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Evaluacion de SNPs en los genes involucrados en el transporte y
metabolismo de folatos, como factor pronoéstico de respuesta vy
supervivencia en pacientes con leucemia linfoblastica.

ANTECEDENTES

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) representa el 1% del total de casos de
cancer y 20% del total de leucemias en el adulto, siendo mas frecuente en la edad
pediatrica, ya que representa el 15% del total de casos de cancer en esta edad.
(1). Tiene una incidencia de 1.9/100,000 hombres y 1.4/100,000 mujeres, sin
embargo se ha descrito alta incidencia en pacientes hispanos, comparada con la
raza blanca, con una incidencia en hispanos de 2.5/100,000 hombres vy
2.1/100,000 mujeres contra 2.0/100,000 hombres blancos y 1.5/100,000 mujeres
blancas (2).

En el Instituto Nacional de Cancerologia de México (INCan), se reportaron en el
2006 y 2007 un total de 79 nuevas leucemias agudas, correspondiendo el 67% a
LAL, de las cuales el 92% correspondieron a LAL L2 por la clasificacion de FAB.

El tratamiento de la LAL del adulto ofrece posibilidades de supervivencia libre de
enfermedad a largo plazo del 20- 35 % (4, 5, 6). El prondstico de esta entidad se
asocia con caracteristicas del huésped (edad, desempefio fisico, funcién organica)
y de la neoplasia, incluyendo, fenotipo de las células leucémicas y alteraciones
citogenéticas, afeccion extramedular y sensibilidad al tratamiento administrado.

Esquema Hiper-CVAD

El esquema Hiper-CVAD descrito por Kantarjian y cols (4) incluye Ila
administracion de cuatro ciclos alternantes de metotrexate y citarabina, con
ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina y dexametasona, ademas de
quimioterapia profilactica intratecal y mantenimiento con 6-Mercaptopurina,
metotrexate, vincristina y prednisona. Este esquema permiti6 la obtencion de
respuesta completa en 91 % de pacientes, con supervivencia global a 5 afios del
39 %, en la actualidad se usa como tratamiento de primera linea en pacientes con
LAL en el INCan.



Metotrexate

El metotrexate esté indicado no solo en el tratamiento del cancer, sino también
para el tratamiento de artritis reumatoide, psoriasis y prevencion de enfermedad
de injerto contra el huésped de pacientes sometidos a trasplante de médula 6sea,
Tiene buena biodisponibilidad a bajas dosis, pero su absorcion es erratica a dosis
mayores de 25 mg/m?. A dosis convencionales se alcanza Unicamente niveles en
liguido cefalorraquideo de 5 — 10% en comparacién a niveles plasméticos. Sin
embargo a dosis mayores logra obtener niveles terapéuticos. EI medicamento
necesita poliglutamacion a su forma activa por la enzima FPGS en el higado. Se
elimina por rifidn. Se utiliza en diferentes neoplasias, incluyendo tumores soélidos
como cancer de mama, cabeza y cuello, coriocarcinoma, osteosarcomas, cancer
colorectal y de vejiga, asi como neoplasias hematolégicas como LAL y linfoma no
Hodgkin. (9). Dosis moderadas y altas necesitan rescate con acido folinico (4), la
cual debera ser iniciada 24 horas posteriores a la administracién y continuarlas
hasta que los niveles séricos sean menores a 50 nM. Se debera medir niveles
plasmaticos en todos los pacientes con disfuncion renal.

El Metotrexate es un antagonista de &cido félico con accion especifica en la fase S
del ciclo celular. Requiere ser transportado al interior de la célula a través del
acarreador de folato reducido (10). Una vez que se encuentra en el interior de la
célula se poliglutamina, con la adicion de dos a 7 residuos de acido glutamico a
través de la enzima folilpoliglutamato sintetasa. Los poliglutamatos de metotrexate
inhiben la enzima dihidrofolato reductasa, necesaria para la conversion de acido
félico a acido tetrahidrofélico, depletando folatos, ocasionando asi la inhibicién
sintesis de DNA, RNA, timidilato y purinas, como se sefiala en la figura 1 (11):
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Figura. 1 Metabolismo del folato

Como se ha descrito previamente el Metotrexate es parte fundamental del
tratamiento de LAL, por lo que alteraciones en la expresion del acarreador de
folato (secundarios a polimorfismos) y/o de la MTHFR, pueden influir en la
sensibilidad a este farmaco.

El polimorfismo del acarreador de folato que tiene una sustitucion de arginina por
histidina en el codén 27 de la proteina FC (RFCGB80A) influye en su funcionalidad
(12), en un estudio de 204 nifilos con leucemia que se trataron con metotrexate y
eran homacigos para la variante RFC 80AA tuvieron mayores niveles plasmaticos
de metotrexate, en comparacion con otros genotipos (13). Estos hallazgos
concuerdan con los descritos por Dervieux (14, 15).

La enzima MTHFR se ha estudiado ampliamente, con respecto al metabolismo de
metotrexate (12). Se han descrito por lo menos 15 polimorfismos de nucle6tidos
aislados (SNP’s) de esta enzima (16), de los cuales dos son no sinénimos (C677T
y A1298C). El polimorfismo C677T permite el cambio de un aminoacido (alanina
por valina) en el coddon 222; lo que disminuye la actividad enzimatica: los
heterdcigos tienen actividad enzimatica in vitro de aproximadamente el 60 % y los
homocigos de 40 %, en poblacion caucasica (17). El polimorfismo A1298C
permite la sustitucion de un aminoacido (acido glutamico por alanina) en el codon
429 y también se asocia a menor actividad enzimatica (12).



Van Ede (18) evalu6 el polimorfismo C677T y demostré en 236 pacientes con
artritis reumatoide un incremento en la toxicidad secundaria a metotrexatre, en la
poblacion portadora de por lo menos un alelo T, en comparacién con el genotipo
CC. En esta poblaciéon no se encontrg diferencia en la respuesta a metotrexate.
Estos resultados concuerdan con los publicados por Urano (19), quien demostro
que la presencia del alelo C677T incremento la toxicidad por metotrexate (27 %,
en comparacion con 8 %); el polimorfismo A1298C no correlacioné con toxicidad.
Berkun (20) y Hughes (21) han evaluaron también los polimorfismos C677 T y
A1298C y no encontraron asociacion entre ellos y toxicidad. Estos resultados
sugieren que el polimorfismo C677T puede ser un marcador de toxicidad, en
particular hepato-toxicidad. Los resultados para el polimorfismo A1298C son
inconsistentes (22).

Los polimorfismos descritos para el RFC y la enzima MTHFR han sido evaluados
por diferentes técnicas, incluyendo DHPLC (22-25).

Farmacogenética

Las variaciones genéticas se relacionan con el metabolismo de los medicamentos
antineoplasicos e influyen en su toxicidad y respuesta a la quimioterapia en
pacientes con cancer. Los polimorfismos se definen como variaciones genéticas
presentes en mas del 1 % de la poblacién; generalmente tienen una alteracion
especifica y pueden asociarse a cambios en la actividad del DNA que se
encuentra alterado. La respuesta a los agentes de quimioterapia se determina
primariamente por el genoma del tumor, pero la toxicidad depende primariamente
del genoma en los tejidos sanos (7,8). La evaluacion de los polimorfismos de
nucleodtidos aislados (SNP’s, por sus siglas en inglés) constituye el objetivo de la
farmacogenética. Existen diferentes técnicas para la determinacion de los SNP’s.
El DHPLC (DHPLC, por sus siglas en inglés: denaturating high-performance liquid
cromatography) es un método utilizado en multiples laboratorios para el analisis de
polimorfismos de nucle6tidos aislados, asi como de mutaciones conocidas y no
conocidas en una variedad de enfermedadesi. El DHPLC consta de dos fases que
separan acidos nucleicos a través de intercambio aniénico. Se ajusta con
temperatura para trabajar DNA en tres condiciones diferentes: no
desnaturalizado, parcialmente desnaturalizado y completamente desnaturalizado.
Se emplea para el andlisis de genes que se sabe son altamente polimérficos, para
los cuales se han descrito numerosas variantes alternativas o para genes
susceptibles de una tasa alta de mutaciones esporadicas. Su alta sensibilidad del
DHPLC combinada con la precision del analisis de heteroduplex ha permitido el
desarrollo de aplicaciones que rebasan los métodos tradicionales de
secuenciacion o genotipificacién, ya que estas técnicas implican un alto costo y
consumo de tiempo (8).



JUSTIFICACION

La leucemia aguda es la entidad neoplasica mas frecuente de la edad pediatrica y
en el Instituto Nacional de Cancerologia de México se reportaron, en el 2006 y
2007, un total de 79 nuevas leucemias agudas, siendo el 67% leucemias
linfoblasticas. El tratamiento de esta entidad incluye antimetabolitos, como el
Metotrexate. En la actualidad, en el Instituto Nacional de Cancerologia se utiliza el
esquema Hiper-CVAD (Ciclofosfamida, Vincristina, Adriamicina y Dexametasona,
alternado con Citarabina y Metotrexate) como primera linea de tratamiento en
pacientes con esta entidad. Se ha reportado que polimorfismos en el acarreador
de folato, (el mayor transportador de Metotrexate) y la enzima MTHFR, influyen en
la supervivencia de pacientes con leucemia aguda linfoblastica. La administracion
individualizada de este medicamento, en funcibn de la determinacién de
polimorfismos que influyan en la respuesta permitira el uso racional del mismo en
pacientes con leucemia aguda linfoblastica y mejorara la calidad de vida de estos
pacientes.

OBJETIVOS

Evaluar mediante DHPLC la influencia de los polimorfismos de los genes
involucrados en el transporte y metabolismo de folatos, en la respuesta y
supervivencia de pacientes con leucemia aguda en México.

HIPOTESIS

Los polimorfismos de los genes involucrados en el transporte y metabolismo de
folatos correlacionan con la respuesta y supervivencia global de los pacientes con
leucemia aguda linfoblastica tratados con esquema Hiper-CVAD en el Instituto
Nacional de Cancerologia.

MATERIAL Y METODOS
1. Universo de estudio y tamafio de muestra:

Se incluyeron a pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia, con diagnostico
de leucemia aguda linfoblastica tratados con esquema Hiper-CVAD.

Disefio de estudio: Estudio piloto, prospectivo, abierto, exploratorio.



2. Criterios de inclusion:
Aceptacion del paciente para participar voluntariamente en este estudio

Pacientes con diagndstico de leucemia aguda linfoblastica que acudan al Instituto
Nacional de Cancerologia.

Geénero: indistinto.

Edad: Mayor de 15 afios

Funcion renal y hepética normales.
Candidatos a tratamiento con Hiper-CVAD.

Ausencia de tratamiento previo.

3. Criterios de exclusion:

Pacientes con antecedentes de hipersensibilidad al metotrexate u otros farmacos
incluidos en el esquema Hiper-CVAD.

Imposibilidad de seguimiento del paciente.

4. Proceso de las muestras en el laboratorio:

Obtencién del ADN:

Se aislo DNA de células mononucleares por métodos estandares a partir de una
muestra de 15 ml de sangre periférica.

En resumen: se centrifugaron 15 ml de sangre total a 1500 rpm/10 minutos y se
recupero la capa de leucocitos, la cual se incub6 con 3 volumenes de Buffer de
lisis de eritrocitos (NH4CI 0.15M, KHCO3 1 mM, EDTA 0.1 mM) y por 20 minutos a
37 °C. Se centrifugd a 1200 rpm por 5 minutos y se elimind el sobrenadante. El
boton se resuspendié en Buffer de extraccion (Tris 10 mM, EDTA 20 mM, SDS 0.5
%) con proteinasa K (50ug/ml) y se incubd a 60°C por 3 hr, y se procedié a extraer
con fenol-cloroformo. Se precipité el DNA en 1 volumen de isopropanol y NaCl 0.2
M; se centrifugd a 14,000 rpm 3 minutos y se lavé el boton 2 veces con etanol al
70 %. Se dej6 secar el boton y se resuspendié en 200 ul TE (Tris 10mM, EDTA
1mM, pH7.6).

10



Amplificacion por PCR.

1. Se utilizaron los siguientes oligonucléotidos para la amplificacion del gen
gue codifica para el acarreador de folatos:

Se: 5-AGTGTCACTTCGTCCC-3’
AS: 5-TCCCGCGTGAAGTTCTTG-3’

La amplificacion por técnica de PCR se realizé en un volumen total de 25 pul, que
contiene 30 ng de DNA gendmico, 2 pmol/ul de cada oligonucleétido, 200 uM de
dNTPs, 0.25 U de Taqg polimerasa y buffer para PCR10x (15mM MgCI2, Perkin
Elmer).

Esta amplificacion se inici6 con desnaturalizacion a 94° C durante 5 minutos,
seguido de 35 ciclos con: 94°C por 30 segundos, 57 °C por 1 minuto, 72°C por 30
segundos.

La extension final fue a 72°C por 7 minutos.

Posteriormente los productos fueron evaluados en geles de agarosa y analizados
por DHPLC.

2. Los fragmentos del gene que codifica para la enzima MTHFR, se
amplificaron usando los siguientes oligonucléotidos:

Se: 5-GGAGCTTTGAGGCTGACCTGAA-3’
As: 5-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’

La amplificacién por técnica de PCR se realizé en un volumen total de 25 ul, que
contiene 30 ng de DNA gendmico, 2 pmol/ul de cada oligonucleétido, 200 uM de
dNTPs, 0.25 U de Taqg polimerasa y buffer para PCR10x (15mM MgCI2, Perkin
Elmer).

Esta amplificacién se inici6 con denaturalizacién a 94° C durante 5 minutos,
seguido de 38 ciclos con: 94°C por 30 segundos, 57 °C por 35 segundos, 72°C por
30 segundos. La extension final fue a 72°C por 7 minutos.

Posteriormente los productos seran evaluados en geles de agarosa y analizados
por DHPLC.
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Anélisis por DHPLC.

Los productos obtenidos por PCR se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 minutos y
se enfriaron lentamente hasta 50°C, con cambio de 1°C/minuto para permitir la
formacion de los homo o heteroduplexes.

Estos productos fueron analizados por DHPLC, de acuerdo con la técnica descrita
inicialmente por Fang (23), que se resume en:

Acarreador de folato: Se inyecté a la columna de HPLC 7 ul de DNA con los
siguientes buffers; Buffer A (acetato de tri-etii amonio 0.1 mol/L ) y buffer B
(acetato de tri-etil amonio 0.1 mol/L, conteniendo acetonitrilo 250 mL/L) en las
proporciones y tiempos que a continuacion se sefialan: 52 %A- 48 % B basal, 47
% A-53 % B durante 0.1 minutos, 40 % A-60 % B durante 5.2 minutos, 0 % A- 100
% B durante 0.1 minutos, 52 % A- 48 % B durante 0.6 minutos. La fase movil se
realizé a 55 °C, que permite la deteccién de heteroduplex. Esta temperatura se
obtuvo después de multiples andlisis con muestras analizadas 1-2°C por debajo y
arriba de las temperaturas calculadas por el software del equipo DHPLC de
transgenomics.

MTHFR: Se inyect6 a la columna de HPLC 7 ul de DNA con los siguientes buffers;
Buffer A (acetato de tri-etil amonio 0.1 mol/L ) y buffer B(acetato de tri-etil amonio
0.1 mol/L, conteniendo acetonitriio 250 mL/L) en las siguientes proporciones y
tiempos: 54 %A- 46 % B basal, 46 % A-54 % B durante 1 minuto, 39 % A-61 % B
durante 4.8 minutos, 0 % A- 100 % B durante 0.1 minutos, 54 % A- 46 % B
durante 1.1 minutos. La fase movil se realizé a 62 °C, que permite la deteccion de
heteroduplex. Esta temperatura se obtuvo después de mudltiples analisis con
muestras analizadas 1-2°C por debajo y arriba de las temperaturas calculadas por
el software del equipo DHPLC de transgenomics.

Interpretacion de resultados del DHPLC.

La formacion de heteroduplex fue evaluada con controles de DNA gendmico
secuenciado de tipo silvestre y con los polimorfismos. Se analizaron las curvas
obtenidas por DHPLC: En el caso de heteroduplex se observaron y compararon
con las curvas conocidas de DNA gendmico secuenciado para esta alteracion. En
los casos de homoduplex (aparentes tipo silvestres), éste fue mezclado con DNA
silvestre, para permitir la formacién de heteroduplex en el caso de existir
polimorfismos. Los resultados finales son informados como silvestre (wt) o con el
polimorfismo detectado.
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5. Evaluacién de respuesta.

Todos los pacientes fueron evaluables para respuesta, por criterios
internacionales, a través de aspirado de médula Gsea y biometria hematica
(Internacional Working Group [IWG] para leucemia aguda (37), como a
continuacion se resume:

La remision completa (RC) requiere de todos los siguientes criterios:
Aspirado de médula 6sea:
- Menos del 5 % de blastos
Biometria hematica:
- Cuenta absoluta de neutréfilos > 1000/mm3
- Cuenta de plaquetas > 100,000 /mm3
- Ausencia de blastos
Independencia de transfusion de productos de sangre.

Ausencia de leucemia extramedular.

La remision parcial (RP) requiere de todos los siguientes criterios:
Aspirado de médula 6sea:

- 5-19 % de blastos y una reduccion mayor al 50 % a partir de la cifra basal.
Biometria hemética:

Cuenta absoluta de neutréfilos > 1000 /mm3

Cuenta de plaquetas > 100,000/mm3.

La definicion de mejoria hematologica (MH) requiere de todos los siguientes
criterios:

Aspirado de médula 6sea:
5-19 % de blastos y una reduccion mayor al 50 % a partir de la cifra basal.
Biometria hemética:
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Cuenta absoluta de neutroéfilos 500- 1000/mm3

Incremento de hemoglobina > 2 g/dL (si la hemoglobina pretratamiento es <
11g/dL).

Cuenta de plaguetas 30,000/mm3.

La progresion de la enfermedad (PE) se define por cualquiera de los siguientes
criterios:

Aumento mayor al 50 % de blastos en médula 6sea. Si el recuento relativo de
blastos es menor al 20 %, entonces se requieren 2 elevaciones consecutivas en
los recuentos.

Nuevo surgimiento de blastos circulantes confirmado, cuando menos 1 semana
antes.

Nueva enfermedad extramedular.

Si la progresién se sospecha con base en el frotis de sangre periférica, debera
confirmarse mediante aspirado de médula 6sea. .

Adicionalmente, se evalud toxicidad, en cada una de las consultas del paciente
con base en los criterios del Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos.

6. Analisis estadistico

Todos los datos reportados como linea de base (datos demograficos, historia
médica relevante, examen clinico, diagndstico, mediciones basales de eficacia,
etc.) se resumieron de la siguiente manera: para las variables cuantitativas se
calculard el promedio y los valores minimo y maximo; para las variables de
naturaleza cualitativa se elaboraron tablas de frecuencias.

Las variables de seguridad: se monitorizaron los datos clinicos y de laboratorio, la
toxicidad y los eventos adversos que se presentaron. Los eventos adversos se
listaron y se construyd una tabla de frecuencia para identificar su incidencia; se
analizaran por subgrupos en funcion de la presencia o ausencia de polimorfismos
del acarreador de folatos y del MTHFR.

Toxicidad: Las variables cualitativas y de laboratorio se evaluaron por categorias
de acuerdo con los criterios del NCI.
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RESULTADOS

Se incluyeron un total de 36 pacientes con diagnostico de LAL en un periodo de
tiempo de Enero del 2010 a Junio del 2011, de los cuales se excluyeron 4
pacientes que no recibieron tratamiento con el esquema Hiper-CVAD. Las
caracteristicas demograficas se muestran en la tabla 1.

De los 31 pacientes que se incluyeron, 15 (48.4%) son hombres y 16 (51.6%)
mujeres, de acuerdo a la clasificacion de la FAB, 24 corresponden a LAL L2, 2 a
LAL L3 y 5 a Linfoma linfoblastico. El grupo etario que predomino fue de los 15 a
los 29 afios de edad con un 61.3% (Figura 2).

De acuerdo al riesgo, el 67.7% son de riesgo alto, al ingreso el 87.1% presentd un
ECOG de 0 a 2, con respecto a la clasificacion por inmunofenotipo, la
presentacion fue la siguiente: 3 pacientes con Pre B, 5 con Pro B, 21 con B
comun, 1 con B madura y 1 con inmunofenotipo T.

Al diagnéstico, el 16.1% tuvo comorbilidades, el 32.2% con riesgo alto de
infiltracion a sistema nervioso central (SNC), el 19.3% con leucocitos mayores o
iguales a 30 000/uL, el 74.2% con Hb menor a 10 g/dL, el 70.9% con
trombocitopenia menor a 100 000/uL, 64.5% con DHL aumentada, 32.2% con
hiperuricemia, 58% con ADE alto, 19.3% con presencia de cromosoma Filadelfia,
10 de 12 pacientes con ferritina aumentada y 8 de 22 pacientes con CD 20
positivo.

Se logré determinar polimorfismos en el acarreador de folato y en la enzima
MTHFR en 27 y 29 pacientes respectivamente (tabla 2).

El 80.6% entro en remisién con la fase IA del esquema Hiper-CVAD, el 9.6%
presento infiltracion al SNC, 4 pacientes se adicionaron con tratamiento con
inhibidor de tirosin- cinasa, de los cuales, 2 presentaron respuesta citogenética
completa y 2 con respuesta citogenética parcial.

Supervivencia global (SG) y supervivencia libre de recaida (SLR)

Para la cohorte completa de pacientes, la SG estimada a 18 meses fue de 51.6%
[95% Intervalo de confianza (IC) 252-367 dias] (Figura 3), de acuerdo al riesgo la
SG fue de 47.6% vs 60% para riesgo alto y estandar respectivamente, sin
embargo esto no fue estadisticamente significativo.
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La supervivencia en relacion con el inmunofenotipo es la siguiente: pre B 100%,
pro B 60%, B comun 47.6%, B madura y T no sobrevivieron (Figura 4).

Del total de 31 pacientes, 6 expresaron cromosoma Filadelfia y en estos la SG fue
50% vs 52% de los que no expresan Filadelfia.

La SLR fue del 83.9% (95% IC, 380-494) a 18 meses de seguimiento (Figura 5).

Se realizd andlisis de regresion de Cox para evaluar los factores (polimorfismos
del RFC y MTHFR, cromosoma Filadelfia, inmunofenotipo y riesgo) que influyeron
en la SG y SLR. Solamente el inmunofenotipo y la variante alélica silvestre (wt)
del RFC, fueron estadisticamente significativos (tabla 4).

Hubo 15 defunciones, de las cuales 8 se relacionaron con sepsis, 3 con progresion
y 4 con otras causas.

Toxicidad

El 64.5% presentd toxicidad no hematoldgica grado 1 a 2, el 35.5% grado 3 a 4, el
100% presentd toxicidad hematoldgica grado 4 y el 54.8% desarroll6 mucositis
(tabla 5).
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DISCUSION

La LAL en el Instituto Nacional de Cancerologia se presentd de forma
predominante (61.3%) en la poblacion de entre 15 a 29 afios, se observo también
predominio de LAL de riesgo alto (67.7%), sin embargo esto no resulto
estadisticamente significativo al correlacionarlo con la SG.

La mayoria de los pacientes (87.1%) ingresa con un ECOG bajo, sin que esta
caracteristica se relaciona con la SG.

Los resultados del esquema Hiper-CVAD en la poblacion evaluada en el Instituto
Nacional de Cancerologia son alentadores alcanzando una remision completa con
la Fase IA, en el 80.6% de los 31 pacientes, con una supervivencia global a los 18
meses de 51.6%, en comparacion con los resultados del estudio de Kantarjian y
cols. (4) donde se observé remision completa en 91% de los 204 pacientes
incluidos y una SG de 39% a 5 afios. Hay algunas diferencias relevantes en las
caracteristicas demograficas comparando el estudio de Kantarjian y cols. y el
nuestro como son la edad < 30 afios (32% vs 61.3%), de 30 a 50 afios (31% vs
16%), > 60 afios (22% vs 12.9%), asi mismo existe cierta concordancia en otras
caracteristicas como son el desempefio fisico (7% vs 12.9%), cromosoma filadelfia
(16% vs 19.4%), Hb < 10 g/dL (69% vs 74%), DHL elevada (59% vs 64%), Subtipo
L3 (5% vs 6.5%), inmunofenotipo pre B (14% vs 9.7%), B comun (53% vs 67.7%).

Se observé correlacion entre el inmunofenotipo, polimorfismos del RFC y la SG,
siendo de mejor pronéstico la presencia de inmunofenotipo pre B y pro B, asi
como la ausencia de polimorfismos del RFC.

La presencia de polimorfismos en el RFC a diferencia de la variante alélica
silvestre, como factor de mal pronéstico ha sido descrita previamente en el estudio
de Laberdiere y cols. (13), donde observaron que la variante Agy tuvo un alto
riesgo de eventos (recaida) a diferencia de la variante silvestre (57.1% vs 14.3%,
OR= 3; 95% IC, 1.1-8.1 p= 0.03). En nuestro estudio se observo correlacion entre
los polimorfismos y la SG, siendo de mejor prondstico la ausencia de
polimorfismos del RFC. Asi mismo el inmunofenotipo pre B y pro B también
influyen de forma positiva para la SG.

La presencia de comorbilidades, infiltracion a SNC, leucocitos mayores a 30
000/uL, Hb menor a 10 g/dL, trombocitopenia menor a 100,000/uL, DHL y &acido
arico elevados, cromosoma Filadelfia, antigeno CD 20 positivo y polimorfismos de
la MTHFR, no correlacionaron con la supervivencia global de forma
estadisticamente significativa.
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Llama la atencion que la presencia de cromosoma Filadelfia, asi como la
positividad para antigeno CD20 no influyé en la SG, como se ha descrito en la
literatura, donde la positividad de CD 20 en LAL de precursores B influye en la
duracion de la remision completa en un seguimiento a 3 afios (20 vs 55%, p<
0.001) y en la supervivencia global (27% vs 40%, p= 0.03) (26). Esto podria estar
en relacion al tamafio de la muestra analizada en nuestro estudio.
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CONCLUSIONES

En este estudio se encontré correlacion entre la SG y algunas caracteristicas
propias del paciente como lo son el inmunofenotipo de la LAL y el polimorfismo del
RFC, se observo también que el polimorfismo de la MTHFR no correlaciona con la
SG.

Consideramos que es necesario tener una muestra mayor de pacientes, asi como
un periodo de seguimiento mas amplio para probablemente observar una
correlacion mas estrecha entre las caracteristicas comentadas y la respuesta al
tratamiento con Hiper-CVAD.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de 31 pacientes con Leucemia aguda linfoblastica.

Caracteristica No. (%)

Edad (afios) mediana=28

20a29

40 a 49

> 60

Masculino

ECOG

3a4 4 (12.9

LAL L2 24 (77.4

Linfoma Linfoblastico 1

Alto 21 (67.7

Inmunofenotipo

Pro B 5 (16.1
B madura

Comorbilidades

No 26 (83.9)

Alto 10 (32.3

Leucocitos, /uL

= 30,000

<10

ADE

Aumentado 18 (58.1)

< 100, 000 22 (71

DHL

Aumentada 20 (64.5)
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Acido trico

Normal 21 (67.7)

Aumentado 10 (32.3)
CD20, %

Positivo 8 (25.8)

Negativo 14 (45.2)

No se evalu6 9 (29)
Ferritina

Normal 2 (6.4)

Aumentada 10 (32.3)

No se evalu6 19 (61.3)
Cromosoma Filadelfia

Positivo 6 (19.4)

Negativo 25 (80.6)
Infiltracion a SNC

Si 3 (9.7)

No 28 (90.3)

Tabla 2. Frecuencia de polimorfismos de RFC y MTHFR

Polimorfismos

RFC n=27
Silvestres 16 (59.3)
Homdécigos 1 (3.7)
Heterdcigos 10 (37)

MTHFR n=29
Silvestres 8 (27.6)
Homoécigos 10 (34.5)
Heterdcigos 11 (37.9)

Tabla 3. Respuesta al Hiper-CVAD

Tipo de respuesta No. (%)

Respuesta global 31 (100)
Respuesta completa 25 (80.6)
Respuesta parcial 6 (19.4)
Recaida 5(16.1)

Tabla 4. Analisis de regresion de Cox para SGy SLR

Variables SG SLR
Valor de p Valor de p
MTHFR 0.183 0.379
RFC 0.039 0.463
Filadelfia 0.483 0.190
Inmunofenotipo 0.008 0.483
Riesgo 0.672 0.627
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Tabla 5. Toxicidad con esquema HiperCVAD

Parametro Pacientes

No. Grado 1-2 Grado 3-4
Hematoldgica 21 21
Renal 1 1
Hepatica 8 7 1
Gastrointestinal 31 21 10
Ocular 2 2

Grupos de edad

15 a 19 afios
M 20 a 29 afios
m 30 a 39 afios
M 40 a 40 afios
m 50 a 59 afios

m > 60 afos

Figura 2. Distribucion por grupos de edad.
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SUPERVIVENCIA GLOBAL
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ANEXOS

CRITERIOS DE TOXICIDAD, DE ACUERDO CON EL INSTITUTO NACIONAL DE

CANCER DE ESTADOS UNIDOS.

CTC Version 2.0: Ene. 30, 1998

SANGRE/MEDULA OSEA

Toxicidad 0 1 2 3 4
Conteo de células en la médula Normal para Ligeramente  Moderada- Severamen-  Aplasia o >6
Osea la edad hipocelularo  mente te hipocelular semanas para la
25% de hipocelularo 0 >50-<75%  recuperacion del
reduccion del >25-<50% de de reduccion conteo celular normal
namero de reduccion del en la cantidad de la médula 6sea
células namero de normal de
normal para  células para  células para
la edad laedad 0>2 laedado4-6
pero <4 semanas
semanas para la
para la recuperacion
recuperacion de la cantidad
del conteo celular
celular normal de la
normal dela  médula 6sea

Rangos normales:

Nifios (< 18 afios)

Adultos jovenes

(19-59)

adultos mayores

(>60 afios)

Nota: La clasificacion de acuerdo al conteo celular de la médula 6sea solo para los cambios relativos al tratamiento, no a

la enfermedad.

90% cantidad

celular
promedio

60-70%
cantidad
celular
promedio

50% cantidad

celular

médula 6sea
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CRITERIOS COMUNES DE TOXICIDAD (CTC)

CTC Version 2.0: Ene. 30, 1998

Grado de toxicidad
0 1 2 3 4
Conteo de CD4 WNL <LLN - 200 -< 50 - < < 50/mm3
500/mm3 500/mm3 200/mm3
Haptoglobina Normal Disminuida - ausente -
Hemoglobina WNL <LLN — 8.0 -<10.0 6.5-<8.0 <6.5g/dl
gd/dl
(Hgb) 10.0 g/dl gd/dl <65g/L
<LLN- 80 - <100
65— 80 g/L < 4.0 mmol/L
100 g/L g/L
40-<4.9
<LLN - 49-<6.2
mmol/L
6.2 mmol/L mmol/L
Solo Evidencia de
Hemolisis (v.g. anemia hemolitica Ninguna evidenciade  destuccién de Se requiere Consecuen-cias
inmune, hemdlisis relativa a la laboratorio de  glébulos rojos  de transfusion  catastroficas de la
droga, otras) hemdlisis y disminucién  Y/0 hemdilisis (v.g.
de >2gm en intervencion insuficiencia renal,
[v.9. examen  hemoglo-bina, Meédica (v.g.  hipotension, bronco-
de no es esteroides) espasmo, esplenec-
esquistocitos  necesaria la tomia de emergencia
en las anti- transfusion
globulinas
directas (DAT,
Coomb)]
Considerar también Haptoglobina, Hgb.
Leucocitos (WBC total) WNL <LLN-3.0 >2.0-<3.0x 2>1.0-<20x <10x 109L
o 109 1L 109 /L
x 10¥ /L <1,000/mm3
> 2,000 - > 1,000 -
<LLN- <3,000/mm3  <2,000/mm3
3,000/mm3
Linfopenia WNL <LLN-10 >05-<10X <95x109/L -
109 L
x 109 /L <500/mm3
> 500 -
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<LLN- <1,000/mm3
1,000/mm3
Neutrdfilos / granulocitos WNL >15-<20x >10-<15x >05-<10x <10.0x
109 /L 109 1L 109 1L
(ANC/AGC) 109 /L
>1,500 — >1,000 — >500 —
< 500/mm3
<2,0000mm3  <1,500/mm3  <1,000/mm3
Plaquetas WNL <LLN-<75.0 >50.0-< >10.0-< <10.0x
x 109 /L
75.0x109/L 500x109/L 109/L<
<LLN -
75,000/mm3 >50,000 - < >10,000 - < 50,000/mm3
75,000/mm3  50,000/mm3
CTC Version 2.0: Ene. 30, 1998
CRITERIOS COMUNES DE TOXICIDAD (CTC)
Grado de toxicidad
0 1 2 3 4
Transfusion: Ninguna - - Si -
Paquetes globulares
También considerar Hemoglobina.
Sangre/ Médula 6sea —Otros Ninguno Leve Moderado Severo Que amenaza la vida
(Especificar, o inhabilitante
)
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CRITERIOS COMUNES DE TOXICIDAD (CTC)

Grado de toxicidad

0 1 3 4
Hemorragia/sangrado con Ninguna Leve sin Requiere Sangrado
trombocitopenia grado 3 0 4 transfusion transfusion catastrofico que
requiere de
intervencion mayor
no-electiva

Considerar también Plaquetas, hemoglobina, Plaquetas de transfusion, pRBCs de transfusion.

Nota: Esta toxicidad debe ser clasificada para cualquier sangrado con trombocitopenia grado 3 o 4. Clasificar
también el sitio o el tipo de hemorragia/sangrado. Si el sitio no se encuentra listado, clasificar como Otros en la

categoria HEMORRAGIA.

Hemorragia/sangrado sin Ninguna
trombocitopenia grado 3 0 4

Leve sin
transfusion

Requiere
transfusion

Considerar también Plaquetas, hemoglobina, Plaquetas de transfusion, pRBCs de transfusion.

Sangrado
catastroéfico que
requiere de
intervencion mayor
no-electiva

Nota: El Sangrado en la ausencia de trombocitopenia grado 3 o 4 se clasifica aqui solo si el sitio o el tipo especificos
de sangrado no se encuentran listados en ninguna otra parte en la categoria HEMORRAGIA. Clasificar también

como Otros en la categoria HEMORRAGIA.

Hemorragia/sangrado en el CNS  Ninguna

Sangrado
detectado en
la CT u otro
escaneo sin
consecuenci
aclinica

Derrame
hemorragico o
evento vascular
hemorragico (CVA)
con signos 'y
sintomas
neurolégicos

Epistaxis Ninguna

Leve sin
transfusién

Que requiere
transfusion

Sangrado
catastrofico que
requiere de
intervencion mayor
no-electiva

Hematemesis Ninguna

Leve sin
transfusion

Que requiere
transfusion

Sangrado
catastroéfico que
requiere de
intervencion mayor
no-electiva
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CRITERIOS COMUNES DE TOXICIDAD (CTC)

CTC Versién 2.0: Ene. 30, 1998

Grado de Toxicidad
0 1 2 3 4
Hematuria Ninguna Solo micros-  Sangrado Sangrado Cirugia abierta o
copica total total necrosis o ulceracion
(En ausencia de sangrado vaginal) intermitente, ~ persistente 0 profunda de la vejiga
sin codgulos  coagulos;
puede
requerir
cateteriza-
ciono
instrumenta-
cion o trans-
fusion
Hemoptisis Ninguna Leve sin - Que requiere  Sangrado catastrofico
transfusion transfusion que requiere de
intervencion mayor
no-electiva
Hemorragia/sangrado asociado con  Ninguna Leve sin - Que requiere  Sangrado catastrofico

cirugia

transfusion

transfusion

Nota: La pérdida de sangre esperada al momento de la cirugia no se clasifica como toxicidad.

que requiere de
intervencion mayor
no-electiva

Melena/sangrado Gl Ninguna Leve sin - Que requiere  Sangrado catastrofico
transfusion transfusion que requiere de
intervencion mayor
no-electiva
Petequia/parpura Ninguna Petequia de la Petequia o Petequia o -
(hemorragia/sangrado dentro de la piel poco purpura en parpura
piel o mucosa) comun areas generalizada
dependientes de la piel o
de la piel petequia en
cualquier
mucosa
Sangrado rectal/ hematoquecia Ninguno Leve sin Persistente, Que requiere  Sangrado catastrofico
transfusion ni  que requiere  transfusion que requiere de
medicacion medicacion intervencion mayor
(v.g. no-electiva
esteroides en
supositorios)
ylo
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CRITERIOS COMUNES DE TOXICIDAD (CTC)

CTC Version 2.0: Ene. 30, 1998

Grado de toxicidad
0 1 2 3 4
Sangrado rectal/ hematoquecia interrupcion
del tratamiento
(cont.) de radioterapia
Sangrado vaginal Ninguno Manchado, Que requiere  Que requiere  Sangrado catastrofico
requiriendo <2 >2 toallas transfusion que requiere de
toallas sanitarias por intervencion mayor no-
sanitarias por  dia, pero no electiva
dia requiere
transfusion
Hemorragia- Otros Ninguna Leve sin - Que requiere  Sangrado catastréfico
(Especificar, transfusion transfusion que requiere de
) intervencion mayor no-
electiva
HEPATICOS
Fosfatasa alcalina WNL >ULN-2.5 >25-50x >5.0 —20.0 x >20.0 x ULN
ULN ULN
x ULN
GGT WNL >ULN-2.5 >2.5-5.0x >5.0 —20.0 x >20.0 x ULN
ULN ULN
(Glutamil transpeptidasa) x ULN
Aumento del volumen hepatico Ausente - - Presente -

Nota: Clasificar el aumento del volumen hepatico solo para cambios relativos a la VOD u otra toxicidad relacionada con el

tratamiento

Hipoalbuminemia

WNL

<LLN — 3g/dl

>2 - <3g/d|

<2 g/di

Disfuncion/ insuficiencia hepética

(clinica)

Normal

Nota: La hepatitis viral documentada se clasifica dentro de la categoria INFECCION

Asterixis

Encefalopatia o coma

Flujo en la vena portal Normal - Flujo Flujo reverso -
disminuido de  /retrogrado de
la vena portal  la vena portal

SGOT (AST) WNL >ULN -2.5 >2.5-5.0x >5.0 —20.0 x >20.0 x ULN
ULN ULN

(Transaminasa sérica glutdmico x ULN

oxalacética)
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CTC Version 2.0: Ene. 30, 1998

CRITERIOS COMUNES DE TOXICIDAD (CTC)

Grado de toxicidad

0 1 2 3 4

SGPT (ALT) WNL >ULN-25 >2.5-5.0x >5.0-20.0x  >20.0 x ULN
ULN ULN

(Transaminasa sérica glutamico x ULN
piravica)
Hepaticos — Otros Ninguno Leve Moderado Severo Que amenaza la vida o
(Especificar, inhabilitante
)

INFECCION/NEUTROPENIA FEBRIL

Infeccidn relacionada con el catéter ~ Ninguna Leve, sin Infeccion Infeccion Sepsis que pone la
tratamiento moderada, severa, vida en peligro (v.g.
activo localizada, sistémica que shock séptico)

gue requiere  requiere

tratamiento antibidticos i.v.

oral o local o tratamiento
fungicida u
hospitaliza-
cion

Neutropenia febril (fiebre de origen Ninguna - - Presente Sepsis que pone la

desconocido sin infeccidn clinica o vida en peligro (v.g.

microbiolégicamente documentada) shock séptico)

(ANC < 1.0 x 109/L, fiebre >38.5°C)

Nota: La hipotermia en lugar de fiebre puede estar asociada con neutropenia y se clasifica aqui.

Infeccion Ninguna - - Presente Sepsis que pone la
vida en peligro (v.g.

(clinica o microbiolégicamente shock séptico)

documentada) con neutropenia grado

304

(ANC < 1.0 x 109/L)

Nota: La hipotermia en lugar de la fiebre puede estar asociada con neutropenia y no se clasifica aqui. En la ausencia de
infeccion documentada con neutropenia grado 3 o 4, clasificar como Neutropenia febril.

Infeccion con ANC desconocido Ninguna - - Presente Sepsis que pone la
vida en peligro (v.g.
shock séptico)

Nota: Este criterio de toxicidad se usa en los raros casos en los que el ANC es desconocido.
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CRITERIOS COMUNES DE TOXICIDAD (CTC)

CTC Version 2.0: Ene. 30, 1998

Grado de toxicidad
0 1 2 3 4
Infeccién sin neutropenia Ninguna Leve, sin Infeccion Infeccion Sepsis que pone la
tratamiento moderada, severa, vida en peligro (v.g.
activo localizada, sistémica que shock séptico)
que requiere  requiere
tratamiento antibiéticos
oral o local iv.0
tratamiento
fungicida u
hospitaliza-
cion
Infeccion/Neutropenia Febril - Otros  Ninguno Leve Moderado Severo Que amenaza la vida
(Especificar, o inhabilitante
)
Herida - infecciosa se clasifica dentro de la categoria DERMATOLOGIA/PIEL
LINFATICO
Linfatico Normal Linfedema Linfedema Linfedema Linfedema severo que
leve moderado severo que limita la funcién y con
que requiere limita la ulceracion
compresion; funcion;
linfoquiste linfoquiste
que requiere
cirugia
Linfatico - Otros Ninguno Leve Moderado Severo Que amenaza la vida

(Especificar,

- )

o inhabilitante
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

e TITULO DEL ESTUDIO

Evaluacién de SNPs en los genes involucrados en el transporte y metabolismo de
folatos y la expresion del transportador y activador de citosin-arabinésido, como
factor prondstico de respuesta y supervivencia en pacientes con leucemia

linfoblastica.
e I. LA JUSTIFICACION Y EL OBJETIVO DEL ESTUDIO.

Lo/la invitamos a que participe en un estudio de investigacién. Los médicos del
Instituto Nacional de Cancerologia estan interesados en estudiar la influencia de algunos
genes en la respuesta y posibilidad de toxicidad secundaria a un grupo de medicamentos
(quimioterapia: metotrexate, citarabina), que son requeridos para el tratamiento de
pacientes con diagnéstico de leucemia aguda linfoblastica. El objetivo de este estudio es
determinar la frecuencia de estas alteraciones genéticas (polimorfismos) que pudieran

influir en la respuesta a su tratamiento.

En este estudio no se administrardn medicamentos en experimentacion. Usted recibira el
tratamiento indicado por su médico. Usted y su familia deben hacer todas las preguntas
que deseen antes de que usted decida participar en este estudio. Asegurese de obtener

toda la informacién que necesita antes de tomar la decision.

e |l. LOS PROCEDIMIENTOS MEDICOS QUE SE REALIZARAN AL SUJETO
DURANTE EL ESTUDIO, ESPECIALMENTE LOS INVASORES.

En este estudio se le realizara una puncidén venosa, para obtener una muestra de

aproximadamente 15 ml (3 cucharaditas), a partir de la cual se obtendra DNA (material

genético) para evaluar las posibles variaciones que pudieran influir en la respuesta a la

quimioterapia que su médico le indique. Posteriormente, el grupo de investigadores

tendremos acceso a su expediente clinico, para registrar la respuesta al tratamiento y los

efectos secundarios y grado de los mismos que presente.
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El material genético serd utilizado exclusivamente para fines de esta investigacion. En
caso de que futuras investigaciones requieran del uso de esta muestra, se le informara y
solamente podra utilizarse si usted acepta participar y firmar un nuevo consentimiento

informado.

¢POR QUE SE ME SELECCIONO?

Se le invita a participar porque usted recibird un tratamiento que incluye dos
medicamentos que se llaman metotrexate y citarabina, ambos necesarios para el

tratamiento de su enfermedad.

¢ EN QUE CONSISTIRA MI PARTICIPACION EN EL ESTUDIO?

Si usted acepta participar se le realizard una puncién venosa para obtener una muestra
de 15 ml a partir de la cual se obtendrd DNA (material genético) para evaluar las posibles

variaciones que influyen en la respuesta y desarrollo de toxicidad por tiopurinas.
e LAS RESPONSABILIDADES DEL SUJETO.

Al aceptar participar en este estudio, se le solicita atentamente asistir a sus consultas en
las fechas que le indiqgue su médico, para poder evaluar la respuesta al tratamiento.
También le pedimos informar a su hematdlogo tratante de cualquier malestar que
presente durante su tratamiento. Si usted se muda o no regresa a la clinica, podran tratar

de llamarlo(la) para dar con usted y averiguar como se encuentra.

e lIl. LOS BENEFICIOS ESPERABLES, Y UNA MENCION CATEGORICA DE QUE
NO SE ESPERAN BENEFICIOS CLINICOS PARA EL SUJETO, CUANDO SEA
EL CASO.

Este estudio pretende evaluar variaciones (polimorfismos) en su material genético, que
permitiran en un futuro probablemente seleccionar a los pacientes con mayor respuesta al

tratamiento que va a recibir.
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e |V. GASTOS ADICIONALES, COMPENSACIONES Y PAGO POR LESIONES
RELACIONADAS CON EL ESTUDIO.

A usted no se le cobrard ningln costo por la toma de muestra y procesamiento de la

misma. No recibira ninguna remuneraciébn por su participacion, ni pago por

indemnizaciones.

El tratamiento que el médico indique para su enfermedad, estard a su cargo. Esta
investigacion no pagara por su tratamiento o otros estudios de laboratorio que requiera

para su atencion.

e V. QUE EL CONSENTIMIENTO IMPLICA PERMITIR EL ACCESO A SU
EXPEDIENTE MEDICO A TERCEROS, CON UNA INDICACION DE LOS
MISMOS (QUE DEBERA INCLUIR AL COMITE). QUE TAL ACCESO SE
REALIZARA CON RESPETO A SU PRIVACIDAD, Y QUE NO SE PUBLICARA
SU IDENTIDAD, EN TANTO EN CUANTO LO PERMITA LA LEY.

La informacién reunida para el estudio serd confidencial. EI grupo de investigadores
tendra acceso a su expediente clinico y los resultados seran capturados en una base de

datos, donde usted no podra ser identificado.

Podremos publicar los resultados del estudio o presentarlos en reuniones profesionales,
pero su nombre no se divulgara, ni se mencionara en ningun informe o publicacién. No es
posible que terceras personas, amigos, o allegados suyos sepan de su enfermedad y
conozcan otras cosas Unicas acerca de su edad, sexo o enfermedad que pudieran

identificarlo a usted en una publicacién.

e VI. QUE RECIBIRA OPORTUNAMENTE CUALQUIER INFORMACION NUEVA
QUE PUDIERA AFECTAR A SU DESEO DE PERMANECER EN EL ESTUDIO.

Una vez obtenido el resultado de esta prueba en sangre, tanto usted, como su médico

tratante seran informados del resultado.

e VII. LAS PERSONAS A CONTACTAR EN CASO DE TENER PREGUNTAS
SOBRE EL ESTUDIO, CON SU NOMBRE COMPLETO Y TELEFONO DE
CONTACTO.
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Cualquier pregunta que usted pueda tener acerca de cualquier aspecto del estudio, ahora
0 en cualquier momento en el futuro. Le alentamos a que obtenga respuestas a todas sus
preguntas comunicandose con la Dra. Myrna Gloria Candelaria Hernandez, al 56-28-04-
79, investigadora principal.

Es posible que quiera que un amigo o familiar lea el formulario y hable con el médico del
estudio junto con usted. Usted puede también hablar con su médico personal acerca de lo

gue debe hacer. Hablar de las cosas puede ayudarle a tomar la decisién correcta.

e VIII. LAS PERSONAS (Y SUS TELEFONOS) A CONTACTAR EN CASO DE
TENER PREGUNTAS ACERCA DE SUS DERECHOS COMO PARTICIPANTE
EN EL ESTUDIO, O EN CASO DE CREER QUE HA SUFRIDO UNA LESION
COMO RESULTADO DE SU PARTICIPACION. ESTAS PERSONAS SERAN
MIEMBROS DEL COMITE Y SU IDENTIDAD SE COMUNICARA A LA
COMUNIDAD DE INVESTIGADORES PARA QUE PUEDAN TENERLO EN
CUENTA A LA HORA DE REDACTAR LOS CONSENTIMIENTQOS.

Para informacién acerca de los derechos de los sujetos de investigacion, usted puede
comunicarse con el Secretario Técnico del Comité de Etica, Dra. Mary Cruz Pérez
Amador, al teléfono 56.28-04-00, extension 338.

e IX. LA DURACION ESPERADA DE LA PARTICIPACION DE CADA SUJETO.

Si usted decide participar, se revisara su expediente durante 12 meses para conocer el

estado de su enfermedad.

e X. EL NUMERO DE SUJETOS A INCLUIR EN TODO EL ESTUDIO Y EN EL
CENTRO DEL INVESTIGADOR.

Se incluiran aproximadamente 30-35 pacientes en esta Institucion.

e XI. UNA MENQION EXPLICITA Y BIEN DIFERENCIADA QUE INDIQUE QUE LA
PARTICIPACION ES TOTALMENTE VOLUNTARIA Y QUE EL SUJETO PUEDE:
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Su participacion es completamente voluntaria. Usted puede optar por no participar, y
puede retirar su consentimiento en cualquier momento. Es decir, si una vez tomada la
muestra de sangre usted decide que no se analice, ésta no se procesara. Su decision
acerca de la participacion no afectara a la atencion que recibe en el hospital, ahora o en el
futuro. Sin embargo, aun si usted se retira del estudio, los médicos del estudio
agradecerian poder examinar sus registros meédicos en el futuro para ver como le ha ido a
usted, pero usted puede también negarse a que se haga ésto. Si usted cambia de

parecer, se le atenderd igual que a cualquier paciente.

Le agradecemos su consideracion. Si esta dispuesto(a) a participar en esta investigacion,

por favor, firme a continuacion.

Autorizacion:

Yo, , he leido todo lo antes mencionado, se

me han contestado mis preguntas y, por voluntad propia, doy mi consentimiento a
participar en este estudio de investigacién, en el entendido de que el mismo incluye un
examen por el personal de investigacion de mis registros médicos para anotar mi
diagnéstico definitivo y resultado del tratamiento. Este consentimiento seguird en vigor
hasta la recopilacion completa de los datos del estudio, a menos que yo retire mi
consentimiento. Mi firma a continuacién indica que he recibido una copia de este

formulario de consentimiento.

Nombre y (Firma del Participante) (Fecha)

Direccion Teléfono
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INVESTIGADOR:

Nombre y firma de la persona que obtiene el consentimiento

TESTIGOS

Nombre y (Firma del testigo 1)

Direccion

(Fecha)

(Fecha)

Nombre y (Firma del testigo 2)

Teléfono

Direccion

(Fecha)

Teléfono
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