcoma de Ewing 1 3%
Sarcoma no Rabdo 1 3%
Anormalidades en el No 16 59%
Electrocardiograma* Si 11 40%
IC. por Ecocardiograma No 24 88%
Si 3 11%
Gl 7 25%
Mielotoxicidad Gll 6 22%
Glll 14 51%
GO 10 37%
Gl 6 22%
Mucositis Gll 1 3%
Glll 8 29%
Glv 2 7%
Edad Min 9
(meses) Prom.89 Max 209
Min 30
Dosis Prom. 143.14 Max 300
No. de Ciclos Prom. 4.14 Min 2
Max 12

*Con datos de Hipertrofia Ventricular Derecha
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Se realiz6 el andlisis de integridad de DNA (Imagen 1), posteriormente se realizo la
estandarizacion del protocolo para identificar los SNP’s de interés en GSTP1 y CBR3.
Se muestra la banda esperada como resultado del amplificado de PCR,
correspondiente a 177pb (Imégenes 2, 3 y 4) para el gen GSTP1, ademéas de una
clara separacion de bandas, acorde con los pesos moleculares esperados como
resultado de PCR-RFLP, observando una banda de 177pb para el genotipo
homocigoto silvestre G/G, dos bandas una de 139pb y 38pb para el genotipo
homocigoto mutante A/A y tres bandas de 177pb, 138pb y 39pb para el genotipo
heterocigoto G/A (Imégenes 5 y 6). La banda esperada como resultado de PCR, para
el gen CBR3 corresponde a 161pb (Imagenes 7 y 8) y los productos de PCR-RFLP
con una clara separacién de bandas para el genotipo homaocigoto silvestre G/G de
161pb, dos bandas de 115pb y 46pb para el genotipo homocigoto mutante A/A, y tres
bandas 161pb, 115pb y 46pb para el genotipo heterocigoto G/A (Imagenes 9 y 10), en
todos los casos se incluyé un control negativo. Para corroborar las bandas observadas
en los geles de agarosa, se eligieron varias muestras y se observaron en un
Bioanalizador, y al compararlas no se presentdé ninguna diferencia con las

observaciones iniciales (Imagenes 11-15).

Imagen 1. Andlisis de integridad de DNA, en 27 muestras
de sangre periférica. Las bandas observadas
corresponden a DNA gendémico sin evidencia de
degradacion.
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Imagen 2. PCR para la amplificacién del gen GSTP1, con un
producto de 177pb (flecha verde). Carriles 1 a 10 corresponden a
muestras de pacientes y C al control negativo.

Imagen 3. PCR para la amplificacion del gen GSTP1, (banda de
177pb, flecha verde). Carriles 11 a 18 corresponden a muestras de
pacientes y C al control negativo.
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Imagen 4. PCR para la amplificacion del gen GSTP1 (banda
de 177pb, flecha color verde). Carriles 19 a 27 corresponden
a muestras de pacientes y C al control negativo.

29



9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 C

Imagen 5. PCR-RFLP, productos de la restriccion del amplicén de
177pb, flecha color verde, en el gen GSTP1 con la enzima Tai-L
(banda de 139 flecha color rojo y 38pb flecha color morado). Carriles 1
a 18 corresponden a muestras de pacientes y C al control negativo.
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Imagen 6. PCR-RFLP, productos de la restriccion del amplicén de
177pb, flecha color verde, en el gen GSTP1 con la enzima Tai-L
(banda de 139, flecha color rojo, y 38pb, flecha color morado). Carriles
19 a 27 corresponden a muestras de pacientes y C al control negativo.
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Imagen 7.- PCR para la amplificacién del gen CBR3, (banda de 161pb,

flecha color amarillo). Carriles 11 a 23 corresponden a muestras de
pacientes y C al control negativo.
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Imagen 8.- PCR para la amplificado del gen CBR3, banda de 161pb
(flecha color amarillo). Carriles 3 a 27 corresponden a muestras de
pacientes y C al control negativo.
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Imagen 9.- PCR-RFLP para la restriccion del amplicon de 161pb (flecha
color amarillo), de la enzima Taa-L, con productos de 115 (flecha color
azul) y 46pb(flecha color morado). Carriles 11 a 23 corresponden a
muestras de pacientes y C al control negativo.
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Imagen 10.- PCR-RFLP para la restriccion del amplicon de 161pb
(flecha amarilla) de la enzima Taa-L, con productos de 115pb (flecha
azul) y 46pb (flecha color morado). Carriles 3 a 27 corresponden a
muestras de pacientes y C al control negativo.
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Imagen 11. Imagen de electroforesis nanocapilar en el Bioanalizador.
Productos de la restriccion del gen CBR3 con la enzima Taa-L. Todos los
carriles 3 a 21 corresponden a muestras de pacientes.
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Imagen 12. Imagen de electroforesis nanocapilar en el Bioanalizador.

Productos de la restriccion del gen CBR3 con la enzima Taa-L. Todos los
carriles 11-18, 1-5 corresponden a muestras de pacientes.

Imagen 13. Analisis por electroforesis con nanocapilares, para corroborar
Restriccién, en gen CBR3 con enzima Taa-L, 22-27 muestras de pacientes y
para el gen GSTP1 con enzima Tai-L 1-5 muestras de pacientes.
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Imagen 14. Andlisis para corroborar restriccion en gen GSTP1 con enzima Tai-L,
en 12 muestras de pacientes, por electroforesis con nanocapilares.

150

Imagen 15. Analisis para corroborar restriccion en gen GSTP1 con

enzima Tai-L, en 9 muestras de pacientes, por electroforesis con
nanocapilares.
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En la poblacion estudiada (n=27) para el SNP 13444G>A del gen GSTP1, 8 individuos
(30%) presentaron el genotipo homocigoto silvestre G/G, 13 (48%) el genotipo
heterocigoto G/A, y 6 (22%) el genotipo homocigoto mutante A/A. Con base en las
frecuencias genotipicas antes anotadas, se calcularon las respectivas frecuencias
alélicas, asi: 54% para el alelo silvestre G y 46% para el alelo mutante A (Tabla 6).
Para el SNP 313G>A del gen CBR3, 1 individuo (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 mutante A (Tabla 7).

Tabla 6. Frecuencias Genotipica y Alélica del gen GSTP1.

Genotipos GG GA AA TOTAL
GSTP1
MNo. individuos 8 13 ] N=27
Frecuencias
Genotipicas 30% 48% 22%
Frecuencias Frecuencias del alelo G:54%
Alélicas Frecuencias del alelo A -46%

Tabla 7. Frecuencias Genotipica y Alélica del gen CBR3.

Genotipos GG GA AA TOTAL
CBR3
Mo. individuos 1 10 16 MW=27
Frecuencias
Genotipicas 4% 37% 59%
Frecuencias Frecuencias del alelo G:37%
Alélicas Frecuencias del alelo A :63%

Para el andlisis de relacion genotipo-fenotipo utilizamos X?. Se tomaron en cuenta los
siguientes datos: para el genotipo homocigoto la variante mutante A/A del gen CBR3,
donde 2 casos presentaron IC, de acuerdo a los datos del electrocardiograma y
ecocardiograma, mientras que 14 pacientes no presentaron hallazgos compatibles con
IC. Para el genotipo heterocigoto G/A, 1 paciente present6é IC y 9 no. Para el genotipo
G/G solo se registr6 un paciente que no presenté IC. De acuerdo con los datos
obtenidos por el andlisis de X? no existe diferencia significativa entre los tres
genotipos para el gen CBR3, con respecto a presentar Insuficiencia Cardiaca
(X*=0.1687, p=0.9191).
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Para determinar la relacion de los genotipos de interés en el gen CBR3 con
mielotoxicidad (MT), se realiz6 el mismo andlisis de X?, con lo que observamos el
genotipo homocigoto mutante A/A en 3 pacientes con MT grado |, en 3 pacientes con
MT grado Il y 10 pacientes con MT grado IV. En el grupo de pacientes con el genotipo
G/A, 4 presentaron MT grado |, 2 presentaron MT grado Ill y 4 MT grado IV. El Unico
caso con genotipo G/G presenté MT grado IV. Aln con estos resultados, no existe
diferencia significativa entre los tres genotipos al presentar diferentes grados de MT
(X?=2.4686, p=0.6503).

Para analizar la asociacion de estos mismos genotipos del gen CBR3, con mucositis
se tomaron los siguientes datos: 5 pacientes con genotipo A/A no presentaron
mucositis, 4 pacientes con este mismo genotipo presentaron mucositis grado |, 6
pacientes presentaron mucositis grado Il y 1 paciente grado IV. En 4 pacientes con
genotipo G/A no se registrd mucositis, en 2 pacientes se presentd mucositis grado |, 1
paciente grado Il, 2 pacientes presentaron grado Il y un paciente presenté grado IV.
Para el genotipo G/G, el Gnico paciente registrado no presenté mucositis (X*=4.3762,
p=0.8217), por lo que no existe diferencia significativa entre los genotipos en relacion

con el grado de mucositis.

Para el analisis de relacion genotipo-fenotipo del gen GSTP1, se tomaron en cuenta
los siguientes datos: para el genotipo homocigoto mutante A/A, 1 paciente presenté
IC, mientras que 5 pacientes no la presentaron. Para el genotipo heterocigoto G/A, 2
pacientes presentaron datos de IC y 11 no. Para el genotipo G/G se registraron 8
pacientes sin datos IC. De acuerdo con los datos obtenidos por el andlisis de X?, no
existe diferencia significativa entre los tres genotipos para el gen GSTP1, con respecto

a presentar Insuficiencia Cardiaca (X*=1.4279, p=0.4897).

Para determinar la relacion de genotipos del gen GSTP1 con mielotoxicidad, se realizd
el mismo andlisis considerando en los resultados del genotipo homocigoto mutante
A/A el registro de 1 paciente con MT grado |, 1 paciente con MT grado lll y 4 pacientes
con MT grado IV. En el grupo de pacientes con el genotipo G/A, encontramos 3
pacientes con MT grado I, 2 pacientes con MT grado lll y 8 pacientes con MT grado
IV. De los pacientes con genotipo G/G, 3 pacientes presentaron MT grado I, 3
pacientes grado lll y 2 pacientes grado V. Aunque los heterocigotos predominan en

los casos de mielotoxicidad, el andlisis estratificado no mostré diferencias significativas
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entre los tres genotipos al presentar diferentes grados de mielotoxicidad (X?=3.4512,
p=0.4853).

Para analizar la relacién de estos mismos genotipos con mucositis se tomaron los
siguientes datos: 1 paciente con genotipo A/A que no presentd mucositis, 3 pacientes
con este mismo genotipo presentaron mucositis grado I, 1 paciente grado Il y 1
paciente mas grado lll. En 4 pacientes con genotipo G/A no se presentd mucositis, en
3 pacientes se observé mucositis grado |, en 5 pacientes mucositis grado Il y en 1
paciente grado IV. Para el genotipo G/G, en 5 pacientes no se observé mucositis, en 2
pacientes se observd mucositis grado Il y en 1 paciente grado IV (X? =11.0423,
p=0.1993), por lo que no existe diferencia significativa entre los genotipos en relacion

con el grado de mucositis.
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DISCUCION

En el presente estudio la dosis maxima registrada fue de 300mg/m?, por lo que estos
pacientes tendran un riesgo relativo 11.8 veces mayor de presentar posteriormente
disminucion de la funcion cardiaca segun lo publicado previamente (Rahman, 2007),
en comparacion con los que estdn expuestos a dosis menores. Los sintomas
principales, en este mismo grupo de pacientes que recibieron la dosis méaxima, se
presentaran aproximadamente 8 afios después de la terapia de acuerdo a lo reportado
por Lipshultz y colaboradores en 2008, sin embargo, los demas pacientes aunque
recibieron dosis menores pueden presentar alteraciones también, ya que no hay dosis
absolutamente seguras de antraciclinas, incluso siendo mas bajas de las
recomendadas, presentando posteriormente disfuncion cardiaca (Lipshultz, 2008).
Desafortunadamente, estudios actuales como el de Steven y colaboradores en 2005,
revelan que incluso los pacientes que recibieron bajas dosis, 45 mg/m?, finalmente
experimentaron anomalias cardiacas, como la reduccién significativa de la masa

muscular cardiaca y la dimension ventricular izquierda.

De los pacientes analizados solo 3 (11%) presentaron una disminucién en la FEVI con
valores menores a 50%, de acuerdo a los protocolos que indican que una disminucién
de la FEVI en mas de 10 6 20 puntos porcentuales hasta un valor <50% o
manifestaciones clinicas con signos y sintomas de insuficiencia cardiaca constituyen
cardiotoxicidad (Rahman, 2007). Mientras que 24 (88%) no presentaron ninguna
alteracion en el ecocardiograma, sin embargo se debe tener en cuenta la falta de
deteccién de miocardiopatia temprana progresiva, asi como la aparicion de casos de
toxicidad cardiaca de inicio tardio. Por ello es importante la evaluacion y seguimiento
con andlisis de ecocardigrama y electrocardiograma, ya que el ventriculo izquierdo
presenta depresion de la contractilidad inmediatamente después del tratamiento con
doxorrubicina, pero vuelve a cifras normales durante los proximos seis afios, sin
embargo después de 6 a 14 afios la contractilidad disminuye notablemente. De aqui la
importancia de un seguimiento a largo plazo, asi como proponer cardiotoxicidad tardia
como una prioridad de investigacion, en particular con el nimero de sobrevivientes de
cancer que parecen ser asintomaticos pero que mas adelante durante su vida el riesgo
de disfuncion cardiaca aumenta (Lipshultz, 2008). Ademas, de acuerdo a lo reportado
por Barry y colaboradores en el 2008, muchos pacientes tratados con doxorrubicina
durante los estudios ecocardiograficos permanecen asintométicos, presentando

miocardiopatia dilatada idiopética pero su tasa de mortalidad a los 7 afios después del
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tratamiento se acerca al 50%. Por lo tanto, los casos asintomaticos no deben ser
considerados con un diagnostico de benignidad, s6lo con més seguimiento podremos
entender completamente el curso de la cardiotoxicidad tardia y su adecuado

tratamiento.

También se debe tener en cuenta que la Cardiotoxicidad aguda causada por
antraciclinas a menudo se presenta durante la terapia como un episodio de disfuncion
miocardica reversible. La incidencia estimada de toxicidad aguda clinicamente con
sintomas es inferior al 1%. Una semana después de la dosis inicial, la cardiotoxicidad
se manifiesta como transitoria encontrando sintomas clinicos de insuficiencia cardiaca,
a menudo se presenta taquicardia sinusal que pueden representar inicio de disfuncion,
en este estudio 24 (88%) pacientes presentaron este sintoma por lo que se reporté el
ingreso a Urgencias, esto se debe a que la funcién cardiaca comienza a deteriorarse y
se asocia con la pérdida de miocitos, lo que lleva al adelgazamiento de la pared del
ventriculo izquierdo presentando anormalidades como disminucion en su funcion,
relacionada con poscarga elevada y reduccion sistdlica (Lipshultz,2008; Barry, 2008).
Esto se debe a alteraciones de la repolarizacion con prolongacion del intervalo QT que
puede ser el resultado directo de la quimioterapia inducida por el bloqueo de los
canales idnicos (Hong, 2010). Lo anterior se da como consecuencia de los primeros
cambios morfolégicos que sufre una célula cardiaca, como vacuolizacién
citoplasmética y pérdida miofibrilar secundarias a dilatacion del reticulo sarcoplasmico,
que conducen a la remodelacién cardiaca y finalmente la insuficiencia ventricular
izquierda con aumento en la probabilidad de muerte. EI mecanismo por el cual
doxorubicinina produce dafio miocardico no se conoce con exactitud, pero parece
tratarse de produccion excesiva de radicales libres que inducen peroxidacion de las
membranas de los miocitos y un posterior flujo de calcio intracelular. El oxigeno
reactivo, resultado de la formacion de doxorubicinol, dafia las membranas
mitocondriales que pueden conducir a una mayor permeabilidad resultando en el
aumento de la sensibilidad de Ca®, lo que lleva a la disipacion del potencial de
membrana y la liberacion de pre-acumulados de Ca**. Ademas, el secuestro de iones
libres de calcio lleva al deterioro intracelular de los miocitos individuales alterando el
metabolismo de &cidos grasos (Kremer, 2001). El volumen anormal del ventriculo
izquierdo y sobrecarga de presion puede conducir a un exceso cronico de la poscarga,
lo que resulta en el deterioro contractil y mal funcionamiento del miocardio (Steven,
2005).
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La falta de datos y estudios dentro de los expedientes clinicos, hacen aun mas dificil
conocer el estado real del paciente, asi como la realizacién de un estudio prospectivo,
ya que sin directrices basadas en evidencia para el monitoreo de la funcién cardiaca
durante el tratamiento, los métodos varian ampliamente en protocolo y préctica clinica.
Para los niflos que reciben tratamiento cardiotoxico, la Asociacion Americana de
Cardiologia recomienda un monitoreo seriado mediante ecocardiografia, incluyendo:
ecocardiograma Doppler en modo M o ecocardiografia bidimensional transtoracica, al
inicio del estudio y con re-evaluaciones durante el tratamiento (Lipshultz, 2008).

Los datos de mucositis en los que se encuentra representado con mayor numero el
grado | con 22% y grado Ill con 29%, se debe a que la mucosa oral esta recubierta por
una membrana epitelial de rapido recambio y maduracién celular que la hace
susceptible a los efectos adversos de los agentes citotoxicos, los cuales
inevitablemente alteran la integridad de la mucosa bucal y gastrointestinal, la flora
microbiana oral, la cantidad y composicion de la saliva. Se ha propuesto una hipétesis
acerca del mecanismo por el cual se desarrolla la mucositis, basado en cuatro fases:
una fase inicial inflamatoria vascular, una fase epitelial eritematosa, una fase ulcerativa
o bacteriolégica y una fase curativa. Cada fase es interdependiente y es la
consecuencia de una serie de acciones mediada por las citocinas, el efecto directo de
la droga quimioterapéutica en el epitelio, la flora bacteriana oral y el estado de médula
Osea de los pacientes. Ademas de las complicaciones infecciosas, los pacientes con
mucositis pueden experimentar dolor significativo, dificultad para ingerir alimentos vy

por ende alteraciones del estado nutricional (Zambrano, 2008).

Los sintomas de mielotoxicidad se presentan debido a que los quimioterapicos no
actian exclusivamente sobre la célula tumoral, si no sobre los distintos mecanismos
de la division celular, afectando también a las células sanas, especialmente a las que
tiene una gran capacidad de replicacion o renovacién. Asi, las células
hematopoyéticas (células progenitoras de las células sanguineas) localizadas en la
médula 0sea, son las mas expuestas a esta destruccion, efecto que se conoce como
mielosupresion. La mayoria de los quimioterdpicos empleados producen la
disminucion de las células sanguineas, al actuar sobre la maduracion y proliferacion

de sus células precursoras.

El tiempo y duracion de la mielosupresion depende no soOlo del esquema

quimioterapico (farmacos, dosis, duracion, via de administracion), sino que también
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del paciente (edad, estado nutricional, funcionamiento de la médula, tratamientos

previos, etc.).

En cuanto a las frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs de los genes CBR3 y
GSTP1, que codifican para estas mismas enzimas, es importante mencionar que no
hay estudios que muestren datos en la poblacién pediatrica mexicana. A pesar de que
se manejan protocolos de tratamiento semejantes en otros paises, no se ha dado el
peso adecuado a las diferencias étnicas, considerando que los agentes
antineoplasicos son prescritos en dosis similares en poblaciones de diferentes grupos
étnicos, sin considerar las diferencias farmacogenéticas y farmacodindmicas entre
estas (O’Donnell, 2009).

En humanos, la enzima carbonil reductasa juega un papel importante en el
metabolismo de xenobibticos y compuestos endbégenos y es posible que los
polimorfismos genéticos en CBR3 sean la clave para determinar la amplia variabilidad
interindividual a la respuesta a farmacos. A nivel genético existe gran diferencia entre
las poblaciones y se observa en los resultados obtenidos por Sukhwinder vy
colaboradores en el afio 2006 donde determinaron la frecuencia de la variante en los
alelos para CBR3 en muestras de ADN genémico de donantes de higado de
individuos blancos y negros, ademas de algunas muestras de ADN que representan a
los diferentes grupos étnicos (Tabla 3). En comparacion con los resultados obtenidos
en este trabajo (Tabla 8), Sukhwinder reporta la frecuencia del genotipo G/G en 70%
mientras que nuestros resultados muestran 4%; para genotipo G/A de 30% en
comparacion a nuestros resultados de 37%; y para el genotipo A/A que reportan 0%
nosotros encontramos 59%. Las frecuencias en nuestra poblacion son inversas a las

reportadas en la literatura, observando con mayor frecuencia al alelo mutante.

Tabla 8. Frecuencias genotipicas del gen CBR3.

Variante de CBR3 Nuestro estudio Sukhwinder, et. al., 2006
A/A 59% 0%
G/A 37% 30%
GIG 4% 70%

En el presente estudio encontramos que 8 individuos (30%) presentaron el genotipo
homaocigoto silvestre G/G del gen GSTP1, 13 (48%) el genotipo heterocigoto G/A, y 6

(22%) el genotipo homocigoto mutante A/A y las respectivas frecuencias alélicas, asi:
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54% para el alelo silvestre G y 46% para el alelo mutante A. Si les comparamos con lo
reportado por Acosta en el 2006, donde incluye poblaciéon del Sur-Occidente
Colombiano, con frecuencias genotipicas de 37.8% para G/G, 54.4% para G/A 'y 7.8%
para A/A, y las frecuencias alélicas de 65% para G y 35% para A, podemos notar
diferencias mas notables en el genotipo AA con una frecuencia mayor en nuestro

reporte y potencialmente en nuestra poblacion.

En el trabajo de Voso y colaboradores estudiaron a 354 pacientes con Leucemia
Aguda Mieloblastica, con un seguimiento de 46 meses. Se reporté en el 30% de los
caucasicos la presencia del alelo GSTP1 105Val, asociado con disminucién en la
actividad enziméatica. En este mismo estudio se reporta 11.8% de homocigotos para el
genotipo A/A, 40.7% para G/A 'y 47.6% para G/G. El grupo de pacientes homocigotos
A/A presento una media de recuperacién en la cuenta de neutréfilos y plaquetas de
doce dias, mientras que los heterocigotos y homocigotos para el alelo silvestre la
media fue de quince dias. La frecuencia en episodios de neutropenia febril, el uso de
antibiotico y antifingico no difiere de acuerdo al genotipo de GSTP1. Reporta también

gue la incidencia de muerte por toxicidad no varia en funcion del genotipo de GSTP1.

Estos resultados se pueden comparar con el estudio realizado por Zhang en el 2011
donde report6 para 120 pacientes de China, con cancer de mama, tratadas con
Ciclofosfamida (600mg/m?) y Epirrubicina (80mg/m?), donde las pacientes portadoras
de GSTP1 con genotipo heterocigoto G/A y homocigoto G/G, presentan mejor
respuesta al tratamiento y menor toxicidad a diferencia de los homocigotos A/A,

concluyendo que el genotipo G/G proporciona mayor actividad enzimatica.

41



CONCLUSIONES

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

alelo silvestre G y para el alelo mutante A 46%.

Para el gen CBRS, las frecuencias genotipicas encontradas son 4% para el genotipo
homocigoto silvestre G/G, 37% para el genotipo heterocigoto G/A y 59% para el
genotipo homocigoto mutante A/A. Las frecuencias alélicas para el gen CBR3 fueron
37% para el alelo silvestre G y 63% para el alelo mutante A.

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

presentar Insuficiencia Cardiaca, mielotoxicidad o mucositis.

Este trabajo sienta las bases para un posterior analisis prospectivo, ya que se
establecieron las condiciones adecuadas para el desarrollo de las técnicas de
laboratorio, pero se necesita de un seguimiento clinico mas estrecho y sistematizado
para evaluar de forma mas precisa la presencia de cardiotoxicidad en tiempo y
magnitud en cada paciente. De tal forma seré posible determinar el impacto de estos
SNP’s en el desarrollo de cardiotoxicidad, para ser considerados como marcadores
prondstico, apoyando las decisiones clinicas en futuros casos y asi prevenir desde el
inicio del tratamiento este tipo de efectos adversos. Ademas de sistematizar el registro
de otras complicaciones potencialmente relacionadas al tratamiento con doxorrubicina,
lo que para este trabajo representd una gran dificultad para lograr recabar los datos
clinicos necesarios en todos los pacientes. Por otra parte, permitié el trabajo conjunto
con el servicio de Cardiologia del instituto y el compromiso para desarrollar
conjuntamente el disefio prospectivo-prolectivo que requiere este tipo de asociaciones

genotipo-fenotipo.
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PERSPECTIVAS

Con base en los resultados obtenidos en este estudio y las limitantes que el disefo
metodoldgico que inicialmente se contempl6 para abordar la problemética de toxicidad
relacionada con doxorrubicina, es necesario considerar el disefio metodoldgico, con
una redefinicion de las variables operativas, en donde se debe incluir desde la clinica,
un tratamiento y seguimiento sistematico para todos los pacientes, ademas de un
adecuado registro de las variables, para llevar acabo un adecuado analisis prospectivo
gue permita valorar el impacto que tiene el tratamiento con Doxorrubicina, a largo

plazo.
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ANEXOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL INGRESO AL
PROTOCOLO DE ESTUDIO INTITULADO: “ASOCIACION DE DOS
POLIMORFISMOS EN LOS GENES CBR3 Y GSTP1 CON LA TOXICIDAD
RELACIONADA A DOXORUBICINA EN NINOS MEXICANOS CON
CANCER”

l. INTRODUCCION

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

II. OBJETIVO
Yo padre o tutor con
direccién en

Voluntariamente acepto para que mi hijo (nombre del paciente)

participe en el estudio, cuyo propésito es conocer si existe asociacion entre
algunos marcadores genéticos y los efectos tbxicos 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 conocer si existe algun
marcador genético que pueda estar relacionado con efectos toxicos
principalmente del corazén que puedan estar relacionados con uno de los
medicamentos (doxorrubicina) del esquema de tratamiento que va a recibir mi
hijo(a). Para tal efecto sera necesario tomarle una muestra de sangre. He sido
informado que la toma de sangre que se realizard con todas las medidas
higiénicas necesarias y con equipo estéril desechable.

IV. BENEFICIOS

Conozco que no existe beneficio 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) permitird conocer si existe asociacion entre
algunos marcadores genéticos y los efectos toxicos relacionados a la
quimioterapia con doxorrubicina (adriamicina), ya que es utilizada
frecuentemente como parte integral del tratamiento en nifios con cancer, lo cual
ayudara a 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.
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V. RIESGOS

Mi hijo (a) no sera sometido a algun riesgo agregado a los procedimientos
diagndsticos y terapéuticos que de rutina se realizan a todos los pacientes que
presentan el diagnostico de un cancer semejante al de mi hijo (a). Dentro de
estos procedimientos se encuentran las muestras de sangre y estudios como
ultrasonido, estudios de radiologia simple y electrocardiograma, necesarios
para el diagnostico, tratamiento y vigilancia de mi hijo(a). Las pruebas
genéticas de laboratorio que se realicen a la muestra de sangre no implican
riesgos o efectos indeseables en mi hijo (a).

VI. ALTERNATIVA DE RECHAZO

Si yo o mi hijo decidimos no participar en el estudio, el diagnostico, el
tratamiento y el seguimiento seran iguales 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 ni mi nhombre ni el de mi hijo (a) seran mencionados en el
reporte del estudio.

VIIl. DISPONIBILIDAD DE LA INFORMACION

La informacién de las pruebas diagndsticas (ultrasonido, estudios de radiologia
simple y electrocardiograma) sera notificada inmediatamente por el medico
encargado de mi hijo al contar con el reporte del personal encargado de
Imagenologia del Instituto Nacional de Pediatria. 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 Instituto Nacional de
Pediatria. Ademas permitira que el laboratorio de oncologia experimental del
INP 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.

México, D.F., a de de 200 .
Nombre y Firma del Padre o Tutor Firma del Investigador
Nombre y Firma de Testigo Nombre y Firma de Testigo
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CARTA DE ASENTIMIENTO PARA EL INGRESO AL PROTOCOLO DE
ESTUDIO TITULADO: “ASOCIACION DE DOS POLIMORFISMOS EN LOS
GENES CBR3 Y GSTP1 CON LA TOXICIDAD RELACIONADA A
DOXORUBICINA EN NINOS MEXICANOS CON CANCER?”

l. INTRODUCCION

Es importante que leas y comprendas la siguiente explicacion acerca de tu
enfermedad y la posibilidad de que seas incluido en el estudio arriba
mencionado, aqui se describe claramente el proposito, 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 direcciéon en

voluntariamente acepto para participar en el estudio, cuyo propdsito es conocer
si existe asociacion entre algunos marcadores genéticos y los efectos toxicos
relacionados a la quimioterapia con la doxorrubicina (adriamicina), ya que es
utilizada frecuentemente como parte del tratamiento en nifios con cancer

[Il. PROCEDIMIENTOS

Estoy informado de que la finalidad del estudio sera conocer si existe algin
marcador genético que pueda estar relacionado con efectos toxicos
principalmente del corazén que puedan estar relacionados con uno de los
medicamentos (doxorrubicina) del esquema de tratamiento que voy a recibir.
Para tal efecto sera necesario tomarle una muestra de sangre. He sido
informado que la toma de sangre que se realizara con todas las medidas
higiénicas necesarias y con equipo estéril desechable.

IV. BENEFICIOS

Estoy informado que el realizar esta investigacion permitira conocer si existe
asociaciéon entre algunos marcadores genéticos y los efectos  toxicos
relacionados a la quimioterapia con doxorrubicina (adriamicina), ya que es
utilizada frecuentemente como parte integral del tratamiento en niflos con
cancer, lo cual ayudara a identificar aquellos pacientes que pudiéramos ser
mas susceptibles para presentar efectos téxicos, 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 a algun riesgo agregado a los procedimientos diagnésticos y
terapéuticos que de rutina se realizan a todos los pacientes que presentan el
diagnostico de un cancer semejante al mio. Dentro de estos procedimientos se
encuentran las muestras de sangre y estudios como ultrasonido, estudios de
radiologia simple y electrocardiograma, necesarios para el diagnostico,
tratamiento y vigilancia. Las pruebas genéticas de laboratorio que se realicen a
la muestra de sangre no implican riesgos o efectos indeseables para mi.
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VI. ALTERNATIVA DE RECHAZO

Si yo decido no participar en el estudio, el diagnéstico, el tratamiento y el
seguimiento seran iguales que en otros pacientes tratados en este Instituto
Nacional de Pediatria por tumores semejantes.

VIl. CONFIDENCIALIDAD
Entiendo que cualquier informacion que se obtenga en este estudio sera
confidencial y que mi nombre no serd mencionado en el reporte del estudio.

VIIl. DISPONIBILIDAD DE LA INFORMACION

La informacién de las pruebas diagnésticas de imagen serd notificada
inmediatamente al contar con el reporte del personal encargado del
departamento de Imagenologia del Instituto Nacional de Pediatria. 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 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.

México, D.F., a de de 200 .
Nombre y Firma Firma del Investigador
Nombre y Firma de Testigo Nombre y Firma de Testigo
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