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TITULO DEL PROYECTO

“VARIACIONES GENETICAS EN CITOCROMO P450 (CYP450) ASOCIADAS A EVENTOS ADVERSOS EN
PACIENTES PEDIATRICOS MEXICANOS CON TUMORES SOLIDOS TRATADOS CON IFOSFAMIDA.”

RESUMEN
ANTECEDENTES:

La neoplasia mas comin en poblacién pedidtrica mexicana es la leucemia aguda, seguida de los linfomas y
posteriormente los tumores solidos. Estos son masas solidas formadas por células neoplasicas que se ubican en cualquier
sitio anatomico y representan el 60% del total de tumores malignos infantiles. Durante el 2009, en el Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS), los tumores solidos ocuparon el segundo lugar en prevalencia de las neoplasias, y estas,
como grupo, ocuparon el segundo lugar de las 10 principales causas de atencion hospitalaria y de mortalidad desde el
2012 ala fecha.

El tratamiento que se utiliza en la terapia oncologica incluye a la ifosfamida; un fairmaco alquilante con éxito terapéutico
para tumores sélidos y linfomas. Sin embargo, la ifosfamida a pesar de ser muy eficaz en el tratamiento también
ocasiona serios eventos adversos como nefrotoxicidad, mielosupresion y neurotoxicidad como encefalopatia lo que puede
ocasionar la muerte del paciente.

Cada individuo reacciona de manera diferente a los agentes quimioterapéuticos gracias, entre otros factores, a las
enzimas metabolizadoras, de la cuales se han descrito polimorfismos genéticos que incluyen a varios citocromos P450
(CYP450).

Por lo que el conocimiento sobre la asociacion entre las variantes genéticas de los CYP450 y los eventos adversos a la
ifosfamida, permitird en forma mas precisa, identificar a los individuos susceptibles de desarrollar dichos eventos
adversos.

Es importante estudiar dichas variaciones en nuestra poblacion debido a la heterogeneidad genética que se presenta en el
pais, aunado a la importancia de los eventos adversos que genera el medicamento con el fin de reducir la toxicidad

asociada.

JUSTIFICACION: Esta investigacion busca un impacto directo en fortalecer el esquema de quimioterapia
individualizada, ya que con los posibles hallazgos, se disminuiria la frecuencia de eventos adversos en pacientes tratados
con ifosfamida, tras realizar un tamizaje de aquellos con polimorfismos en CYP450 que causen eventos adversos
asociados a la administracion de ifosfamida y de tal manera, generar una mejor calidad de vida en los pacientes,

detectando a candidatos para proporcionar un tratamiento alternativo.

OBJETIVO: Determinar cuales variantes genéticas de los genes CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4 Y CYP3AS estan

asociadas a eventos adversos en pacientes pedidtricos mexicanos tratados con ifosfamida.



POBLACION DE ESTUDIO: Se captaran pacientes del servicio de Oncologia Peditrica del Hospital General
perteneciente a la Unidad Médica de Alta Especialidad “La Raza” del IMSS, que cuenten con diagndstico de tumores
solidos, los cuales tengan como tratamiento ifosfamida y se encuentren recibiendo, alguno de los primeros 4 ciclos de

tratamiento planeado por médico tratante.

DESCRIPCION DE ESTUDIO: Estudio observacional, prospectivo y longitudinal. El reclutamiento de la cohorte
iniciara a partir del inicio del tratamiento con ifosfamida a aquellos pacientes que cumplan con los criterios de seleccion,

el estudio tendra una duracidén de 7 meses.

TAMANO DE LA MUESTRA: Se precisan de 16 sujetos en el grupo de expuestos y 16 en el de no expuestos (la
exposicion estard definida como presencia vs ausencia de cada una de las variantes polimorficas estudiadas en CYP2B6,

CYP2C9, CYP3A4 Y CYP3AS).

ANALISIS ESTADISTICO: Se obtendran las frecuencias de polimorfismos y asumiendo que existe transmision
mendeliana, se analizard si existe equilibrio de Hardy-Weinberg mediante prueba de Chi2 comparando los valores
observados con los esperados. La comparacion de la incidencia de eventos adversos entre expuestos (con polimorfismo
en CYP450) y no expuestos (con variante normal en CYP450) se realizard mediante la prueba de razén de riesgos y su
intervalo de confianza al 95% RR (IC95%) para conocer la magnitud de la asociacion y su significancia estadistica.
Finalmente se realizara un analisis de regresion logistica no condicional para determinar si existe asociacion causal

independiente de los diferentes polimorfismos con los eventos adversos.
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EPIDEMIOLOGIA DE LOS TUMORES SOLIDOS EN MEXICO

Los tumores solidos son masas solidas formadas por células neoplasicas que se ubican en cualquier sitio anatomico.
Dichos tumores, representan el 40% de los casos de cancer en pediatria, mientras que el 60% restante, se conforma por
leucemias y linfomas. En nuestro pais la base de datos del Sistema Nacional en Salud reporta a los tumores s6lidos como
una de las principales causas de morbilidad (7069 egresos hospitalarios del 2009 al 2011)".

En el INP se registraron 5293 egresos hospitalarios por (neoplasias) del 2009 al 2012. Durante este periodo los tumores
solidos provocaron 200 defunciones aproximadamente. Debido a estas cifras se situaron en el 2012 en el primer lugar
entre las 10 principales causas de egreso hospitalario (1586 casos) y el primer lugar en entre las 10 primeras causas de

mortalidad hospitalaria (48 casos)®. Los principales tumores solidos de acuerdo a su frecuencia en el INP se anotan en la

tabla 1.
Tumor %
T. SNC 8.9%
Osteosarcoma 4.9%
Retinoblastoma 3.7%
T Wilms 3.5%

Tabla 1. Prevalencia de Tumores en el INP afio 2009°.

Segtin el ultimo censo de la poblacién mas de la mitad de los mexicanos tiene menos de 18 afios de edad y el cancer se
considera un problema de salud debido a ocupa el segundo lugar como causa de mortalidad en personas de 4 a 15 aflos de
edad®. En México la incidencia de todos los tipos de cancer en la infancia representa el 5% de todos los padecimientos

malignos de la poblacion general, esta incidencia se ve mas marcada en algunos estados de la Republica Mexicana, no se

conoce la causa pero se nota una tasa mayor que la de los paises industrializados.

A continuacion mostramos un reporte del nimero de casos de nifios con cancer en CMN La Raza en los tltimos afios:

Tabla 1
Nimero de casos de primera vez de nifios con cancer* atendidos en los servicios de
Hematologia y Oncologia pediatricos del Centro Médico La Raza, durante el periodo de 2008 a 2012

2008 2009 2010 2011 2012 Total
Grupos de ciancer
n % N % N % n % n % n %

I. Leucemias 92 535 83 451 90 489 88 527 105 51.7 458 50.3
I1. Linfomas 10.0 58 230 125 140 7.6 120 7.2 23.0 11.3 8.0 9.0
IIa. Linfomas Hodgkin 4 2.3 8 4.3 8 4.3 4 24 7 34 31 34
IIb. Linfomas No Hodgkin 6 3.5 15 8.2 6 3.3 8 4.8 16 7.9 51 5.6
II1. Tumores del sistema

nervioso central 14 8.1 20 109 20 109 20 12.0 16 7.9 90 9.9
IV. Neuroblastomas 3 1.7 3 1.6 0.5 4 24 3 1.5 14 1.5
V. Retinoblastoma 7 4.1 5 2.7 2.2 3.0 10 4.9 31 34
VI. Tumores renales 8 4.7 8 4.3 3.3 4.2 2.5 34 3.7
VII. Tumores hepéaticos 2 1.2 4 2.2 2.7 1.8 1.0 16 1.8
VIII. Tumores éseos 5 2.9 8 4.3 10 5.4 10 6.0 3.9 41 4.5




IX. Sarcomas de tejidos

blandos 16 9.3 8 4.3 10 54 6 3.6 12 59 52 57
X.Tumores de células

germinales 11 6.4 21 114 18 9.8 9 5.4 15 7.4 74 8.1
XI. Carcinomas 1 0.6 1 0.5 0 0.0 2 1.2 2 1.0 6 0.7
XII. Inespecificos 0 0.0 0 0.0 1 0.5 0 0.0 0 0.0 1 0.1
Histiocitosis 3 1.7 0 0.0 5 2.7 1 0.6 2 1.0 11 1.2
Total 172 100 184 100 184 100 167 100 203 100 910 100

*Agrupados segun la Clasificacion Internacional para Cancer Infantil; n= Numero de casos
Fuente: Registro de Cancer en Nifios, Unidad de Investigacion en Epidemiologia Clinica, HP, CMN SXXI.

La mayoria de los tumores en edad pediatrica son de origen embrionario y son el producto de mutaciones genéticas en
genes predisponentes, oncogenes o supresores de tumor se heredan o son esporadicos. Se ha documentado que el factor
ambiental influye poco en su desarrollo, lo contrario sucede en el cancer en el adulto. Su comportamiento es agresivo y
son de crecimiento rapido. La respuesta que presentan estos tumores a los tratamientos de quimioterapia es mejor
comparado a los tumores en los adultos pero al mismo tiempo presentan un mayor indice de aparicion de eventos
secundarios adversos en organos y tejidos a corto o a largo plazo, ¢ incluso segundas neoplasias debidas a los

tratamientos utilizados para curar el tumor primario”.

TRATAMIENTO PARA LOS TUMORES SOLIDOS EN POBLACION PEDIATRICA

Existen varios esquemas de tratamiento implementados para tratar los tumores soélidos; de acuerdo a los “Protocolos
Técnicos para el Cancer en Nifios™ estos tumores pueden tratarse con ifosfamida y se usa en combinacién para muchos
tumores s6lidos y linfomas en adultos y nifios. La dosis de ifosfamida utilizada para tratar a los tumores solidos es 1.8
g/m*/dia 5 dias, en combinacién con carboplatino 350 mg/ m*/ dia por 1 dia y etopdsido 100 mg/ m?/ dia por 5 dias
(ICE)’. Asimismo, se emplean otros esquemas que incluyen ifosfamida, en conjunto a otro farmaco, por ejemplo:
Ifosfamida-Etopdsido, VIP (VP-16, Ifosfamida, Cisplatino) e Ifosfamida-Doxorrubicina para sarcomas de tejidos blandos
no rabdomiosarcomas.

Ifosfamida (IF): La ifosfamida es un farmaco alquilante (Figura 1) muy usado en la quimioterapia con éxito terapéutico
para tumores so6lidos como sarcomas y para neoplasias hematoldgicas como leucemia linfocitica aguda y linfoma no
Hodgkin. En la actualidad existe controversia en cuanto a la eficacia antitumoral y los efectos adversos® esto debido a
que la mayoria de los farmacos son creados en base a las necesidades de la poblacion caucasica y los resultados son

extrapolados a otras poblaciones como la nuestra.

O

o/
CT—NH-CHZ-CHTCL
N__

CHy-CHy-CL

Figura 1. Estructura quimica de la Ifosfamida.
Mecanismo de accién y farmacocinética de la ifosfamida: El firmaco entra a la célula hepatica mediante un

transportador desconocido, en el interior de la célula el farmaco se metaboliza mediante la accion de las enzimas de la

familia del citocromo p450 (CYP) isoformas CYP3A4, CYP3AS, también participan las isoformas CYP2A6, CYP2B6,
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CYP2C8, CYP2C9. La ifosfamida se descompone en los metabolitos 2-dicloro etil-ifosfamida, 3-dicloro etil- ifosfamida
y cloroacetaldehido (neurotoxico) mediante las enzimas CYP3A4, CYP2B6, CYP3AS asi como en los metabolitos 4
hidroxi -ifosfamida y aldo ifosfamida mediante las enzimas CYP3AS, 3A4, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9. Estos metabolitos
difunden de manera pasiva fuera de las células hepaticas, circulan y entran pasivamente a otras células. El resultado de la
alquilacion directa del DNA (4cido desoxirrubonucleico) de células blanco, provoca degradacion del DNA y (acido
ribonucleico) RNA e inhibicién de la sintesis de las proteinas y finalmente la apoptosis de las células no resistentes.
También aumenta la eficacia de la respuesta inmunitaria contra el tumor y act@ia en una capacidad antiangiogénica
destruyendo las células progenitoras endoteliales circulantes’. La vida media de la ifosfamida tras administracion a dosis
baja (1.8g /m?) es de 4-7 horas, a dosis alta (3.8 a 5 g/m2), se incrementa de 11 a 15 horas; del 60-80% del farmaco, se
excreta en la orina sin modificar y 20% como metabolitos ya mencionados. Los parametros de vigilancia son: Biometria
hematica completa con diferencial y plaquetas, diuresis, analisis de orina, pruebas de funcién hepatica y renal;
electrolitos séricos. La aplicacion es en infusion varia de acuerdo al protocolo utilizado, generalmente se divide la dosis

total del ciclo en 3 a 5 dias, en infusiones diarias de una hora.

Farmacogenética de la ifosfamida: Cada individuo reacciona de manera diferente a los agentes quimioterapéuticos y
puede ocurrir que un paciente reaccione favorablemente a la quimioterapia “respondedor” o que no presente respuesta al
tratamiento “no respondedor”, que no experimenten ninguin efecto adverso o que estos efectos varien de intensidad a lo
largo de todo el tratamiento, esto se atribuye a diversos factores tanto genéticos como no genéticos. Estos factores pueden
afectar la absorcion, y distribucion del farmaco, su interaccion con el sustrato (receptor y/o enzima), su metabolismo
(funcion hepatica) y su excrecion (funcion renal).

La ifosfamida es metabolizada por CYP2B6, CYP3A4, CYP3AS, del 60-80 % de los fairmacos de mayor uso son
metabolizados por genes que pertenecen a la familia del citocromo P450 (CYP450) los genes CYP2D6, CYP2C19,
CYP2C9, CYP3A4/5®. Los genes CYP pertenecen a una superfamilia de genes citocromo P450 (CYP 450), que estd
integrada por mas de 200 genes que han evolucionado para protegernos de toxicos del medio ambiente, asi como de
sustancias de otra naturaleza como por ejemplo algunos alimentos potencialmente peligrosos para la salud. Estos genes
originan enzimas encargadas de biotransformar sustancias quimicas que entran al organismo convirtiéndolas en
metabolitos algunos terapéuticos, otros inocuos y otros toxicos que finalmente se excretan por orina, heces o bilis.

Las personas que cuentan con una secuencia normal de los genes CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4/5 estaran en
condiciones adecuadas de metabolizar farmacos en el higado o en los tejidos donde se expresan las enzimas codificadas
en el locus especifico de cada gen. Aquellas personas que tienen variantes en estas secuencias de DNA en alguno de
estos 4 genes tendran diferencias en el metabolismo de los farmacos’. De manera que podemos encontrar en la poblacion
a personas con diferente metabolismo a farmacos.

Gen CYP2B6 (Citocromo P450, familia 2, subfamilia B, polipéptido 6).

La isoforma CYP2B6 es responsable de la activacion metabdlica de farmacos antineoplasicos como la ifosfamida'®; la
capacidad de activacion de esta enzima es variable entre individuos de 4 a 9 veces, ya que se ha reportado variabilidad
interindividual e interétnica en la cantidad y actividad catalitica de CYP2B6 esta variabilidad puede deberse a
polimorfismos genéticos en el gen'', y con ello diferencias en la respuesta y/o toxicidad. El gen CYP2B6 se localiza en
el brazo largo del cromosoma 19 (19q13.3), en proximidad con el pseudogen CYP2B7, tiene un tamafio aproximado de
27.0 kb, esta constituido por 9 exones, el mRNA de los 9 exones producen 6 transcritos (isoformas *1,*2,%*3,*4 *5 y *6).

El gen CYP2B6 codifica para una proteina de 491 aminoécidos (aa). La expresion extrahepatica es en intestino y pulmon.
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Tres polimorfismos en el gen CYP2B6 (CYP2B6*4, *5 y *6), se han estudiado ampliamente y todos se han asociado al
metabolismo de diferentes farmacos.

Como ejemplo, el polimorfismo de nucledtido simple (Simple Nucleotide Polymorohism —SNP- ) 516G>T en el ex6n 4
(GIn172His) que produce un empalmamento aberrante como resultado una baja expresion de CYP2B6*6, se asocio a
una alta concentracion plasmatica de Efavirenz (EFV) en pacientes con infeccion por Virus de Inmunodeficiencia
Humana; pacientes que presentaron el genotipo S16TT se asocid a un incremento en la concentracion de EFV en plasma
hasta 3 veces y en sangre 2.3, ademds, pacientes con este genotipo experimentan ademas eventos adversos en Sistema
Nervioso Central (SNC) comparado con individuos que carecen de este alelo p= <0.001'* "', La intoxicacion en SNC
se presenta en el 54% de los pacientes que son tratados con EFV debido a bajo metabolismo hepatico, los eventos
adversos mas comunes que se presentaron fueron la confusién, insomnio, suefios intensos, mareos y dolores de cabeza'”.
Otros estudios han buscado la relacion de la concentracion subterapéutica con el éxito o fracaso en el tratamiento y
concentraciones supraterapéuticas estan asociadas con toxicidades de estos farmacos. Por ejemplo el SNP 516 TT se ha
asociado a falla a tratamiento en pacientes con infecciéon por el Virus de Inmunodeficiencia Humana'®. Su frecuencia es
de 0.267, para nuestra poblacion se observé en una muestra de individuos residentes en los Angeles con ascendencia
mexicana una frecuencia de 0.29.

CYP2B6*4. El SNP 785A>G ubicado en el exén 5 (Lys 262Arg) esta asociado a metabolismo lento de EFV'", portadores
del alelo G se ha asociado a mal respuesta a tratamiento con doxorrubicina y ciclofosfamida en pacientes con cancer de
seno'®. La frecuencia de este SNP en poblacion europea es de 0.38 y se observo en una muestra de individuos residentes
en Los Angeles (USA) con ascendencia mexicana con una frecuencia de 0.24.

CYP2B*5. El SNP 1459 C>T en el exon 9 (Arg487Cys). También se ha observado que homocigotos para el alelo T
presentan altas dosis acumuladas de ciclofosfamida y doxorrubicina (indicador de alta toxicidad)'®. En una cohorte de
pacientes que recibieron Tiotepa (firmaco para tratar tumores so6lidos), se observd que pacientes homocigotos para el
genotipo TT presentaron menos exposicion a sustratos de CYP2B6, lo que indica que presentaron fenotipo de
metabolizadores rapidos'®. Su frecuencia se ha analizado en una muestra de individuos residentes en los Angeles con
ascendencia mexicana de 0.12.

Los alelos CYP2B6*2 (Arg22Cys), CYP2B6*8 (Lys139Glu), y CYP2B6*9 (Glnl 72His) se asociaron a mal prondstico
o baja respuesta a Doxorrubicina y Ciclofosfamida, en pacientes con cancer de seno tratados con estos farmacos en
poblacion mexicana se desconoce su frecuencia y su efecto funcional.

CYP2(C9. Otra enzima que metaboliza aproximadamente el 15% de los medicamentos, incluida la ifosfamida, presenta
polimorfismos genéticos que repercuten en la alteracion de su actividad. Se ubica en 10q24.2, el gen consta de 9 exones
y codifica una proteina de 490 aa. Dos polimorfismos se han estudiado ampliamente y ambos se han asociado a una
reduccion de la actividad enzimatica.

La variante CYP2C9*2 ubicado en 430C>T (Argl44Cys), presenta un polimorfismo que provoca que la variante *2
presente alrededor de 8 veces menos actividad que la enzima normal. La asociacion de las variantes *2 y *3 aumentan el
riesgo de hemorragia gastrointestinal en pacientes que reciben farmacos antiinflamatorios no esteroideos que son
metabolizados principalmente por el CYP2C9 en comparacion de los que no presentan estas variantes (OR=2.6)

En poblacion caucasica la frecuencia alélica de *1/*2 es del 19%, en un estudio realizado en individuos sanos de origen
Meéxico-americanos encontraron una frecuencia de 15% para los alelos *1/*2 IC 95% 0.095-0.24 y el del 10% para la

forma *1/*3 1C95% 0.055-0.18 .
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El otro SNP es el CYP2C9*3 ubicado 1075 A>C. Se ha observado que pacientes que portan los genotipos *1/*3 ¢ *3/*3
tienen un mayor tiempo de exposicion al farmaco, y por lo tanto, un mayor riesgo de efectos secundarios,
principalmente de tipo gastrointestinal o cardiovascular en pacientes tratados con inhibidores de la ciclo-oxigenasa
(naproxeno, diclofenaco, ibuprofeno) la frecuencia del genotipo *1/*3 es del 12% en individuos blancos®'.

Se ha observado que los portadores de alelos *3/*3 son metabolizadores lentos para (warfarina, acenocumarol, glipizida,
y fenitoina) estos pacientes pueden experimentar severa toxicidad al farmaco asi como riesgo de hemorragia durante el

tratamiento con watrfarina”,23

Gen CYP3A4. (Citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipéptido 4)

La familia de los CYP3 cobra suma importancia, ya que se encarga de metabolizar el 50% de los farmacos disponibles
actualmente en el mercado y participan en la activacion metabolica y metabolismo de farmacos anticancerigenos, se ha
observado que la variabilidad interindividual tiene gran impacto en la farmacocinética y metabolismo de la mayoria de
los medicamentos esta variabilidad en la expresion sobrepasa hasta las 30 veces en algunas poblaciones.

El gen se encuentra en una region de 231 kb, se localiza en el cromosoma 7q21-22.1. Esta constituido por 11 exones y
codifica para una proteina de 503 aa, que se expresa en higado e intestino delgado.

De acuerdo a la base de datos “The Human Cytochrome P450 (CYP) Allele Nomenclature Database”, actualmente se han
encontrado 39 variantes alélicas en esta isoforma, aunque no todas tienen repercusiones funcionales, muy pocas se han
correlacionado con cambios funcionales o con enfermedades.

El alelo 3A4*1B ubicado en la region promotora en -392A>G se ha asociado con una baja hidroxilacion de la quinina®,
asi como con una mayor incidencia de cancer de prostata® la frecuencia en poblacion caucésica varia del 4-9%

En nuestra pais se ha estudiado en 2 poblaciones (tepchuano y mestizos) con una frecuencia de 8% y 8.8%
respectivamente.

Estos datos sugieren que estas dos poblaciones pueden presentar alteracion del metabolismo de algunos farmacos y por
consiguiente, estos sujetos pueden tener un riesgo elevado de efectos adversos de farmacos ya que se ha asociado con una

reducida capacidad para metabolizar los firmacos, carcindgenos y endobidticos que son sustratos de CYP3 A4

La poblacion mexicana tiene una gran variabilidad metabdlica, se sabe que el 90% de la poblacion mexicana se compone
de mestizos que muestran una mezcla de amerindios, europeos y ascendencias africanas®’ y por lo tanto la
individualizacion de los tratamientos es recomendable. Se ha reportado indices metabdlicos combinados y se estima que
el 14% podria necesitar una dosis mucho més baja y el 6% de una dosis mayor que la recomendada®. Hay estudios que
indican que el metabolismo de los mexicanos en mas lento comparado que el de la poblacion caucasica y mas rapido que
los asiaticos. Reportes previos en poblacion mexicana han reportado un metabolismo lento de sustratos de CYP3A4 tal

P e g 29 . . 30 . 31
como dihidropiridinas®, ciclosporinas’, y midazolam

CYP3A4%22 en el intron 6 (15389C>T); portadores del genotipo TT presentaron metabolismo alterado de farmacos
como tacrolimus y ciclosporina asi como a nefrotoxicidad por estos farmacos®>. También afecta la expresion hepatica y la
respuesta a las Estatinas (Atorvastatina, simvastatina, o lovastatina) y se observo que portadores del alelo T requieren
dosis muy bajas de estos farmacos (0-2-0.6) p=0.0019 comparado a los que portan el alelo C. Por lo que se propone este
SNP como marcador para predecir respuesta a farmacos que son metabolizados por CYP3A4. Dicho SNP presenta una

frecuencia del 5% en poblacion caucésica, en nuestra poblacion se desconoce su frecuencia™.
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CYP3AS. (Citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipéptido 5).

La isoforma CYP3AS5 representa el 50% del contenido total de CYP3A en personas que portan el alelo CYP3A5*1 lo
que sugiere que este alelo juega un importante papel en el metabolismo de los sustrato de CYP3A.

El gen CYP3AS se localiza en la region 7q21.1constituido por 13 exones, codifica para una proteina de 502 aa se expresa
en higado e intestino.

El SNP causante de la pérdida de expresion de este gen en el higado es CYP3A5*3 (22893 A>QG) en el intron 3, que
causa un empalme alternativo del exén 3B y trunca la proteina, por lo tanto, hay una expresion muy baja de la proteina.
En un estudio realizado en pacientes mexicanos receptores de trasplante renal, el 6.2% presentaron el genotipo
CYP3A5*1/*1, el 41.6% la forma CYP3A5*1/*3 y el 52.2% el genotipo CYP3A5*3/*3 y su relacion con la dosis de
tacrolimus (farmaco usado para prevenir rechazo en trasplante de drganos). Se observo que pacientes homocigotos para
CYP3A5*1/*1 y heterocigotos CYP3AS5*1/*3 requieren altas dosis de tacrolimus, comparado con los pacientes que
expresan CYP3AS5*3/*3, que requieren dosis bajas del farmaco. Las frecuencias genotipicas en poblacion mexicana
fueron significativamente diferentes que las reportadas para otros grupos étnicos; los genotipos CYP3AS*1/*1 y
CYP3A5*1/*3 fueron més frecuentes que en caucasicos®”. Polimorfismos en CYP3A5*3 con una baja produccion de
mRNA conduce a toxicidad farmacolédgica y posterior dafio al DNA. Sailaja, K y col 2010 observaron que en pacientes
con leucemia mieloide cronica (LMC), el 44.2% presentaron el genotipo CYP3A5%3/*3 comparado con controles con el
19.1% p=0.0001, pacientes con este genotipo no presentaron respuesta hematologica a Imatinib (farmaco usado para
LMC)*.

Este SNP también estd asociado al metabolismo de vincristina en pacientes con leucemia linfoblastica aguda (LLA), se
observo que pacientes con baja expresion de CYP3AS (CYP3AS 1*/3 y *3/*3) tienen un riesgo incrementado de
neurotoxicidad inducida por vincristina del 89% y 100% respectivamente p=0.030°°.

CYP3AS5%6 (G30597A) causa delecion del exon 7, trunca la proteina y reduce la actividad de CYP3A5*6. Este SNP se
encuentra en un 33% en poblacion caucasica y en poblacion mexicana se desconoce su frecuencia.

Se ha observado que pacientes que expresan ambos genotipos silvestres (*1/*1) de CYP3A4 y CYP3AS metabolizan

rapidamente sustratos de CYP3A, lo cual puede dar como resultado la carencia de efecto terapéutico.

EVENTOS ADVERSOS OCACIONADOS POR LA IFOSFAMIDA.

El término de Evento Adverso de la Medicacion (EAM) deriva del concepto “drug misadventure” y podria traducirse
como un suceso médico desafortunado, creado por omisidn o comisiéon a través de administrar uno o varios
medicamentos cuando la farmacoterapia esta indicada y que causa en el paciente efectos que pueden ir desde un malestar
leve hasta la muerte’’. El uso cada vez mayor de la quimioterapia ha conducido a la aparicion de eventos adversos tardios
en ocasiones irreversibles de tratamiento, causando mayor morbilidad y aumentando de riesgo de muerte temprana.

Es importante enfatizar la importancia de regimenes de tratamiento que minimicen la toxicidad cronica, mientras se
maximice a probabilidad de curacion. La ifosfamida es importante en la quimioterapia pues se usa en combinaciéon para
muchos tumores solidos en adultos y nifios.

La ifosfamida por si misma es poco citotoxica, es metabolizada in vivo y genera los metabolitos (2-dicloro etil
ifosfamida, 3-dicloro etil ifosfamida, cloro acetaldehido, 4-hidroxi ifoafamida y aldo ifosfamida) que son altamente
toxicos, estos metabolitos pueden causar nefrotoxicidad y neurotoxicidad. El metabolismo del huésped es quiza el
determinante mas importante de la respuesta al tumor, ya que se sabe que esta toxicidad es debida a que la actividad de

CYP3AS5 y CYP2B6 (presente en el rifion y el higado) puede producir toxicidad renal a nivel de los tibulos proximales.
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Se ha documentado que el cuadro clinico que se presenta en forma variable después de la administracion de la ifosfamida
incluye desde somnolencia, letargia, irritabilidad, excitacion, desorientacion, confusion, debilidad, alucinaciones y crisis
convulsivas, hasta signos clinicos graves como degeneracion del cerebelo, atrofia cerebral, dolor secundario a neuropatia
periférica, y degeneracion del sistema nervioso central®®. En pacientes pediatricos se han descrito ademas trastornos del
movimiento como hemibalismo, corea o atetosis™. La aparicion de estos sintomas se ha observado desde el inicio del
tratamiento, de dos a 48 h después del inicio de la infusion hasta 1 a 3 dias después*® de iniciado el tratamiento. Otros
eventos adversos de la ifosfamida incluyen mielosupresion, nausea, vomitos, alopecia, urotoxicidad, entre otros. La
encefalopatia es una seria consecuencia de la quimioterapia con ifosfamida pero es muy rara estos eventos adversos son
impredecibles y son por lo general severos si no se restringe el tratamiento, sin embargo, estos eventos varian entre los
individuos ya que se ha observado que algunos tumores son quimiosensibles y curables mientras que en otros casos

quimioresistentes y recurren después de haber una respuesta inicial.

Toxicidad Manifestacion

Hematologica Mielosupresion- leucocitopenia

Urotoxicidad Cistitis hemorragica

Nefrotoxicidad Sindrome de Falconi y toxicidad
Glomerular.

Cardiaca Arritmias, falla cardiaca.

SNC Somnolencia, letargo, confusion,

psicosis depresiva, alucinaciones,
mareo, convulsiones, fiebre,

ataxia, coma.

Neurologica Encefalopatia severa

Dermatologica: Alopecia, hiperpigmentacion

Gastrointestinal Nausea, vomito, estomatitis,
diarrea.

Endocrinas y metabolicas ~ Acidosis metabolica.

Tabla 2. Toxicidad asociada a ifosfamida.

Se ha reportado que la dosis acumulativa de ifosfamida para causar neurotoxicidad es cuando excede los 60 g/m?. En un
reporte de caso en poblacion mexicana®, se encontré que la dosis acumulativa fue de 36 g/m”y esta fue necesaria y
suficiente para causar neurotoxicidad. En poblacién latinoamericana no se cuenta con estudios donde reporten las dosis
acumulativas de ifosfamida para causar toxicidad, ni el porcentaje con que las complicaciones inherentes al tratamiento
aunado a la problematica de subregistros de casos de cancer. En otras poblaciones se ha reportado neurotoxicidad con el
uso de ifosfamida y entre los factores de mayor peso para desarrollar neurotoxicidad estan: hipoalbuminemia menor de
3.3 g/dL, hiponatremia, edad del paciente, dosis acumulativa de ifosfamida. Sin embargo se ha documentado que el

factor de riesgo con mayor peso para desarrollar neurotoxicidad es la hipoalbuminemia con una OR de 4.3*'.
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Gen SNP Rs Efecto Actividad MAF MEX
enzimatica
CYP2B6*6 516G>T exo6n rs3745274 GInl172His Disminuida 0.267 0.290
4
CYP2B6*4 785A>G 152279343 Lys262Arg Incrementada 0.273 0.240
exon 5
CYP2B6*5 1459C>T rs3211371 Argd87Cys Disminuida 0.050 0.120
exon 9
CYP2B6*2 64C>T rs8192709 Arg22Cys Disminuida 0.207 -
CYP2B6*8 415 A>G rs12721655 Lys139Glu Disminuida - -
CYP2C9*2 430 C>T rs1799853 Argl44Cys Disminuida 0.170 0.080
CYP2C9*3 1075 A>C rs1057910 1le3591eu Disminuida 0.100 0.015
CYP3A4*IB -392 A>G rs2740574 Variante Disminuida 0.202 -
promotor
CYP3A4*22 Intron6C>T 1s35599367 Variante en Disminuida 5-7% -
intron
CYP3A5*3 6986 A>G 1s776746 Variante Disminuida 0.045 0.270
splicing
CYP3A5*6 14690G>A rs10264272 Variante Disminuida 0.313 0.260
splicing

Tabla 3. Tabla de frecuencias de los SNP que se estudiaran en este trabajo.
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e JUSTIFICACION: Esta investigacion busca un impacto directo en fortalecer el esquema de
quimioterapia individualizada, ya que con los posibles hallazgos, se disminuiria la frecuencia de
eventos adversos en pacientes tratados con ifosfamida, tras realizar un tamizaje de aquellos con
polimorfismos en CYP450 que causen eventos adversos asociados a la administracion de
ifosfamida y de tal manera, generar una mejor calidad de vida en los pacientes, detectando a

candidatos para proporcionar un tratamiento alternativo.

e PREGUNTA DE INVESTIGACION:
(Cuales de las variantes genéticas en los genes CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4 Y CYP3A5 incrementan la

frecuencia de eventos adversos en pacientes pedidtricos mexicanos tratados con ifosfamida?

e HIPOTESIS
Existen variantes genéticas en los genes CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4 Y CYP3A5 que incrementan el

riesgo de desarrollar eventos adversos.

e OBJETIVO GENERAL
Determinar cuales variantes genéticas en los genes CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4 Y CYP3A5 incrementan

el riesgo de desarrollar eventos adversos en pacientes pediatricos mexicanos tratados con ifosfamida.

e OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar las caracteristicas epidemioldgicas prevalentes de la poblacion estudiada.

2.-Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en los genes CYP2B6, CYP2C9,
CYP3A4Y CYP3AS.

3.- Obtener las tasas de incidencia de eventos adversos; (hematoldgicos, gastrointestinales, cardiaco,
neurotoxico, nefrologicos) entre aquellos que presentan el polimorfismo y compararlas con aquellos que
no presentan polimorfismo en pacientes pediatricos mexicanos tratados con ifosfamida.

4.- Cuantificacion de los metabolitos de la ifosfamida a las 12 y 24 h después de concluir la infusion de la
ifosfamida y comparar los niveles entre los pacientes que presentan el polimorfismo y los que no lo

presentan.
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e ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Seleccion y reclutamiento
de pacientes con tumores

solidos tratados con
ifosfamida

Cuestionario de datos -«—
demograficos

'

ACEPTACION
mediante firma de
Consentimiento y/o

asentimiento informado

y

Toma de muestra 1 de sangre 3 mL

(Control basal)

Extraccion de
DNA

,

!

Toma de muestra 2y 3 de
Sangre 3 ml cada una hora 12 y 24 tras administracion de

ifosfamida

Cuantificacion de
Ifosfamida y sus
metabolitos

|

(OMS).

Evaluacién de eventos
adversos mediante
tabla de toxicidad

l

ciclos

Seguimiento por 6

|

v

Genatipificacion

l

Andlisis estadistico

Evaluacion de
respuesta a tratamiento
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Paciente
TX con
Ifosfamida

e DISENO DE ESTUDIO
Es un estudio observacional, prospectivo y longitudinal.
El reclutamiento de la cohorte iniciard a partir del inicio del tratamiento con ifosfamida en el primer ciclo

y hasta los 6 ciclos del esquema, a aquellos pacientes que cumplan con los criterios de seleccion.

La exposicion estara definida como presencia vs ausencia de cada una de las variantes polimoérficas
estudiadas en CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4 Y CYP3AS.

El disefio permitira evaluar clinicamente a los pacientes al final de tratamiento y clasificarlos de acuerdo a
su estatus de presentacion de eventos adversos (presentd evento adverso vs no presentd evento adverso) y
de curacion (curados vs no curados)

La cohorte se construira de acuerdo al siguiente esquema:

Seguimiento
durante el Tx

con Ifosfamida
Con Polimorfi Curacion (n, %)
o glmo |(s)mo | > Presentacion de evento adverso (n, %)
Genotipificacion en CYP45
de CYP —
Sin Polimorfismo || > SUVaCIOtn (n, O/3) o ad ”
en CYP450 resentacion de evento adverso (n, %)

Seleccion de la poblacién:

Se captaran pacientes con tumores soélidos embrionarios y sarcomas de alto riesgo, con terapia que
incluya ifosfamida dentro del esquema de tratamiento.

Reclutamiento: Se llevara a cabo a partir de la preconsulta del paciente el cual sera enviado a Consulta
Externa de primera vez con diagnéstico presuntivo de cancer. El Oncologo de Consulta Externa inicia
protocolo de diagnostico incluyendo los siguientes estudios de laboratorio: BH, QS, EGO, Electrolitos.
Estudios de Gabinete: Estudio histopatoldgico e inmunohistoquimica, ultrasonido, TAC. Estudios de
intervencion para diagndstico: Biopsia, la muestra se enviara a patologia quien emitira el reporte
histopatologico, habiendo diagnosticado el cancer con su estirpe celular y su estadio, el paciente
posteriormente sera referido al Oncologo. El médico Oncdlogo elegira a los pacientes por medio de los
criterios de inclusion. A los pacientes que cubran dichos requisitos se les explicara el objetivo del estudio
y se les invitara a participar mediante firma del consentimiento informado. El resultado de estudio no
modificard de ninguna manera el plan terapéutico que el equipo de oncélogos médicos y cirujanos
oncdlogos que refieren al paciente, hayan determinado, de acuerdo con su protocolo y lo establecido en

los procedimientos internacionales.
Criterios de inclusion.

Se incluirdn pacientes con tumores sélidos embrionarios y sarcomas de alto riesgo, con terapia ICE

(ifosfamida, carboplatino y etopdsido), o cualquier esquema que involucre Ifosfamida por primera vez o
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dentro de los primeros 3 ciclos del total de tratamiento, menores de 1 a o y hasta los  a os, cualquier
género. Para todos los pacientes se requerir una carta de Consentimiento Informado por parte de los
padres y o tutores, en el caso de pacientes mayoresa a osde ern firmar Carta de Asentimiento.
Todos los pacientes ser n “mestizo mexicanos”, que se definen como individuo que naci6é en México, asi
como sus dos generaciones anteriores (padres y abuelos) y se evaluara mediante un cuestionario.

Crtr s us

Pacientes con tumores solidos no embrionarios, Pacientes con transfusion sanguinea con paquete
eritrocitario no desleucocitado 6 plasma, desnutricion de grado III y/o cualquier alteracion que pueda
afectar la determinacion de los niveles del farmaco, pacientes que no estén dentro de los primeros 3 ciclos
de tratamiento con ifosfamida, pacientes con da o renal o hep tico, pacientes que no sean “mestizo
mexicanos”.

Criterios de eliminacién. Pacientes a quienes se les retire el farmaco de la quimioterapia, no acudan
regularmente a su tratamiento (No apego al tratamiento: determinado por un porcentaje menor al 5% de
administraciones efectivas), retiren voluntariamente su consentimiento y/o asentimiento para participar en
el estudio y aquellos pacientes en los que no se obtenga un DNA de buena calidad para la
genotipificacion y/o cuantificacion del farmaco. Pacientes en quienes no se completen las 3 muestras al
final del estudio, Pacientes que no tengan completo el cuestionario de eventos adversos.

Tamaiio de muestra:

El tamafio de muestra se calcul6 con el programa en linea: http://clincalc.com/Stats/SampleSize.aspx.

Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo beta de 0.2 en un contraste bilateral, se precisan de 16
sujetos, para detectar un riesgo relativo minimo de 2.. Se ha estimado una tasa de pérdidas de seguimiento

del 10%. Se ha utilizado la aproximacion de POISSON.

Tabla 4. DEFINICION DE VARIABLES OPERACIONALES

Variable Definicion operacional Clasificacion Categoria

Grupo de riesgo Se definen por factores clinicos (edad, Cualitativa 1=Bajo
sexo, recuento de lastos) y iologicos Ordinal 2=Habitual
(estirpe de linfocitos, antigenos de 3=Alto
superficie, etc.) que inciden en el 4=Muy alto
prondstico de remision.

Género Caracteristicas biologicas que permiten Cualitativa 1=Masculino
diferenciar entre hombre y mujer. Dicotémica 2=Femenino

Edad Tiempo transcurrido desde el nacimiento Cuantitativa Afos
del sujeto. Continua

Dosis de Ifosfamida Cantidad de frmaco administrado por via Cuantitativa 2000-9000
IV por 5 dias. Discreta mg/m*/dia

Frecuencia alélicas de Proporcion de un alelo respecto al conjunto  Cualitativa I=homocigoto

polimorfismos. de los que pueden ocupar un locus politdmica 2=hetero
determinado en la po lacion. 3=Normal

Evento adverso Cualquier efecto no deseada que se Cualitativa 1=Si
presente durante el tratamiento con un D _

. L .. Dicotémica 2=No
medicamento o especialidad medicinal.
Toxicidad Hemoglobina, plaquetas, leucocitos, Cualitativa
hematolégica neutr6filos absolutos, linfocitos reportados  Ordinal 0= sin efecto
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Toxicidad
gastrointestinal
Néusea

Vémito

Diarrea

Estomatitis

Toxicidad hepatica

Toxicidad
Renal

Toxicidad neurologica

Toxicidad cardiaca

en biometria hematica; se reportara como
toxicidad si se encuentra debajo de los
niveles definidos por la OMS.

Sensacion de urgencia de vomitar

Expulsion espasmoédica del contenido del
estomago a través de la oca.

Deposicion de tres o mas veces al dia de
heces sueltas o liquidas.

Inflamacion de la mucosa bucal

Actividad de las enzimas transaminasa,
fosfatasa alcalina y nivel de bilirrubina. Se
definira dafio hepatico cuando alguna de las
enzimas duplique (2N) el valor basal
obtenido antes de la quimioterapia.

Creatinina, proteinuria, hematuria. Se
describird dafio si se rebasa al menos
alguno de los limites maximos establecidos.

Si hay datos de alteraciéon neurosensorial,
neuromotora, neurocortical, neurocerebelar,
cefalea, estrefiimiento, audicion, vision.

Si hay datos de disritmias,
cardiaca, funcidn cardiaca.

isquemia

Cualitativa
Ordinal

Cualitativa
Ordinal

Cualitativa

Ordinal

Cualitativa

ordinal

Cualitativa
ordinal

Cualitativa
Ordinal

Cualitativa
Ordinal

Cualitativa
ordinal

1 =1leve

2= moderado
3=alto
4=muy alto

0=sin evento
adverso
1=leve
2=moderado
3=alto
4=muy alto
0=sin evento
adverso
1=leve
2=moderado
3=alto
4=muy alto

0=sin evento
adverso
1=leve
2=moderado
3=alto
4=muy alto

0=sin evento
adverso
1=leve
2=moderado
3=alto
4=muy alto

0=sin evento
adverso
1=leve
2=moderado
3=alto
4=muy alto

0=sin evento
adverso
1=leve
2=moderado
3=alto
4=muy alto
0=sin evento
adverso
1=leve
2=moderado
3=alto
4=muy alto
0= sin evento
adverso
1=leve
2=moderado
3=alto
4=muy alto
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DEFINICION DE VARIABLES OPERACIONALES.

Variable Definicion operacional Clasificacion  Categoria

Niveles de Ifosfamida

Sangre Cantidad de farmaco cuantificado a las 12y  Cuantitativa uM
24 h al termino de la infusion de la  continua
ifosfamida
Eficacia del El paciente respondi6 a la quimioterapia. Cualitativa 1=Sin recaida
Tratamiento Dicotomica
2=Recaida

e METODOLOGIA.
Toma de muestra: Se tomaran 3 muestras de sangre a los pacientes; una muestra de sangre periférica de
3 mL para el analisis de su material genético y las otras dos muestras de sangre de 3 ml, a las 12 y24 h
después de terminar la infusion con Ifosfamida, las cuales se protegeran de la luz y se guardaran a -70°C,
para posteriormente obtener por pipeteo 5 muestras de 400uL en tarjetas Giithrie 903, se dejara secar por
3 horas a temperatura ambiente y protegida de la luz solar en posicion horizontal. Posteriormente las
muestras seran colocadas en bolsas de plastico de baja permeabilidad a los gases con desecante anadido
para reducir la humedad y se almacenaran a temperatura ambiente hasta el analisis de las muestras, para

cuantificacion de metabolitos.

Purificacion de DNA a partir de sangre periférica.
A partir de  mL de sangre se extraer el DNA mediante QIAmp DNA Mini kit, las muestras de DNA se

cuantificaran por espectrofotometria (nanodrop) y se conservaran a 4°C hasta su andlisis.

Genotipificacién mediante el ensayo de discriminacion alélicas por sondas TagMan®.

El analisis de los genotipos se llevara a cabo por medio del ensayo de discriminacion alélica utilizando
sondas TagMan. Para cada ensayo de discriminacién alélica se obtendran sondas especificas marcadas
con fluordéforos diferentes en el extremo 5°, VIC para el alelo y FAM para el alelo de Applied
Biosystems, ambas sondas se caracterizaban por poseer en el extremo 3’ un “quencher” (TAMRA) el
cual mientras la sonda permanece intacta, inhibe la emision de fluorescencia. Durante la reaccion de PCR
los primers hibridan con una secuencia especifica del templado de DNA. Si éste contiene la secuencia
polimorfica, la sonda TagMan también hibrida con su secuencia homdéloga. Durante la PCR, la AmpliTaq
Gold, que tiene actividad tanto de DNA polimerasa como de exonucleasa 5°-3’, es capaz de digerir la
sonda marcada durante la amplificacion y liberar el colorante fluorescente de la accion del “quencher”, de
tal manera que dadas las condiciones de astringencia utilizada durante la reacciéon, solo la sonda
especifica para el polimorfismo presente sera capaz de hibridar. Por lo tanto es posible diferenciar un

alelo del otro con base en el tipo de fluorescencia emitida. Se cuantificard la fluorescencia de cada
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muestra en un equipo Step One, utilizando el software SDS 2.2.1 para discriminacién alélica (Applied

Biosystems Foster City, CA, USA).

Las sondas que se emplearan son las siguientes:

Gen Rs
CYP2B6*6 3745274
*5 3211371
*2 8192709
CYP2C9*2 1799853
*3 1057910
CYP3A5*3 776746
*6 10264272

Tabla 5. Sondas empleadas en el estudio

Cuantificacion de los metabolitos de la ifosfasmida.

Cuantificacion de ifosfamida y meta olitos en sangre periférica, y de sus meta olitos toxicos ( dicloro
etil ifosfamida, 3 dicloro etil ifosfamida, cloro acetaldehido, hidroxi ifosfamida y aldo ifosfamida) total
en sangre periférica mediante LC-MS en fase reversa, con el apoyo del laboratorio del INP.

El analisis se realizara de la siguiente manera:

Se realizaran perforaciones circulares (a los que se les llamara confetis) en la parte central de cada circulo
impreso en la tarjeta Giithrie de 3 mm de didmetro con la ayuda de un perforador manual calibrado marca
perkin elmer.

Los confetis seran depositados en tubos para microcentrifuga con capacidad para 1.5 mL, se adicionan 50
pL de estandar interno (EI), posteriormente se adiciona 1 mL de éter etilico:acetato de etilo 50:50 v/v, se
agitan a maxima velocidad por un minuto y se centrifugaran a 13, 500 rpm por 5 minutos, se transferira el
sobrenadante a otro tubo limpio, se evaporan las muestras a 40 °C en bafio maria y bajo corriente de
nitrégeno, una vez secas las muestras se reconstituiran con 50 pL de acetonitrilo al 50%, se agitan a
maxima velocidad por 10 segundos, se transferird el sobrenadante a viales para inyectar al sistema

cromatografico.

Analisis estadistico.

La comparacion de las variables entre expuestos y no expuestos se realizard mediante la prueba de chi
cuadrada o exacta de Fisher.

Se realizara la comparacion mediante pruebas no paramétricas de U de Mann Whitney y Kruskal Wallis,

para establecer la correlacion entre los polimorfismos encontrandos y los niveles séricos de Ifosfamida.

Finalmente se generard una base de datos en la cual se incluird la informacion recolectada de cada
paciente y se utilizara el software de SPSS version 20.0 para realizar el analisis univariado, bivariado y

multivariado.

Aspectos éticos.
De acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la Ley General de Salud (articulo 20-27) en
Materia de Investigacion para la Salud. Titulo II (de los aspectos éticos de la investigacion en seres

humanos), capitulo I, Art 13 (respeto, dignidad y proteccion al paciente), Art 14 (se ajusta al principio
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cientifico y se realizara al tener la aprobacién del Comité de Etica), Art 16 (Articulo 17, Seccion III
(investigacidn con riesgo mayor al minimo), se anexa hoja de carta de consentimiento informado, Art 18

Se tomaran en cuenta las disposiciones de Buenas Practicas Clinicas (ICH harmonizaed tripartite
guideline: Guideline for Good Clinical Practice). Los resultados de este estudio se presentaran de manera
agrupada por lo que se mantendra la confidencialidad de la informacion de los participantes del estudio.
Todo participante después del estudio ser referido para su atencion médica y o hospitalizaciéon de manera
oportuna. El presente estudio no interferir y o modificara de alguna manera el régimen de quimioterapia

implementado por el oncologo.
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FACTIBILIDAD.
Recursos materiales con los que se cuenta:

En el centro de investigacion biomédica del CMN La Raza se cuenta con insumos, espacio y del equipo necesario
para el tratamiento de las muestras bioldgicas y la extraccion de los metabolitos de la ifosfamida; se cuenta con el
equipo de cromatografia para UPLC (Waters, USA) y un equipo de LC-MS (UPLC acoplado a un detector de masas
en tandem Quattro microTM, Waters, USA), ambos equipos se utilizaran para las cuantificaciones de los
metabolitos (2 dicloro etil ifosfamida, 3 dicloro etil ifosfamida, cloro acetaldehido, 4 hidroxi ifoafamida y aldo
ifosfamida). Se cuenta ademas con dos equipos cromatograficos para HPLC con inyecciones automatizadas, bombas
y detectores de UV y fluorescencia (Waters, USA). Para el control de estos equipos se cuenta con software
especializado como Millenium 32, Empower2 y Mass Lynx.

Equipo de laboratorio: El laboratorio cuenta con 2 balanzas una analiticas y una granataria, un potenciometro, bafio
sonicador, micropipetas, cristaleria, microcentrifugas de mesa, agitadores magnéticos, estufa de incubacion,
campana de extraccion equipo de extraccion, ultracongelador a -20°C, un refrigerador a 8°C.

En el laboratorio de Farmacologia NO se cuenta con el equipo para PCR en tiempo real, sin embargo, la Torre de
Investigacion de este instituto posee el equipo y esta accesible a todos los investigadores, uno de estos equipos en
un termociclador de PCR-Tiempo Real que se encuentra ubicado en el laboratorio de Virologia Experimental y otro
ubicado en el laboratorio de Inmunologia experimental, con ambos laboratorios hay el contacto para solicitar el

empleo de estos equipos.

Recursos humanos con los que se cuenta:

Los recursos humanos con los que se cuenta para este proyecto son Investigadores en Ciencias Médicas (ICM) uno,
asi como 2 oncdlogos pediatras y un residente de oncologia. Pediatrica. Asi como una doctora en biologia.

El equipo multidisciplinario permite tener especialistas en farmacocinética, en el desarrollo y validacion de métodos
analiticos, un especialista en el area de la gendmica, un epidemidlogo con experiencia en analisis estadisticos, un
investigador con experiencia en farmacovigilancia (eventos adversos), y 2 oncologos pediatras capacitados en el
diagnostico y tratamiento de tumores sélidos e investigadores expertos en las técnicas de biologia molecular

necesarias para llevar a cabo este proyecto.

PARTICIPANTES:

Nombre: Alejandra Jimena Lépez Sanchez candidato a titulacion de la subespecialidad de oncologia
pediatrica.

Actividades: Participara activamente en el llenado de la carta de consentimiento y asentimiento informado, en el
llenado de los cuestionarios de efectos adversos a la ifosfamida, vigilara las infusiones de ifosfamida y sus efectos
adversos de la misma, asi como tomara muestras, desarrollara una base de datos, para la realizacion de analisis
clinicos a partir del expediente de los pacientes en nuestro estudio, asi como de los datos epidemiologicos. Y otra
base de datos para el andlisis de las frecuencias alélicas y génicas encontradas en la poblacion pediatrica, en
conjunto con la Dra. Susana Elizabeth Anaya Aguirre. Aplicaran a cada paciente el cuestionario de eventos
adversos asi como dar seguimiento a estos eventos (anexo 2) durante el tiempo en el que este en tratamiento el

paciente asi como el vaciado de estos datos a una base de datos.
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Carolina Bekker Méndez Enc. de la unidad de investigacion biomédica del CMN La Raza.

Actividades: En todas las etapas del proyecto, coordinando todas las actividades, en la parte experimental
participard en la separacion de los leucocitos, implementacion de los métodos de PCR en tiempo real para la
genotipificacion, andlisis de los polimorfismos.

Participara en la o tencion del “ uffy coat” para la separacion de los leucocitos, los cuales ser n utilizados para la
cuantificacion de los meta olitos de ifosfamida mediante UPLC y LC-MS, cola orar en la preparacion de las
muestras para el an lis is cromatogr fico, llevar a ca o el desarrollo, validacion e implementacion de los métodos
analiticos que permitiran detectar y cuantificar los metabolitos de la ifosfamida en sangre y plasma. Estos métodos

seran implementados en los equipos de cromatografia disponibles en el laboratorio.

Nombre: Dra. Susana Elizabeth Anaya Aguirre (investigador principal) y Dra. Sandra Alicia Sanchez Félix
Actividades: Apoyo en la realizacion del analisis estadistico de los polimorfismos asi como el disefio
epidemiologico del proyecto. Asi como intervenir en la elaboracion de los productos generados en este proyecto:

articulos cientificos, congresos, etc.

Factibilidad de obtencion de las muestras biolégicas:

Se precisan de 32 muestras (16 sujetos en el grupo de expuestos y 16 en el de no expuestos) las cuales se podran
obtener durante un maximo de 6 meses considerando que se pueden obtener en menos tiempo de acuerdo a los datos
de la frecuencia de estos tumores otorgado por el servicio de oncologia es viable puede llegar a obtener este nimero
de pacientes en 7 meses, sin embargo 16 es el nimero minimo necesario.

Los examenes de laboratorio y gabinete que se requieren en este proyecto son : BH, QS, electrolitos, EGO. Pero

estos examenes se realizan de rutina como parte del tratamiento del paciente.
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e RESULTADOS
Se recabaron resultados de 13 pacientes 6 hombres (46.2%) y 7 mujeres (53.8%), con edad media de presentacion
de 11 afios +/- 3.2, provenientes del Estado de México 9 pacientes, 4 del Distrito Federal y uno de Hidalgo.

Estudiantes de primero de primaria (53%), 4 estudiantes de secundaria (30.7%), 2 de bachillerato (15%).

DITRIBUCION POR SEXO

® Masculino

B Femenino

Figura 1. Distribucion por sexo de la poblacion estudiada.

En cuanto al estado nutricional: 4 presentaron desnutricion (30.7%), 4 estaban en percentilas de normalidad (30.7%)

y 5 presentaban sobrepeso u obesidad (38.5%).

ESTADO NUTRICIONAL

m DESNUTRICION
E NORMAL

m SOBREPESO

m OBESIDAD

Figura 2. Estado Nutricional de la poblacion estudiada.
Por antecedentes: dos pacientes (15.4%) tuvieron exposicion a quimicos durante el embarazo, durante 3 pacientes
con antecedentes de primera linea de cancer ( 23%).
Sobre el tipo de tumor: 4 con diagnodstico de astrocitoma (30.7%), 4 sarcomas de partes blandas(30.7%), 2
ependimomas (15.3%), 1 rabdomiosarcoma (7.6%) y 2 tumores neuroectodermicos primitivos (15.3%).
Once pacientes (4.6 %) se encontraban en primera linea de quimioterapia e incluia dentro de su tratamiento la
Ifosfamida, captados dentro de los primeros 3 ciclos de quimioterapia. Con metastasis al diagndstico en 5 pacientes
(38.5%).
Los pacientes fueron seleccionados siempre que el esquema de quimioterapia incluyera ifosfamida dentro del primer

al tercer ciclo de quimioterapia, previo asentimiento y consentimiento informado, se tomaba una muestra basal de
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sangre venosa de 3ml previo al inicio de quimioterapia, se vigilaba la toxicidad de ifosfamida durante su
administracion y en forma posterior, se registro la dosis que se administraba asi como si existia algin grado de
toxicidad, por cada paciente se tomo6 un control a las 12 y 24 hrs de haber concluido la administraciéon de la
ifosfamida, dichas muestras se llevaron al centro de investigacion biomédica del CMN La Raza, para obtener de la
muestra basal, la extraccion del DNA genotipificacion mediante el ensayo de discriminacion alélica por sondas
TagMan. Las otras dos muestras se procesaron para cuantificar los niveles de ifosfamida y metabolitos toxicos en
sangre periférica (2 dicloro etil ifosfamida,3 dicloroetil ifosfamida, cloro acetaldehido, 4 hidroxiifosfamida y aldo
ifosfamida ).

En cuanto a la toxicidad por ifosfamida que presentaron los pacientes fue mas a nivel hematolégico , presente en 86
casos de acuerdo a cada linea celular, con un mayor predominio de Linfocitos (44 eventos), Leucocitos (16 eventos),

Neutrofilos (14 eventos), Hemoglobina (12 eventos) y 0 eventos relacionados con Plaquetas.

1

Grado de toxicidad

|| | | ] ] 1
HEMA_C1 HEMA_C2 HEMA_C3 HEMA_C4 HEMA_C5 HEMA_CE

Figura 3: Grado de Toxicidad Hematologica por ciclo.

Tabla 6. TOXICIDAD HEMATOLOGICA POR NUMERO DE PACIENTES AFECTADOS

Toxicidad Hematologica Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5 Ciclo 6
Leucocitos 0 1 2 3 4 6
Plaquetas 0 0 0 0 0

Hemoglobina 0 2 3 2 2 3
Neutrofilos Totales 2 1 2 2 3 3
Linfocitos 3 9 9 10 7 6
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DISTRIBUCION DE TOXICIDAD POR LINEA
CELULAR AFECTADA

013.40%

B PLAQUETAS

m HEMOGLOBINA
= NEUTROFILOS
B LEUCOCITOS

m LINFOCITOS

Figura 4. Distribucion de Toxicidad Hematologica por Linea Celular Afectada.

La segunda toxicidad en frecuencia presentada por los pacientes fue la gastrointestinal principalmente nausea y
vomito, asi como intolerancia a la via oral, la maxima alcanzada fue grado 2, lo que concuerda con el grado
emetogeno de la Ifosfamida, considerada de moderado grado, con un riesgo de presentarse en el 30-90% de los

pacientes.
Figura 5. TOXICIDAD GASTROINTESTINAL POR GRADO Y CICLO

2

Mediana

T Ll T T T T
Gl_ct G2 Gl_c3 Gl_Cc4 6l_cs GI_Ce

La tercera toxicidad en frecuencia que presentaron los pacientes a los que se les administro Ifosfamida fue la

neurologica.
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Figura 7. RESUMEN DE TOXICIDAD GENERAL
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: 188192709, rs3211371, 1s3745274, rs776746, rs10264272, rs1799853,

rs1057910. Teniendo como resultado las siguientes descripciones por cada paciente:

SNP 1 SNP 2 SNP 3 SNP 4 SNP 5 SNP 6 SNP 7

PACIENTE | rs8192709 |rs3211371 |rs3745274 |rs776746 rs10264272 | rs1799853 | rs1057910
IFOS-51 CcC CcC GG CcC CcC CcC AA
IFOS-52 CcC CcC GG TC CC CC AA
IFOS-53 CcC TT GT CcC CC CC AA
IFOS-54 CcC CcC GG TC CC CT AA
IFOS-55 CcC CcC GG CcC CC CC AA
IFOS-56 CT CT GT TC CC CC AA
IFOS-57 CcC CcC GG CcC CC CC AA
IFOS-58 CcC CcC GG TC CC CC AA
IFOS-59 CcC CcC GG CcC CC CC AA
IFOS-60 CT CcC GT TC CC CC U
IFOS-61 CcC CcC GG CcC CcC TT 8]
IFOS-62 CcC CcC GG TC CcC CcC AA
IFOS-63 CcC CcC GG TT CC CC AA

Tabla 7. Determinacion de polimorfismos en cada SNP por paciente.
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De cada polimofismo encontrando, se considerd un cariotipo basal (el mas frecuente en la poblacion) y se compard

con el mutado correlcionandose con los niveles de Ifosfamida a las 12 y 24 horas, esto para 5 genes, ya que 2 fueron

eliminados al s6lo encontrarse variantes homocigotas (Gen 5 y 7).

Se realiz6 la prueba de U de Mann Whitmann o de Kruskal Wallis, consideradas pruebas no paramétricas, debido al

reducido tamafio de muestra. La prueba fue elegida dependiendo del numero de polimorfismos en cada gen, asi por

ejemplo, si se contaban con 2 variantes, como en el caso del gen 1, 3 y 6. Asimismo se compararon el gen 2y 4,

con la prueba de Kruskal Wallis, al encontarse 3 variantes en cada gen, siempre correlacionando con los niveles

séricos de Ifosfamida encontrados, los cuales se describen a continuacion.

PACIENTE | ST12HpM | ST24HpM

IFOS-51 124.01 71.7
IFOS-52 477 183.2
IFOS-53 51.21 10.65
IFOS-54 89.3 8.1
IFOS-55 8.1 0.75
IFOS-56 33.6 3.6
IFOS-57 4.17 0.08
IFOS-58 32.2 3.6
IFOS-59 23.4 10.2
IFOS-60 83.77 12
IFOS-61 16.5 0.5
IFOS-62 69.71 12.2
IFOS-63 60.51 5.47

Tabla 8. Niveles de Isfosfamida a la hora 12 y 24 por cada paciente.

PACIENTE | rs8192709 |[rs3211371 |rs3745274 |rs776746 |1s10264272 |rs1799853 [rs1057910 | ST12HuM | ST24HuM
IFOS-51 CC CC GG CC CC CC AA 124.01 71.7
IFOS-52 CC CC GG TC CC CC AA 477 183.2
IFOS-53 CC TT GT CC CC CC AA 51.21 10.65
IFOS-54 CC CC GG TC CcC CT AA 89.3 8.1
IFOS-55 CC CC GG CC CC CC AA 8.1 0.75
IFOS-56 CT CT GT TC CC CC AA 33.6 3.6
IFOS-57 CC CC GG CcC CcC CC AA 4.17 0.08
IFOS-58 CC CC GG TC CC CC AA 322 3.6
IFOS-59 CC CC GG CC CC CC AA 23.4 10.2
IFOS-60 CT CC GT TC CC CC U 83.77 12
IFOS-61 CC CcC GG CC CC TT U 16.5 0.5
IFOS-62 CC CcC GG TC CC CC AA 69.71 12.2
IFOS-63 CC CcC GG TT CC CC AA 60.51 5.47

Tabla 9. Tabla de correlacion entre polimorfismos, SNP y niveles de Ifosfamida de hora 12 y 24.
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Los resultados obtenidos, por cada SNP y sus correlaciones, se describen a continuacion.

Tabla 10. Resultados de Polimorfismos para SNP 1

SNP 1- rs8192709
GENOTIPO | FRECUENCIA | MEDIANA RI
12 HORAS cC 11 51 (16-477)
CT 2 58.8 (33.6-84)
24 HORAS cC 11 8.1 (2.17-11.5)
CT 2 7.8 (3.6-12)
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Figura 8. Correlacion entre niveles de Ifosfamida y Polimorfismos SNP1 a la hora 12
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Figura 9. Correlacion entre niveles de Ifosfamida y Polimorfismos SNP1 a la hora 12
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Tabla 11. Prueba de U de Mann-Whitney para SNP1

Rs8192709 ST12HuUM ST24HUM

U de Mann-Whitney 9.000 10.000
W de Wilcoxon 75.000 76.000
4 -.395 -.198
Sig. asintot. (bilateral) .693 .843
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 769° 923°
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Tabla 12. Resultados de Polimorfismos para SNP 2

SNP 2- rs3211371
GENOTIPO | FRECUENCIA | MEDIANA RI

12 HORAS CC 11 61 (16-406)
CT 1 33.6
TT 1 512

24 HORAS CC 11 8.1 (0.75-140)
CT 1 3.6
TT 1 10.65

Figura 10. Correlacion entre niveles de Ifosfamida y Polimorfismos SNP2 a la hora 24
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Figura 11. Correlacion entre niveles de Ifosfamida y Polimorfismos SNP2 a la hora 24
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Tabla 13. Prueba de Krukal-Wallis para SNP2

Kruskal-Wallis
rs3211371 ST12HuUM ST24HuUM
Chi-cuadrado .072 .681
gl 2 2
Sig. asintot. .965 711
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Tabla 14. Resultados de Polimorfismos para SNP 3

SNP 3- rs3745274
GENOTIPO | FRECUENCIA | MEDIANA RI
12 HORAS GG 10 46.6 (16-89.3)
GT 3 51 (42.3-67.5)
24 HORAS GG 10 6.5 (0.75-12)
GT 3 11 (7.3-11.5)

Figura 12. Correlacion entre niveles de Ifosfamida y Polimorfismos SNP3 a la hora 12
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Figura 13. Correlacion entre niveles de Ifosfamida y Polimorfismos SNP3 a la hora 24
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Tabla 15. Prueba de U de Mann-Whitney para SNP3
Rs3745274 ST12HuUM ST24HuUM
U de Mann-Whitney 13.000 12.000
W de Wilcoxon 68.000 67.000
z -.338 -.508
Sig. asint6t. (bilateral) .735 611
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 811° 692°
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Tabla 16. Resultados de Polimorfismos para SNP 4

SNP 4- rs776746
GENOTIPO | FRECUENCIA | MEDIANA RI

12 HORAS CT 6 77 (33.6-89.3)
cC 6 19.7 (8.1-51)
TT 1 60.51

24 HORAS CT 6 6.5 (0.75-12)
cC 6 5.47 (0.08-11)
TT 1 5.47

Figura 14. Correlacion entre niveles de Ifosfamida y Polimorfismos SNP4 a la hora 12
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Figura 15. Correlacion entre niveles de Ifosfamida y Polimorfismos SNP4 a la hora 24
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Tabla 17. Prueba de Kruskal-Wallis para SNP4

Kruskal-Wallis rs776746 ST12HuM ST24HuM
Chi-cuadrado 3.505 1.315
Gl 2 2
Sig. asintot. 173 518
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Tabla 18. Resultados de Polimorfismos para SNP 6

SNP 6- rs1799853
GENOTIPO | FRECUENCIA | MEDIANA [ RI
12 (19.7-
HORAS cC 12 423 77)
CT 1 89.3
TT 1 16.5
24 (1.46-
HORAS cC 12 7.6 12)
CT 1 8.1
TT 1 0.5

Figura 16. Correlacion entre niveles de Ifosfamida y Polimorfismos SNP6 a la hora 12

§ 040 0e0r

ST12HuM

=

1799853

Figura 17. Correlacion entre niveles de Ifosfamida y Polimorfismos SNP6 a la hora 24

F00,00

150,00+

=

El L3 D

&

rsl799853
Tabla 19. Prueba de U de Mann-Whitney para SNP6
ST12HuUM ST24HuUM

U de Mann-Whitney 2.000 6.000
W de Wilcoxon 80.000 84.000
VA -1.069 0.000
Sig. asint6t. (bilateral) .285 1.000
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 462° 1.000°
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CORRELACION DE POLIMORFISMOS Y TOXICIDAD DE IFOSFAMIDA

Se realizd la correlacion entre el ciclo con mayor grado de toxicidad a nivel hematoldgico, encontrando los

siguientes resultados a las 12 y 24 hrs:

HEMA_C5
Q Observado
4.0 o o —Lineal
3.5
30 2 o]
2.5
20 T T T T T
.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00
ST12HpEM

Figura 18. Relacion entre los niveles de Ifosfamida a la hora 12 y el grado de toxicidad hematologica en ciclo 5

HEMA_C5
O Observado
4040 o] = Lineal
3.57
3.0 o
2.5
20 T T T T
Julv] 50.00 100.00 150.00 200.00
ST24HuM

Figura 19. Relacion entre los niveles de Ifosfamida a la hora 24 y el grado de toxicidad hematolédgica en ciclo 5.
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Asimismo la toxicidad gastrointestinal y neuroldgica, siguié el mismo comportamiento:

GI_C3
O Observado
3 o — Lineal
2 o o
1= QOO ©
1} T T T T T
.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00

ST12HuM

Figura 20. Relacion entre los niveles de Ifosfamida a la hora 12 y el grado de toxicidad gastrointestinal en ciclo 3.

GI_C3
O Cbservado
3o o) —Lineal
24 Q
1o O
1} T T T T
0o 50.00 100.00 150.00 200.00

ST24HuM

Figura 21. Relacion entre los niveles de Ifosfamida a la hora 24 y el grado de toxicidad gastrointestinal en ciclo 3.
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NEURO_C1

O Observado
2.0 o =] — Lineal

5

T T T T T
0o 100.00 20000 300.00 400.00 500.00
ST12HuM

Figura 22. Relacion entre los niveles de Ifosfamida a la hora 12 y el grado de toxicidad neuroldgica en el ciclo 1.

NEURO_C1

O Observado
201© o — Lineal

5

T T T T
00 5000 100.00 150.00 200.00
ST24HpM

Figura 23. Relacion entre los niveles de Ifosfamida a la hora 24 y el grado de toxicidad neuroldgica en el ciclo 3.

e DISCUSION DE RESULTADOS

Cada individuo reacciona de manera diferente a los agentes quimioterapéuticos y puede ocurrir que un paciente
reaccione favora lemente a la quimioterapia “respondedor” o que no presente respuesta al tratamiento “no
respondedor”, que no experimenten ningun efecto adverso o que estos efectos varien de intensidad a lo largo de todo
el tratamiento, esto se atribuye a diversos factores tanto genéticos como no genéticos. Estos factores pueden afectar
la absorcion, y distribucion del farmaco, su interaccion con el sustrato (receptor y/o enzima), su metabolismo
(funcidn hepatica) y su excrecion (funcion renal).

La ifosfamida es metabolizada por CYP2B6, CYP3A4, CYP3AS, del 60-80 % de los farmacos de mayor uso son
metabolizados por genes que pertenecen a la familia del citocromo P450 (CYP450) los genes CYP2D6, CYP2C19,
CYP2C9, CYP3A4/5. Los genes CYP pertenecen a una superfamilia de genes citocromo P450 (CYP 450), que esta

integrada por mas de 200 genes, en este estudio se analizaron un total de 7 SNP, en una muestra de 13 pacientes, ya
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que por cuestiones técnicas no fue posible llegar al tamafio de muestra propuesto, con diagnodstico de tumores
solidos (astrocitomas, sarcomas de tejidos blandos no rabdomiosarcomas, ependimomas, rabdomiosarcoma y tumor
neuroectodérmico primitivo), todos manejados con Ifosfamida con dosis de 6-9 gr/m2 por ciclo, dependiendo del
protocolo empleado de acuerdo al diagnostico. Se analizaron 3 SNP del gen CYPB6 (CYPB6*2: rs8192709,
CYPB6*5: rs3211371, CYPB6*6: rs3745271), 2 SNP del gen CYP3AS5 (CYP3A5*3: rs776746, CYP3A*6:
rs10264272) y 2 SNP del gen CYP2C9 (CYP2C9*2: rs1799853, CYP2C9*3: rs1057910), para un total de 7 SNP,
en cada uno se determind el genotipo mas frecuente y otro mutado, encontrando en monoformismo en los SNP
rs10264272 y rs1057910 (denominados SNP 5 y 7), por lo que fueron descartados para realizar analisis
comparativo.

En cuanto a los 5 SNP restantes, encontramos tendencias en las correlaciones con los niveles de Ifosfamida
detectados. Se realizd correlacion mediante pruebas no paramétricas de U de Mann Whitney o Kruskal Wallis
dependiendo del niimero de variantes (2 6 3). Sin embargo, debido al tamafio de muestra, no fue posible encontrar
significancia estadistica en ninguno de los casos, solo ciertas tendencias, relacionandose sobre todo con el SNP 4-
rs776746- con una significancia de 0,173 a las 12 horas, y de 0.518 a la hora 24, en este caso encontramos que la
variante TT, parece correlacionarse con menor metabolismo sobretodo a las 24 horas, recordando que dicho SNP,
pertenece al CYP3A5*3. El segundo SNP con mayor tendencia a niveles bajos de metabolismo fue el SNP 6-
rs1799853-, en el cual se encontré una significancia de 0.285 a la hora 12 y de 1 a la hora 24, relacionado al
CYP2C9*2, con la variante CT presentando el menor nivel de metabolismo de ifosfamida. En tercer lugar,
encontramos el SNP 2-rs3211371- con una significancia de 0.965 a la hora 12 y de 0.711 a la hora 24, dicho SNP,
en relacion al gen CYPB6*5, encontrandose mayores niveles en el genotipo basal que en el mutado. El cuarto SNP
fue el denominado SNP 3-rs3745274- con una significancia de 0.811 a la hora 12 y de 0.692 a la hora 24, esto en
relacion al gen CYPB6*6, con la variante GT presentando mayores niveles del farmaco. En quinto lugar
encontramos el SNP 1-rs8192709-, con niveles de significancia de 0.769 y de 0.923 a la hora 12 y 24
respectivamente, nuevamente con el genotipo variante CT presentando menor eliminacion, esto en relacion al gen
CYPB6*2.

El gen con mayor tendencia a la significancia fue el CYP3A5*3. El gen CYP3AS se localiza en la region
7q21.1constituido por 13 exones, codifica para una proteina de 502 aa se expresa en higado e intestino.

El SNP causante de la pérdida de expresion de este gen en el higado es CYP3AS5%3 (22893 A>G) en el intrén 3, que
causa un empalme alternativo del exon 3B y trunca la proteina, por lo tanto, hay una expresion muy baja de la
proteina, de ahi que pueda encontrarse correlacion con los niveles elevados de Ifosfamida detectados. Asimismo,
llama la atencion el caso unico del SNP 2, en el cual se encontrd que la variante basal fue la que presentdé menor
metabolismo del farmaco, a diferencia del resto de los SNP, en los que la variante diferente a la basal o mas
frecuente, fue la que se relaciono con alteraciones en el metabolismo.

En cuanto a los niveles de toxicidad, detectamos que la mayor toxicidad fue encontrada a nivel hematologico,
seguida del gastrointestinal y neurolégico. Encontrandose una tendencia de correlacion lineal entre los niveles de
ifosfamida y el grado de toxicidad, en el cual a menor grado de eliminacion de farmaco o lo equivalente a un mayor
nivel sérico, se presenta un nivel mas alto de toxicidad, de predominio hematoldgico, con mayor disminucion en el

recuento de linfocitos.
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e CONCLUSIONES

La medicina individualizada poco a poco va presentandose como una realidad posible. La quimioterapia al no ser
especifica para células tumorales, cuenta entre otras desventajas con la toxicidad dosis limitante. En este estudio se
corrobord la correlacion positiva entre los niveles de toxicidad y los niveles elevados de Ifosfamida marcando un
patrén de metabolismo relacionado con ciertos genes y enzimas metabolizadoras, como el caso del CYP3A5*3 de
acuerdo a nuestros resultados, de ahi la llamada susceptibilidad genética de algunos pacientes para ciertos
medicamentos.

Consideramos este estudio como un estudio piloto, en vias de ampliar la muestra para poder corroborar las
tendencias presentadas e individualizar tratamientos sobre todo adaptados a las necesidades de la poblacion
mexicana, con caracteristicas inherentes y diferentes a las encontradas en las referencias internacionales, con la
finalidad de que, mediante un tratamiento individualizado se elija el tratamiento adecuado para cada paciente, ya
que por ejemplo, al detectar a un paciente denominado “meta olizador lento” se podria ajustar la dosis para sin
sacrificar el efecto terapeutico, disminuir la toxicidad asociada al farmaco, mediante dosis menores pero efectivas,

con la menor toxicidad y asi mejorar la calidad de vida el paciente sobreviviente.
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FOLIO:

ANEXO 1. HOJA DE RECOLECCICN DE DATOS EPIDEMIOLOGICOS.
“Yariaciones genélicas en citocromo PA50 (CYP450) asociadas a eventos adverses en pacientes
pediatricos mexicanes con tumores sélidos embrionarios tratados con ifosfamida 068/20137.

FOLIO

NOMBRE DEL PACIENTE

FECHA DE NACIMIENTO

No. de Expediente

NUMERD DE TE., PACENTE

DIRECCION DEL PACIENTE:

FECHA DE CAPTACION DEL PACENTE: ¢

A. BDATOS DEMOGRAFICOS

1.~ Edad afios.

2 .- Fecha de Macimiento:
3-Sexot M 2 F,
4.- Escolanidad

§.- Lugar de Provedencia;

5 B 4 abuelos naclston on MExios?
18 27 Mg
7 . En gué esiade?

& .- Blguno do sus Huelos habla slguna fenpua indigena?.
108 20 Ne
2.~ Que lengua indigena habla?

10.- Antecedentes harsdofamiliares:

Padre

WMadre

Abuala

Abuslz .-

Otras

14.- En g farmilia hay otre patologis:
8 20 N0

12 Gual?:

B. INFORMACION CLINICA.

Tipo de tumer s&lids embricnarie v saroomas
Osleosarcomas

Retinoliasioma

Tumer geaninal

edulobiasioma

Nafroblastorna

Linfoma ne Hadgkin

Neurablastoma

Chr

1.-Fesha de inicic de sintomatologia _ /7

2 Fecha de disgnostico del wmer?_ £ 1 .

3.~ Fi paciente ha sido transfundide en los (limos sels meses
prévios a ia fecha:

82
4. -Presencis de melasiasin:? 10 8i ZiiNg

C.ANTECEDENTES NEONATALES Y PEDIATRICOS.

1.-Cufl fue su peso at nager? Talla al nacer?

%n #enos 2500 ar
2kd Entre 2500 y 3500 gr
3E Mayor de 3500 or

2 - Cusgl fue o Apgar gue ke asignaron?
Al nacer Alos 5 minglos
% .- Tipt de parto

4.- Coma fue ¢f aarsse del binomin?;

D. ANTECEDEMTES MATERNOQS.

1. - Edlaet matema, anos.
%.- Infecciones pannsiales?

zm &t 2:3 ng

4.-1.a mama farmo dusante su embaraza?

1ﬂ ] 2':3 "

CUANTOS CIGARROS AL DIA

&.~ L.a mama consumid alcoho! dursnde ef embarazoe?

2& sl 2& no
CUANTAS COPAS DURANTE ELDIA___

.- Durants el embarazo esiive expuesta a algan quimico?
1 s 2k no

Cusl?. ..

Linea de tratamiento:
Fecha de ingreso a CMN Ja raza:
Sintomatologia imcial;
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FOLIO:

E. Laboratoriog Clinicog. Numero de ciclos

Inicial
Hematacrite: {%}
Hemogiohina: gl
Ergréciton: _Uiotony
VO i
Piaquelas: (1084
Leucheios: (109713
Neuirdfilos Abs {tatal}
Linfocios {total}
WMondoios : {total)
Eosinofilos : (total)
Basdfios: (total)
Biirrubna o {mgfdl}
Alalina transaminasa; {mlimi}.
Ciclot
Hematoorto: (%)
Hemoglobing: igidh}
Eritrdcitos: (12N
YOI $ty
Plaguetas: £2007L}
Laucheios: MBS
Neutrdfilos Abs {fotal}
Linfeiios : (iotal)
Mondcilos {iotal}
Eosinofilos {fotal}
Baschilos : ftotal)
Bilizrubing {mgfdi}
Alafing transaminasa: imilimb).
Asparisto ransaminasa fmidimd
Alburning (gL}
Creatining {mgfil}
Lren {rmgidl)
BUN fmgfdb)
Ciclo 2
rHamatacrito: (%}
Hemogiobina: {a/dl.}
Ergrociios: (10124
VCOM: (EL)
Blagquelas: {1094
Leucdoiies: I 4 ¢ - B
Nautréfilos Abs {total)
Linféciios {total)
Mondbeitos f{tofal)
Eoginofilos {tolal}
Basafips . {total)
Eilirrubina (mg/dL}
Alaling franseminasa; (mbHmi}.
Aspartatc lransaminasg {mUmnL)
Albuming g/l
Creatining (gt}
Urea il
BUN Gngrdl)
Cicle 3
Hematoorio: (%)
Hemoglobing: [{rE !
Eritrdoitos: (HNzn)
VO LR ]
Plaguetas: {10871
Leuctcitos: (1091.)
Neuirdfilos Abs {iotal}
Linféeitos : {total)
Fanocitos {total)
Eosinofios {total)
Bas¢filos: : {ictal}
BErubina {migfdl}
Alalina transaminasa: {mlimi).
Aspartalo transaminasa {miJiml}
Allaimina {mafei}
Creatinina fmgidi}
Urea {rmgfal)
BN {mg/dl.)

Ciclo 4
Hematocrito: (%)
Hemoglobina: foidi
Eritrocitos: {10124
VCM: (.}
Plaquetas: {109/}
Leuchoitos {108/}
NeutrGfilos Abs {fotal}
Linfboitos {total)
Mondeins __ fiodaly
Eosinofilos S L -
Baséfilos: (iotal}
Bikrubina {mg/dl}
Alalina ransaminasa: _ (mikmi)
Aspariato transaminasa___ {mU/mi}
Adbumina {impdal}
Creatinina (mg/dl)
Urea émg/dLy
BLN i N

Ciclo 8
Hematoorto: {%}
Hemoglobina: {gfdi)
Eritrdciins: {H121L)
VM N
Flaguetas: {1084}
Leuctoifos: {108}
Neutrgfilos Abs {fotal)
Linfcitos . {iotal)
Mondcitos : {fotah
Eosinofilos (iotal)
Basolitos: {totah)
Bilisrubing SR [+ )+ &
Alahina ransaminasa; {miimb).
Aspartatc ransaminasa (b}
Albumina g/}
Creatinina (i}
Urea {mg/dt.}
BUN {rgidL}

Ciglo 6
Hematocritg: {%)
Hamoglobina: [{+7:]]
Erifrécitns: 12/
VCM: ¢l
Plaguetas: {(1GBA)
Leucseitos: (10913
Neutréfilos Abs {total)
Linfooitos (total}
Monacitos {total)
Essinofios (total)
Basdiilos: {otal)
Bilirrubina . fmgfdL}
Alaling transarminasa; __ {mUsnl)
Aspartalo ransaminasa, fmUfml)
Albumina (mosdl)
Creatinina {mgfdi}
trea (mgfdL}
BUN (rmgfdi)
F. EETADO ACTUAL DEL PACIENTE,
1. Fecha de dfima asistencia a consulla? | ./ /.
2.- Motive’?

2
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TABLA PARA GRADUAR LA TOXICIDAD SEGUN CRITERIOS DE LA OMS

NUMERO DE PACIENTE:

NO DE CICLOS CON IFOSFAMIDA:

HEMATO GASTROINTESTINAL HEPATICA RENAL CARDIACA PRE ART NEUROLGGIEA
Na LIPIHINIL|[NA VWO | DI ES | B TROIFA TCR [FR |HE D IiFC (HCIPF |A!S IENEEEER
Colog |E| L BIT!T S MO CGESU
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO IMSS

Sr (a): Su hijo ha sido invitado(a) a participar en un estudio de investigacion titulado:
“Var a sg ét as t rm P450 (CYP450)as a asa v ts a vrss
pacientes pediatricos mexicanos con tumores solidos embrionarios tratados con
fsfam a”.

La siguiente informacidn se otorga para ayudarle a tomar una decision entre si desea o no
participar en el estudio. Este documento podria contener palabras que no entienda. Por
favor lea cuidadosamente la informacion y solicite al médico en servicio que le explique
cualquier cosa que no pueda entender. Una vez que comprenda los detalles acerca del
estudio, y si usted desea participar, se le solicitara que firme la ultima pagina de este
documento. Firmando la Carta de Consentimiento Informado indica que usted comprende
la informacién y que da su autorizacién para participar en el estudio de investigacion
clinica.

JPara qué se efectua este estudio?

Se intenta obtener informacioén sobre la manera en que los niflos mexicanos procesan el
medicamento administrado (Ifosfamida), mediante el estudio de su informacion genética
obtenida por muestra de sangre venosa, para que a futuro, se pueda determinar previo al
tratamiento si presentara efectos adversos, con la finalidad de mejorar la calidad de vida y
proponer tratamientos menos toxicos.

JEn qué consiste el estudio?

Es un estudio que se llevard a cabo en el IMSS, en colaboracién con el INP, donde se
pretende analizar a 204 pacientes con tumores so6lidos.

. Quiénes no deben participar en el estudio?

Aquellos pacientes con transfusion sanguinea previa al estudio, desnutricion severa y/o
cualquier alteracion que pueda afectar la determinacion de los niveles de los metabolitos de
Ifosfamida.

. Qué se me pedira (se le pedira a mi hijo que haga)?

Que nos proporcione tres muestras de sangre (una muestra de sangre equivale a una
cucharadita de café) de sangre periférica para el andlisis de su informacidon genética
(DNA), al momento de firmar el consentimiento y las otras 2 muestras se utilizaran para
medir los niveles del medicamento llamado ifosfamida en sangre. Ademas se pedira que
conteste algunas preguntas sobre los sintomas de su paciente y proporcione algunos
antecedentes de importancia de su paciente. Se mantendra seguimiento por 6 meses.
.Quién sufragara los datos del estudio?

Este estudio no tiene ningin costo, y su tratamiento, asi como sus andlisis de laboratorio y
la atencion médica recibida por su padecimiento, no se vera afectada.

. Qué riesgos puede tener tras la toma de muestra de sangre periférica por puncion
venosa?

Contemplan un riesgo minimo con probabilidad de presentar, dolor local, infeccion,
flebitis, los cuales se presentan en escasas ocasiones, ya que la toma de muestra se realiza
por personal capacitado con riesgo minimo de acuerdo al reglamento de la Ley de Salud
(Articulo 17)

. Qué beneficio puede (mi hijo puede esperar)?

El paciente no tendrd ningin beneficio durante su primer ciclo de tratamiento
antineopl sico, sin em ar go, posterior a este, se podr clasificar como “respondedor” o “no
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respondedor” de acuerdo a la informacion genética o tenida y se podr prever si presentar
mayores efectos adversos, con la finalidad de realizar los cambios pertinentes en el
tratamiento, de acuerdo a los tratamientos ya comprobados efectivos, para mejorar la
calidad de vida del paciente.
JA quién debo llamar en caso de tener preguntas?
Al final de este consentimiento estan los numeros telefonicos a los que se puede
comunicar;Puedo negarme (mi hijo puede negarse) a participar en este estudio y se
me puede pedir (pedirle a mi hijo) que abandone el estudio?
Su participacion es voluntaria, puede negarse a participar desde un inicio o en el momento
en que lo desee sin que esto tenga consecuencia alguna y se continuara con el cuidado de
su enfermedad y tratamiento
.Quiénes van a tener la informacion de mis datos (de mi hijo)?
Sus datos personales solo los conoceran los investigadores y el personal de salud que
participe en el estudio de investigacion. Sus datos seran confidenciales y la publicacion
que se genere no va a incluir su nombre. Las autoridades sanitarias en México pudieran
solicitar acceso a la informacion para evaluar el contenido del estudio de investigacion y la
calidad de los datos recolectados, sin embargo su identidad estara en total confidencialidad
.Qué se va a hacer con las muestra de sangre de mi hijo?
a) Después de su estudio genético, se desechara de acuerdo a los procedimientos de
desecho de bioldgico-infeccioso.
b) La muestra va a ser utilizada exclusivamente para este estudio.
¢) No se compartira la muestra con otros investigadores.
d) Se identificard la muestra con las primeras 4 letras del nombre del farmaco en
estudio y en nimero consecutivo.
e) Solo usted puede tener acceso a la informacion de los estudios de material genético.
f) Si usted desea retirar las muestras del estudio, favor de comunicarse a los teléfonos
abajo referidos.

Marque con una “X” la opcion que usted considera m s conveniente con respecto a la autorizacion
para recoleccion de la muestra de sangre periférica:

No autorizo que se tome la muestra

Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros

La informacién que se presenta, es la que se encuentra disponible y actualizada; en caso de
generarse informacion nueva durante el estudio, ésta le serd notificada aun cuando esto
cambie su decision de participar o retirar su consentimiento.

En caso de existir gastos adicionales, estos seran absorbidos por el presupuesto de
investigacion.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse
a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS:Avenida Cuauhtémoc
330, 06720. Mé 3304ps B qu “B” alU a Cgr ss,C.D tr s
México D.F., CP06720. Teléfono (55) 56276988 extension 21230. Correo electronico:
conise@cis.gob.mx

CONTACTO CON INVESTIGADORES PRINCIPALES.
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Dra. Luz Maria Torres Espindola Ext 1426, celular: 5540156734

Dra. Rocio Cardenas Cardos, Dr. Juan Luis Chavez Pacheco Ext 1426, celular 5516776305
Dra. Matilde Ruiz Garcia, Presidente del Comité de Etica. Tel 10840900, Ext 1581 En
caso de que tenga duda de sus derechos como participante.

Hospital General UMAE LA RAZA IMSS  Fecha :

D 2 T O he sido informado por el
D) oo e acerca del estudio a
realizar a mi hijo (a).

Me ha informado de los riesgos, ventajas y beneficios de la participacion en este proyecto.
He realizado las preguntas que consideré oportunas, todas las cuales han sido absueltas y
con repuestas que considero suficientes y aceptables.

Por lo tanto, en forma consciente y voluntaria doy mi consentimiento para que se realice la
obtencion de muestras especificadas a mi hijo

Teniendo pleno conocimiento de los posibles riesgos, complicaciones y beneficios que
podrian desprenderse de dicho acto.

Padre/Madre/Tutor:
Nombre

Firma Fecha

Testigo 1:
Nombre

Firma Fecha

Domicilio

Relacion con el sujeto:

Testigo 2:
Nombre

Firma Fecha

Domicilio

Relacion con el sujeto:

Investigador o Personal autorizado que llevo a cabo el proceso de consentimiento informado:
Nombre

Firma Fecha
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TAELA DE TOXICIDAD OMS
Toxicidad Hematoldgica.

Grado de toxicidad 0 1 2 3 4
Leucocitos 4.0 3.0-39 2029 1.0-19 =1.0
FPlaguetas nL 75.0-nL 50.0-74.9 25.0-49.9 <250
Hemoglobina nL 10.0-nL 8.0-100 6.5-79 <65
Meutrofilos totales =20 1.5-19 1.0-1.4 0509 <0.5
Linfocitos =20 1.5-19 1.0-1.4 0509 <0.5
Toxicidad gastrointestinal.
Grado de 0 1 2 3 4
toxicidad
Mauseas Mo Capaz de Disminucian Casi no Mo come
comer significativa ingiere
de ingesta
Vomito Mo 1 episodio en Z2ab 6aill =10 episodios
24h episodios en | episodios en en24h
24 h 24h
Diarrea Mo 2a3 4a6 7-9 =10
evacuaciones | evacuaciones | evacuaciones | evacuaciones
al dia al dia; al dia; al dia,
evacuaciones | incontinencia, | hematoquezia;
noctumas y colicos requiere
colicos intensos, alimentacion
parenteral.
Estomatitis Mo Ulceras sin Eritema Eritema Requiere
dolor; eritema doloroso; doloroso; soporte
edema o pdema o parenteral o
ulceras, pero | Ulceras; no | enteral.
puede comer | puede comer
Toxicidad hepatica:
Grado de toxicidad 0 1 2 3 4
Bilimubina Mo . =<1.5nL 1.5-30nL [= 3.0 cifras
nL
| ransaminasas MO 2.5l Z2bB-50nL | 5120 =Z20.0 de
veces la cifras nL
cifra nL
Fosfatasa alcalina Mo 2.5-nL 26-50nL 51-200 (=200delo
veres de [nL
la cifra nL




Toxicidad renal.

Grado de 0 1 2 3 4
toxicidad
Creatinina nL <1.5-nL 1.5-3.0 3.1-60 =60
Proteinuria Negativo 1+0=<03 2300310 | 4+0=10 Sindrome
g% o <3 g% 0 3-10 g% o >10 nefrotico
g/dL g/L g/L
Hematuria Negativo | Microscopico | Macroscopico | Microscopico | Requiere
con transfusion
coagulos
Toxicidad cardiaca
Grado de 0 1 2 3 4
toxicidad
Disritmias Minguna | Asintomatico | Recurrente | Requiere Requiere
Transitoric | o tratamiento | monitoreo;
Mo requiere | persistente, taquicardia
tratamiento | pero no ventricular o
requiere fibrilacidn
tratamiento
Funcion Normal | Asintomatico | Asintomatico | Leve Grave 0
cardiaca Disminuye la | disminuye 1a | insuficiencia | insuficiencia
FEVa< FEV a= cardiaca
20%desu |20%desu |que congestiva o
basal basal responde al | refractaria
N tratamiento
Isquemia Ninguna OndaT | Asintomatico | Anginasin | Infario agudo
cardiaca aplanada Ondas Ty evidencia al miocardio
inespecifica ST con de infarto
cambios que
sugieren
isquemia
Pericardio Normal Derrame Pericarditis | Derrame Taponamiento
asintomatico Dolor sinfomatico | cardiaco que
no requiere | retroesternal | que requiere
tratamiento | con cambios | requiere drenaje
con ECG | drenaje urgente.
Toxicidad en presion arterial
Grado de 0 1 2 3 4
toxicidad
Hipertension Sin Incremento | Incremento Requiere Crisis
cambios | transitorio recurrente o tratamiento hipertensiva
asintomatico | persistente
>de 20 mm | mayor de 20
Hg 6 > de mm Hg o >
1904100 20100
Hipotension | Sin Cambios Requiere Requiere Txy | Requiere Txy
cambios | que no remplazo hospitalizacion | hospitalizacion
requieren hidrico y TX por menos de | por mas de 48
tratamiento | pero no 48 hr hr.
hospitalizacion
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Grado de 0 1 2 3 4
toxicidad
Meurosensorial | No Leve Parestesias | Pérdida
parestesia moderadas | sensorial
Pérdidade | Pérdida grave que
reflejos sensorial interfiere con
osteotendinos | moderada | la funcion
05
MNeuromotor Mo Subijetiva Leve Debilidad Paralisis
debilidad sin | debilidad objetiva con
datos objetiva sin | deterioro de
objetivos deterioro la funcion
importante
de la
funcion
Neurocortical Mo Leve Moderada Intensa Coma,
somnolencia y | somnolenci | somnolencia, | convulsione
agitacion ay agitacion, sy psicosis
agitacion alucinaciones | toxica
desorientacio
n y confusion
MNeurocersbelar | Mo | Leve Temblor de | Ataxia MNecrosis
incordinacion, | intencion, locomotora cerebelar
disdiadococine | disimetria,
sia. nistagmos,
lenguaje
confuso
Cefalea Mo | Leve Moderada | Requiere Tx |-
o intensa
pero
transitaria
Estrefiimiento Mo | Leve Moderado | Grave lleoc mas de
96 h
Audicion Mo | Perdida Tinnitus Péerdida de la | Sordera no
asintomatica, audicion que | comregible.
perceptible por interfiere con
audiometria la funcion,
pero
corregible
con ayuda
Wision Mo - - Pérdida Ceguera
subtotal
sintomatica
de la vision
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