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Titulo de la tesis
“Variantes alélicas en genes de CYP450 asociadas a respuesta a tratamiento en

pacientes con tumores solidos tratados con ifosfamida”
Autor: Dr. César Alejandro Galvan Diaz

Tutor: Dr. Martin Pérez Garcia

Cotutor: Dra. Luz Maria Torres Espindola

Introduccion

El cancer en los nifios representa la segunda causa de muerte después de los
accidentes vehiculares, dentro de los canceres las leucemias y los linfomas
ocupan la primera y segunda causa de cancer infantil seguido de los tumores
§élidos con mas del 40% de incidencia para el total de cancer infantil

El tratamiento que se utiliza en la terapia oncoldgica incluye a la ifosfamida que a
pesar de ser muy eficaz en el tratamiento también ocasiona serios eventos
adversos como la toxicidad? que son diferentes en cada individuo y esto es gracias
entre otros factores a las enzimas metabolizadoras. Se han descrito polimorfismos
genéticos de enzimas metabolizadoras de farmacos antineoplasicos que incluyen
a varios citocromos P450 (CYP450).° Por lo que el conocimiento sobre la
asociacion entre las variantes genéticas de los CYP450 y la respuesta al
tratamiento con ifosfamida, permitira identificar y definir si existe asociacién entre
estos factores.

Es importante estudiar estas variaciones en nuestra poblaciéon debido a la
heterogeneidad genética que se presenta en nuestro pais aunado a la importancia
de la respuesta al tratamiento como base y objetivo final de la terapéutica de estas
patologias.

Con los posibles hallazgos se podra determinar si existe una relacion entre los
pacientes que tengan polimorfismos en CYP450 y su respuesta al tratamiento con
ifosfamida y como consecuencia generar una mayor y mejor calidad de vida de los
pacientes a quienes se les proporcionaria un tratamiento alternativo. Esta tesis
busca fortalecer la necesidad de la existencia de los esquemas individualizados de
guimioterapia.



Antecedentes

Aspectos epidemioldgicos

En la actualidad el cancer en la poblacion pediatrica representa un problema de
salud publica, ya que la tasa de incidencia y mortalidad se ha disparado en forma
desproporcional. De Enero del 2005 hasta diciembre del 2012 se registraron en
México 14,178 pacientes con cancer, el mads comun correspondié a leucemia
(49.8%), seguido de linfomas (9.9%), con un importante porcentaje para los
tumores solidos (40.3%).* En nuestro pais la base de datos del Sistema Nacional
en Salud reporta a los tumores solidos como una de las principales causas de
morbilidad en nuestro pais (7069 egresos hospitalarios del 2009 al 2011).* La tasa
de prevalencia en México del 2012 de los principales tumores de este grupo se
presentan en la tabla 1.

Tumor Prevalencia
Neoplasias intracraneales 10.3
Tumores de células germinales 5.6
Sarcoma de partes blandas 4.1
Retinoblastoma 3.7
Tumores renales 3.2
Osteosarcoma 2.8

Tabla 1: Tasa de prevalencia en nifios con cancer del Seguro Popular 2012 *

Tumores soélidos en pediatria

La mayoria de los tumores solidos en edad pediatrica son de origen embrionario y
son el producto de mutaciones genéticas en genes predisponentes, oncogenes 0
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 érganos y tejidos a
corto o a largo plazo, e incluso segundas neoplasias debidas a los tratamientos
utilizados para curar el tumor primario.”

Tumores del sistema nervioso central

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) se dividen por su localizaciéon en
supratentoriales que representan del 30 al 50% y son mas frecuentes en adultos,



tumores de linea media entre el 10 y 15% y los mas frecuentes en nifios, los
infratentoriales que cuentan alrededor del 50 al 60% de estos tumores. Existen
sindromes que aumentan el riesgo de desarrollar un tumor cerebral, estos
sindromes son: S. de Cowden, S. de Li-Fraumeni, Neurofibromatosis | y II, S. del
Nevus Basocelular, Esclerosis Tuberosa, S. de Turcot y S. de von Hippel-Lindau,
sin embargo solo el 10% de los nifios con un tumor cerebral tienen un sindrome
hereditario que les coloca en una situacién de riesgo aumentado para el desarrollo
de este tipo de tumores.®

Sarcomas de tejidos blandos

Los sarcomas de tejidos blandos (STB) se originan del mesénquima primitivo,
incluye a las neoplasias del musculo (estriado y liso), tejido conectivo (fibroso,
adiposo), tejidos de soporte (sinovial, fascia) y tejido vascular (vasos sanguineos y
linfaticos). Aunque es un tumor derivado del mesénquima primitivo y se cree que
su origen es en las células musculares primitivas, se puede presentar en cualquier
parte del cuerpo con excepcion del hueso. Los sitios mas frecuentes se describen
en la Tabla 2:’

Localizacion Porcentaje
Cabezay cuello 28%
Extremidades 24%
Aparato Genitourinario 18%
Tronco 11%

Orbita 7%
Retroperitoneo 6%

Tabla 2: Localizacion de los sarcomas de tejidos blandos.’

Retinoblastoma

El retinoblastoma es el tumor intraocular mas frecuente en la infancia, aunque es
relativamente infrecuente pues representa aproximadamente 3% de todos los
canceres presentes en nifios menores de 15 afios.® Es iniciado por la mutacion o
delecién del gen RB1 el cual fue el primer gen supresor de tumores localizado en
el cromosoma 13, asi como también puede condicionar incremento en el riesgo de
segundas neoplasias como de pulmén, hueso, vejiga y tejidos blandos
especialmente en nifios que recibieron tratamiento con radiacion.’

El 60% de los casos se presenta de forma esporadica y 40% germinal (25% con
historia familiar positiva). Unilateral, bilateral e incluso trilateral, generalmente
aparece antes de los 2 afios de edad y 95% de los casos se diagnostican antes de
los 5 afios. Aproximadamente 60 a 70% de los casos son unilaterales y unifocales,
mientras que 30 a 45% presenta una enfermedad bilateral multifocal.



El prondstico esta directamente relacionado con la edad al momento del
diagndstico, razon por la cual se recomiendan diferentes pruebas de tamizaje en
todo nifio recién nacido hasta los 5 afios de edad como la pérdida del reflejo de ojo
rojo. Los hallazgos mas frecuentes son la leucocoria (50-60%), el estrabismo y los
signos inflamatorios. El tratamiento depende de la lateralidad, localizacién
intraocular y extensién del tumor.*°

Tumores renales

Los tumores renales se dividen en tumor de Wilms y tumores renales no Wilms. El
tumor de Wilms es uno de los tumores abdominales mas comunes de la infancia y
el mas frecuente en rifiones, esta asociado con ciertos defectos congénitos como
malformaciones en el aparato urinario, aniridia y hemihipertrofia.** Por su parte los
tumores renales diferentes al tumor de Wilms tienen un comportamiento clinico y
un prondstico distintos, y son menos frecuentes. Después del tumor de Wilms, el
sarcoma de células claras de rifiones es el segundo tumor renal mas comun.
Desde 1978 se describi6 como una entidad diferente, al igual que el tumor
rabdoigle del rifidn; este dltimo es mas usual en lactantes menores de dos afios de
edad.

Osteosarcoma

El osteosarcoma es el tumor primario maligno de hueso mas frecuente, representa
el 56% de este grupo, se caracteriza por la produccion de matriz osteoide por las
células malignas, ocurre tipicamente en huesos y rara vez en tejidos blandos.
Tiene una distribucion por edad bimodal, con un primer pico en la segunda década
de la vida, es raro antes de los cinco afios™®, el segundo pico es por arriba de los
60 afios y en este grupo frecuentemente se relaciona a enfermedad de Paget o
radiacion previa.Algunos estudios sugieren que la disrregulacién del gen p53
(proteina supresora de tumores) y el gen Rb, que son esenciales para el desarrollo
de Osteosarcoma en humanos.'*Los hombres se ven afectados con mayor
frecuencia, con una relacion hombre: mujer de 1.6:1.5 Usualmente surge en las
metafisis de los huesos largos de las extremidades, siendo mas comun alrededor
de la rodilla, la afeccion del esqueleto axial y huesos craneo-faciales es mas
comun en adultos. Los datos clinicos son dolor y aumento de volumen (rodilla u
hombro), se refiere clasicamente que el dolor aumenta por la noche y se presenta
4 meses antes.*

Histologicamente se clasifica como clasico con las variantes osteoblastica (50%),
fibroblastica (25%), condroblastica (20%) y telangiectasica (5%).%

El tratamiento curativo del Osteosarcoma consiste de cirugia y quimioterapia, con
una sobrevida libre de enfermedad (SLE) de mas del 60% en enfermedad no
metastasica.™®

Tratamiento de los tumores sélidos

Ademas del tratamiento quirdrgico en algunos tumores la poliquimioterapia
(sistémica, regional o mixta) son la base del tratamiento de los tumores solidos



susceptibles a tratamiento, entre las principales esquemas se encuentra el
esquema ICE (Ifosfamida con una dosis de 1.8gr/m2, Carboplatino y Etoposido por
5 dias)’, radioterapia con placas, fotocoagulacién, crioterapia y en casos
particulares como para el tratamiento del Retinoblastoma termoterapia transpupilar
asi como la implementacion de terapias conjugadas y multidisciplinarias para
incrementar la taza de curacion y en los caso que aplique la conservacion de la
funcionalidad del érgano afectado (preservaciéon del globo ocular y la visién o de la
funcién renal segun sea el 6rgano afectado).'®

La Ifosfamida en Oncologia

La ifosfamida es un farmaco alquilante y como agente alquilante no es fase
especifico, por lo que puede actuar en cualquier fase del ciclo celular por lo que
mata a la célula maligna pero también dafia seriamente tejido sano. Es muy usado
en la quimioterapia con éxito terapéutico para tumores solidos como sarcomas y
para neoplasias hematolégicas como leucemia linfocitica aguda y linfoma no
Hodgkin.*®

Mecanismo de accion de los farmacos alquilantes

El resultado de la alquilacién directa del ADN de células blanco provoca
degradacion del DNA y RNA e inhibicion 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 actla en una capacidad
antiangiogénica destruyendo las células progenitoras endoteliales circulantes.®

En la actualidad existe controversia en cuanto a la eficacia antitumoral debido a
gue la mayoria de los farmacos son creados en base a las necesidades de la
poblacién caucésica y los resultados son extrapolados a otras poblaciones como
la nuestra.'’

Farmacocinética de la ifosfamida

La ifosfamida 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, CYP3AS5,
también participan las isoformas CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9. La
ifosfamida se descompone en los metabolitos 2-dicloro etil ifosfamida, 3-dicloro etil
ifosfamida y cloroacetaldehido (neurotdxico) mediante las enzimas CYP3A4,
CYP2B6, CYP3A5 asi como en los metabolitos 4 hidroxiifosfamida y Aldo
ifosfamida mediante las enzimas CYP3A5, 3A4, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9. Estos
metabolitos difunden de manera pasiva fuera de las células hepéticas, circulan y
entran pasivamente a otras células. La vida media de la ifosfamida es terminal a
dosis baja (1800 mg/m2) de 4 a 7 horas, a dosis alta (3800 a 5000 mg/m2) de 11 a
15 horas, se elimina del 60 al 80% de una dosis en la orina como farmaco sin
modificar y metabolitos, los pardmetros de vigilancia son: Biometria hemética



completa con diferencial y plaquetas, diuresis, analisis de orina, pruebas de
funcién hepatica y renal; electrolitos séricos.*®

Farmacogenética de la ifosfamida en relacién a la respuesta al tratamiento

Cada individuo reacciona de manera diferente a los agentes quimioterapéuticos y
puede ocurrir que un paciente reaccione favorablemente a la quimioterapia
“respondedor” 0 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 todo esto es gracias a diversos factores tanto
genéticos como no genéticos. Estos factores pueden afectar la absorcién, y
distribucion del farmaco, su interaccion con el sustrato (receptor y/o enzima), su
metabolismo (funcién hepatica) y su excrecién (funcidén renal). La ifosfamida es
metabolizada por CYP2B6, CYP3A4, CYP3A5, 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, CYP3A4/5.18"® Los
genes CYP pertenecen a una superfamilia de genes citocromoP450 (CYT 450)
esta 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 CYP2DG6,
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
poblacién a personas con diferente metabolismo a farmacos.®

Respuesta al tratamiento

La Organizacion Mundial de la Salud define criterios para estadificar la respuesta
para lesion blanco y divide esta en 4 apartados:

» Respuesta completa: Desaparicion de todas las lesiones blanco

* Respuesta parcial: Disminucion de al menos, el 30% de la sumatorio de los
diametros mayores de las lesiones blanco, considerando como referencia el
estudio base.

 Enfermedad estable: No cumple criterios para respuesta parcial ni para
progresion de la enfermedad.

» Enfermedad en progresion: Incremento del 20% de la sumatoria de los
diametros de las lesiones blanco.



Para considerar estos criterios se compara el estudio inicial al diagnéstico con el
mismo estudio realizado al momento de la valoracion de la respuesta.®

Efectos de los polimorfismos en la respuesta al tratamiento.

Existen estudios que han buscado la relacion de la concentracion subterapéutica
con el éxito o fracaso en el tratamiento. Por ejemplo el polimorfismo 516 TT se ha
asociado a falla a tratamiento en pacientes con VIH.? Su frecuencia es de 0.267,
para nuestra poblacion se observdé en una muestra de individuos residentes en los
Angeles con ascendencia mexicana una frecuencia de 0.29.

Para el gen CYP2B6*4el polimorfismo 785A>G ubicado en el exdon 5 (Lys 262ArQ)
esta asociado a metabolismo lento de Efavirenz, ademas en portadores del alelo
G se ha asociado a mala respuesta al tratamiento con doxorrubicina y
ciclofosfamida en pacientes con céancer de seno.”* La frecuencia de este
polimorfismo en poblacion europea es de 0.38 y se observé en una muestra de
individuos residentes en Los Angeles (USA) con ascendencia mexicana una
frecuencia de 0.24.

En el gen CYP2B*5 el polimorfismo 1459 C>T en el exdén 9 (Arg487Cys), se ha
observado que homocigotos para el alelo T presentan altas dosis acumuladas de
ciclofosfamida y doxorrubicina.?> En una cohorte de pacientes que recibieron
Tiotepa (farmaco para tratar tumores solidos) se observdO que pacientes
homocigotos para el genotipo TT presentaron menos exposicion a sustratos de
CYP2B6 lo que indica que presentaron fenotipo metabolizadores rapidos.*

Hipotesis
Existen variantes alélicas en los genes CYP2B6, CYP2C9 y CYP3A5 que se
asocian con respuesta desfavorable a tratamiento.

Objetivo general

Determinar si existen variantes alélicas en los genes CYP2B6, CYP2C9, y
CYP3A5 que se asocien con la respuesta a tratamiento en pacientes con tumores
sélidos tratados con ifosfamida.

Disefio de estudio

Es un estudio observacional, comparativo, prospectivo y transversal.

El reclutamiento de la cohorte inici6 a partir del inicio del tratamiento con
ifosfamida y se les dio seguimiento durante los 6 ciclos de la quimioterapia.

La exposicion estuvo definida como presencia vs ausencia de cada una de las
variantes polimorficas estudiadas en CYP2B6, CYP2C9, y CYP3AS. El disefio
permitio evaluar clinicamente a los pacientes al final de tratamiento y clasificarlos
de acuerdo a su estatus de respuesta a tratamiento (respondié vs no respondio).



Seleccidn de la poblacion

Se captaron pacientes con tumores sélidos embrionarios y sarcomas de alto
riesgo, en primer ciclo de terapia ICE (Ifosfamida, Carboplatino y Etoposido) o de
protocolo nacional para Sarcoma de Ewing (Vincristina, Doxorrubicina,
Ciclofosfamida, Ifosfamida y Etoposido).

Reclutamiento: Se llevé a cabo a partir de la preconsulta del paciente el cual se
envié a consulta externa de primera vez con diagnostico presuntivo de cancer. El
Oncélogo de Consulta Externa inicia protocolo de diagnostico incluyendo los
siguientes estudios paraclinicos: De laboratorio: BH, QS, EGO, Electrolitos
Séricos; De Gabinete: Estudio histopatolégico e inmunohistoquimica, ultrasonido,
tomografia computada. De intervencion para diagnostico: Biopsia (La muestra se
envié a patologia quien emite el reporte histopatoldgico). Habiendo diagnosticado
el cancer con su estirpe celular y su estadio, el paciente posteriormente es referido
al Oncdlogo. El médico Oncélogo eligié a los pacientes por medio de los criterios
de inclusion. A los pacientes que cubrieron dichos requisitos se les explicé el
objetivo del estudio y se les invitd a participar mediante firma del consentimiento
informado, enviandolos a la unidad de AQUA para posteriormente recibir el
tratamiento que corresponda de acuerdo con la estadificacion clinica que se haya
realizado al momento del diagndstico. El resultado del estudio no modificé el plan
terapéutico que el equipo de oncdlogos determind, de acuerdo con su plan
establecido segun los protocolos nacionales o internacionales. Al término del
tratamiento se realizaron estudios de gabinete y radiografias para valorar la
respuesta al tratamiento.

Criterios de inclusién

Se incluyeron pacientes con tumores solidos embrionarios y sarcomas de alto
riesgo, en primer ciclo de terapia ICE, o de protocolo nacional para Sarcoma de
Ewing, menores de lafio y hasta los 17 afios, cualquier género. Todos los
pacientes que se incluyeron firmaron una carta de consentimiento Informado por
parte de los padres y/o tutores, en el caso de pacientes mayores a 12 afios
firmaron carta de asentimiento.

Todos los pacientes captados fueron “mestizo mexicanos”, que se definen como
individuo que naci6é en México, asi como sus dos generaciones anteriores (padres
y abuelos) y se evalué mediante un cuestionario.

Criterios de exclusién

Pacientes con transfusién sanguinea con paquete eritrocitario no desleucocitado,
desnutricion de grado Il y/o cualquier alteracién que afecte la determinacién de los
niveles del farmaco, pacientes que no estén en el primer ciclo con Ifosfamida,
pacientes con dafio renal o hepatico, pacientes que no sean “mestizo mexicanos”.



Criterios de eliminacidn

Pacientes a quienes se les retird el farmaco de la quimioterapia, que no acudieron
regularmente a su tratamiento (No apego al tratamiento: determinado por un
porcentaje menor al 5% de administraciones efectivas), que retiraron
voluntariamente su consentimiento y/o asentimiento para participar en el estudio y
aquellos pacientes en los que no se obtuvo un DNA de buena calidad para la
genotipificacion y/o cuantificacion del farmaco. Pacientes en quienes no se
completaron las 3 muestras al final del estudio, pacientes que no completaron la
valoracion de respuesta al tratamiento.

Metodologia

Toma de la muestra

Se tomaron 3 muestras de sangre a los pacientes; una muestra de sangre
periférica de 3 mL para el andlisis de su material genético y las otras dos muestras
en gota de sangre por puncion capilar (5 gotas) en tarjetas Guthrie 903 para
cuantificacion de ifosfamida se tomaron a las 12 y 24 hrs después de terminar la
Gltima dosis por infusion con ifosfamida.

Para la puncién capilar, se utilizd una lanceta automatica y retractil Contact-
Activated de la marca BD Microtainer® en un dedo de cualquier mano, la cual se
realizd en un solo disparo una perforacion de 2mm de profundidad x 1.5mm de
didmetro. Una vez que se obtuvo el goteo de sangre se elimind la primera gota
obtenida, y las subsecuentes seran colocaron en una tarjeta Guthrie 903 y se dejo
secar por 3 horas a temperatura ambiente y protegida de la luz solar en posicion
horizontal. Posteriormente las muestras se colocaron en bolsas de plastico de baja
permeabilidad a los gases con desecante afiadido para reducir la humedad y se
almacenaron a temperatura ambiente hasta el analisis de las muestras.

Extraccion de ADN a partir de sangre periférica.

A partir de 1 mL de sangre se extrajo el DNA mediante QIAmp DNA Mini kit, las
muestras de DNA se cuantificaron por espectrofotometria (Nanodrop) y se
conservaron a 4°C hasta su analisis.

Genotipificacion mediante el ensayo de discriminacion alélicas por sondas
TagMan®

El analisis de los genotipos se llevd a cabo por medio del ensayo de
discriminacion alélica utilizando sondas TagMan. Para cada ensayo de
discriminacion alélica se obtuvieron sondas especificas marcadas con fluoréforos
diferentes en el extremo 5, VIC para el alelo 1 y FAM para el alelo 2 de Applied
Biosystems, ambas sondas se caracterizan 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
polimérfica, la sonda TagMan también hibrida con su secuencia homologa.
Durante la PCR, la AmpliTag 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 reaccion,
sélo 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 cuantificé la fluorescencia de cada muestra en un equipo Step One,
utilizando el software SDS 2.2.1 para discriminacion alélica (Applied Biosystems
Foster City, CA, USA).

Las sondas que se emplearon son las siguientes:

Gen rs
CYP2B6*2 8192709
CYP2B6*5 3211371
CYP2B6*6 3745274
CYP3A5*3 776746
CYP2C9*3 1799853

Tabla 3: Sondas empleadas para el estudio.

Evaluacion de la respuesta a tratamiento

Al término del tratamiento se repitio el estudio de gabinete (TC de alta resolucion,
REM o PET) para valorar la respuesta tumoral segun criterios establecidos para
determinar cuatro niveles de respuesta al tratamiento en base a la reduccion de
los diametros de las lesiones tumorales acumuladas y presencia de datos
radiologicos sugestivos de necrosis, siendo esta dividida: 1.Respuesta completa:
90% o mas de reduccion de las lesiones, 2.Respuesta parcial: Reduccion del
tamafio tumoral entre 50 y 89% en el tamafio acumulado de las lesiones,
3.Respuesta estable: Reduccién del tamafio tumoral presente pero menor al 50%
del tamafio en el estudio Inicial o0 4.Progresién de la enfermedad. En base al tipo
de tumor se considerd respuesta al tratamiento una respuesta tipo 1, 2 y 3 en
aguellos tumores donde la indicacion de quimioterapia era como Tratamiento
Neoadyuvante y 4 como sin respuesta al tratamiento; o0 1 y 2 como respuesta y por
su parte respuesta tipo 3 y 4 como sin respuesta al tratamiento cuando la intencién
del tratamiento no es la Neoadyuvancia sino la medida terapeutica principal.

Monitoreo de niveles de Ifosfamida en gota de sangre seca

Se monitorearon los niveles de ifosfamida a las 12 y 24 horas de término de la
ultima dosis de Ifosfamida en muestras de gota de sangre seca, las gotas de
sangre se recogieron en Tarjetas de papel Whatman903 y se dejaron secar por 3
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horas protegidas de la luz. Se perforaron cinco discos de 3 mm de cada gota de
sangre seca.

Se monitoreo la concentracion de ifosfamida por el método UPLC-MS / MS. Se
utilizé acetonitrilo y acetato de etilo para la extraccion del farmaco. La separacion
cromatografia se llevé a cabo en un equipo Acquity UPLC con una columna BEH-
C18, 2,1 x 100 mm, 1,7 mm (Waters).

Analisis estadistico

Se realiz6 andlisis univariado por medio de medidas de frecuencia y proporciones
para las variables clinicas y epidemiologicas y se obtuvieron frecuencias alélicas y
genotipicas de los genes CYP2B6, CYP2C9 Y CYP3AG.

En el analisis bivariado, se compararon las medianas de niveles de ifosfamida
entre los pacientes de acuerdo a genotipo, mediante prueba de Kruskal Wallis.

Finalmente se realizaron las curvas de Kaplan Meier para evaluar factores
predictores de respuesta a tratamiento y sobrevida en pacientes con tumores
sélidos tratados con ifosfamida. Para la comparacién de las curvas se utilizé la
prueba de log rank test. Un valor de p menor de 0.05 fue considerado como
estadisticamente significativo.

Aspectos éticos

De acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud. Titulo Il (de los aspectos éticos de la
investigacion en seres humanos), capitulo I, Art 13 (respeto, dignidad y proteccién
al paciente), Art 14 (se ajusta al principio cientifico y se realizara al tener la
aprobacién del Comité de Etica), Art 16 (Articulo 17, Seccion Il (investigacion con
riesgo mayor al minimo), se anexa hoja de consentimiento informado, Art 18

Se tomaran en cuenta las disposiciones de Buenas Practicas Clinicas. Los
resultados de este estudio se presentardn de manera agrupada por lo que se
mantendra la confidencialidad de la informacion de los participantes del estudio.
Todo participante después del estudio sera referido para su atencién médica y/o
hospitalizaciéon de manera oportuna. El presente estudio no interferird y/o
modificara de alguna manera el régimen de quimioterapia implementado por el
oncélogo. Este protocolo ya ha sido aprobado por los comités de investigacion y
ética del instituto registro 068/2013.
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Resultados.

Se incluyeron 24 pacientes, de los cuales 16 fueron hombres (66.6%), 8 mujeres
(33.33%), se incluyeron pacientes entre 0 y 17 afios de edad, con edad promedio
de 7 afos, la edad mas frecuente fue menor a una afio (4 pacientes para
16.66%), se incluyeron pacientes con 10 tipos de tumores solidos diferentes, en
orden de frecuencia: Retinoblastoma (7 pacientes 29.16%), Tumor Germinal (4
pacientes 16.6%), Sarcoma de Ewing (4 pacientes), Meduloblastoma (3 pacientes
12.5%) y 1 paciente con cada uno de estos diagnosticos: Tumor de Wilms,
Glioblastoma, Neuroepitelioma, = Tumor Rabdoide, Neuroblastoma vy
Pinealoblastoma.

Diagnostico Frecuencia Porcentaje
Meduloblastoma 3 12.5
Retinoblastoma 7 29.2
Tumor Germinal 4 16.7
Tumor de Wilms 1 4.2
Sarcoma de Ewing 4 16.7
Glioblastoma 1 4.2
Neuroepitelioma 1 4.2
Tumor Rabdoide 1 4.2
Neuroblastoma 1 4.2
Pinealoblastoma 1 4.2
Total 24 100.0

Tabla 4: Frecuencia de diagnosticos encontrados en el estudio.

Se incluyeron pacientes con dos esquemas de tratamiento distinto, ambos
incluyen a la Ifosfamida, un total de 21 pacientes con esquéma ICE que incluye
Ifosfamida (IFM), Carboplatino (CBP) y Etopésido (VP16), y 3 pacientes que
recibieron Ifosfamida como parte del protocolo nacional para sarcoma de Ewing
gue incluye inicialmente esquéma con Vincristina (VCR), Ciclofosfamida (CFM) y
Doxorrubicina (DOXO), seguido de IFM y VP16. Durante estos protocolos los
pacientes completaron entre 2 (1 paciente) y 6 ciclos (16 pacientes) con
Ifosfamida.

De los 24 pacientes 21 presentaron respuesta al tratamiento, se describe el tipo de
respuesta en la tabla 5.

12



Tipo de respuesta Frecuencia Porcentaje
Reduccion tumoral > 90% 9 375
Reduccion tumoral 50- 10 41.7
90%

Reduccion tumoral < 50% 2 8.3
Progresion de la 3 12.5
enfermedad

Total 24 100.0

Tabla 5: Frecuencias de respuestas encontradas en el momento de la valoracion
de la respuesta al tratamiento.

Se presentaron 4 defunciones durante el seguimiento en el tratamiento de los 24
pacientes, que representa una tasa de mortalidad global de los casos presentados
del 16.7%.

Frecuencias alélicas en genes de metabolismo de la ifosfamida.

Se estudiaron 3 polimorfismos del gen CYP2B6: Para rs8192709 y rs3745274 se
estudiaron 23 pacientes y para el polimorfismo rs3211371 con 24 pacientes
analizados; 1 polimorfismo para CYP3A5 (rs776746) y 1 para CYP2C9
(rs1799853) ambos con 24 pacientes para su estudio.

Se determinaron frecuencias genotipicas y alélicas para cada polimorfismo, se
detallan resultados individuales en las siguientes secciones.

Frecuencia del rs8192709 en el gen CYP2B6.

Se analizo el rs8192709 en 23 pacientes para lo que se encontraron 0 pacientes
con el polimorfismo, 1 paciente con genotipo heterocigoto y 22 pacientes con
genotipo normal.

Genotino Normal 96%
Genotipo heterocigoto 4%

Genotipo polimorfico 0%
Frecuencia alélicaC 98%
Frecuencia alélicaT 2%

Tabla 6: Frecuencias genotipicas y alélicas para el rs8192709 en el grupo
estudiado de 23 pacientes.
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Frecuencia del rs3211371 en el gen CYP2B6.

Se analizé el rs3211371 en 24 pacientes para lo que se encontrd 1 paciente con
la variante polimoérfica, 0O pacientes con genotipo heterocigoto y 23 pacientes con
genotipo normal tabla 7.

Genotipo normal  96%
Genotipo heterocigoto 0%

Genotipo polimérfico 4%
Frecuencias alélicas C 96%
Frecuencias alélicas T 4%

Tabla 7: Frecuencias genotipicas y alélicas para el rs3211371.

Frecuencia del rs3745274 en el gen CYP2B6.

Se analizo el rs3745274 en 23 pacientes para lo que se encontraron 3 pacientes
con genotipo homocigoto para el alelo polimorfico, 13 pacientes con genotipo
heterocigoto y 7 pacientes con genotipo normal tabla 8.

Genotipo normal 30%
Genotipo heterocigoto 57%

Genotipo polimorfico 13%
Frecuencias alélicas G 59%
Frecuencias alélicas T 41%

Tabla 8: Frecuencias genotipicas y alélicas para el rs3745274.

Frecuencia del rs776746 en el gen CYP3A5

Se analiz6 el rs776746 en 24 pacientes, encontrando 15 pacientes con el
polimorfismo, 8 pacientes heterocigotos y 1 paciente con la variante normal tabla
9.

Genotipo normal  83%
Genotipo heterocigoto 33%

Genotipo polimérfico 4%
Frecuencias alélicas T 20%
Frecuencias alélicas C 80%

Tabla 9: Frecuencias genotipicas y alélicas para el rs776746.

Frecuencia del rs1799853 en el gen CYP2C9.

Se analiz6 el polimorfismo rs1799853 en 24 pacientes encontrando Unicamente 1
paciente heterocigoto y 23 pacientes sin el polimorfismo tabla 10.
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Genotino Normal 96%
Genotipo Heterocigoto 4%

Genotipo polimdérfico 0%
Frecuencias alélicas C 98%
Frecuencias alélicas T 2%

Tabla 10: Frecuencias genotipicas y alélicas para el rs1799853.

En la tabla 11 se describen todos los polimorfismos estudiados y su frecuencia de
presentacion, de los 5 polimorfismos estudiados, se encontr6 a rs3745274 y a
rs77646 con presentacion polimoérfica en mas del 10% de los caso analizados,
contando con 13% y 63%, por lo que se tomaron como base para las siguientes
comparaciones.

Gen/Polimorfismo Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
CYP2B6 N CcC CT TT N C T
rs8192709 23 22 1 0 46 44 1
% 96% 4% 0% % 98% 2%
rs3211371 24 22 0 1 48 45 3
% 96% 0% 4% % 96% 4%
N GG GT TT N G T
rs3745274 23 7 13 3 46 27 19
% 30% 57% 13% % 60% 40%
CYP3A5 N TT TC ccC N T C
rs776746 24 1 8 15 48 10 38
% 4% 33% 63% % 20% 80%
CYP2C9 N CcC TC TT N C T
rs1057910 24 23 1 0 48 47 1
% 96% 4% 0% % 98% 2%

Tabla 11: Frecuencias genotipicas y alélicas en los genes CYP2B6, CYP3A5 y
CYP2Co.
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Factores pronostico para sobreviday respuesta al tratamiento

En el grafico 1 se muestra la comparaciéon de la presencia (genotipo heterocigoto u
homocigoto para el alelo menor) o ausencia (genotipo normal) de la variante
rs3745274 en CYP2B6 durante el periodo de seguimiento desde el diagndstico
hasta el dltimo ciclo de quimioterapia con Ifosfamida en relacion con la
supervivencia, no se observan diferencias significativas (p=0.75).

rs3745274
(CYP2B6)

I HOMOCQOM s & 30 menor
HI20CQ00 0 Noma

o o o
5 o w
1 1 1

Supervivencia acumulada

o
L)
L

0,04

1 L L ¥
00 100,00 200,00 300,00 400,00
Dias de evolucion

Gréafico 1. Genotipo como factor prondstico para sobrevida, comparacion del
genotipo normal vs heterocigotos + homocigotos para el alelo menor en el caso
del polimorfismo rs3745274 en CYP2B6.
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En el gréfico 2 se muestra la comparacion de la presencia (homocigoto para el
alelo menor) o ausencia (genotipo normal 6 genotipo heterocigoto) de la
rs3745274 en CYP2B6 durante el periodo de seguimiento desde el diagndstico
hasta el dltimo ciclo de quimioterapia con Ifosfamida en relacion con la
supervivencia, no se observan diferencias significativas (p=0.34)
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Gréafico 2. Genotipo como factor prondstico para sobrevida, comparacion de la
presencia (homocigoto para el alelo menor) o ausencia (genotipo normal 6
genotipo heterocigoto) de la variante rs3745274 del gen CYP2B6.
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En el grafico 3 se muestra la comparacion de la presencia (genotipo homocigoto
para el alelo menor) vs ausencia (normal + heterocigoto) durante el periodo de
seguimiento desde el diagndéstico hasta el ultimo ciclo de quimioterapia con
Ifosfamida en relacibn con la supervivencia, no se observan diferencias
significativas (p=0.48).
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Gréfico 3. Genotipo como factor prondstico para supervivencia, comparacion de la
presencia (homocigoto para el alelo menor) vs ausencia (normal + heterocigoto)
para el polimorfismo rs776746 en el gen CYP3AS5.
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En el grafico 4 se muestra la comparacion de la presencia (homocigoto para el
alelo menor) vs ausencia (normal + heterocigoto) del polimorfismo rs776746 del
gen CYP3A5 durante el periodo de seguimiento desde el diagnostico hasta el
altimo ciclo de quimioterapia con Ifosfamida en relacion con la probabilidad de
respuesta a tratamiento, no se observan diferencias significativas (p=0.068).
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Grafico 4: Genotipo como factor prondstico para respuesta a tratamiento,
comparacién de la presencia (homocigoto para el alelo menor) vs ausencia
(normal + heterocigoto) del polimorfismo rs776746 del gen CYP3A5.
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Niveles de Ifosfamida en gota de sangre seca

Para el estudio de niveles en sangre de Ifosfamida se consideraron 20 de los 24
pacientes, por cumplir los requisitos para la obtencién de muestra y subsecuente
determinacién de niveles de Ifosfamida en sangre, se detallan los resultados
individuales en la tabla 12.

Sexo Edad Diagndstico 12h IFOS 24h IFOS
(umol/L) (umol/L)
1 Masculino vleilstlEs e 9.37 0.7
2 Masculino 1 Retinoblastoma 5.25 3.86
3 Masculino 16 Tumor germinal 21.5 4.87
4 Masculino 3 Tumor germinal 3.43 0.4
5 Masculino 5 Retinoblastoma 12.94 0.93
6 Masculino 17 Tumor germinal 8.7 0.16
7 Masculino 1 Neuroblastoma 3.07 0.28
8 Femenino 2 Retinoblastoma 3.85 0.38
¢ Femenino 1 Retinoblastoma 3.14 0.67
10 Masculino 10 Sarcoma Ewing 16.1 15
11 Masculino 6 Tumor de Wilms 4.27 0.69
12 Masculino 12 Meduloblastoma 38.6 2.8
13 Femenino 2 Retinoblastoma 4.87 0.3
14 Femenino 13 Neuroepitelioma 74.37 5.4
15 Masculino 2 Tumor rabdoide 13.05 0.061
16 Masculino 0 Retinoblastoma 3.27 1.85
17 Masculino 3 Retinoblastoma 19.11 0.22
18 Femenino 15 Sarcoma de Ewing 16.5 2.25
19 Femenino 8 Pinealoblastoma 14.08 3.12
20 Femenino 11 Sarcoma de Ewing 19.54 2.9

Tabla 12: Resultados individuales: Se muestra Sexo, edad de captacion para el
estudio, diagnodstico, niveles en sangre de Ifosfamida (12h IFOS y 24h IFOS
corresponden a niveles de Ifosfamida en sangre expresados en yumol/L a las 12 y
24 horas respectivamente del inicio de la administracion del bolo de Ifosfamida
correspondiente).

En base a estos pacientes se determinaron los percentiles descritos en la tabla 13.

5 10 25 50 75 90 95
12Hpmol/L 3,0735 3,1530 3,9550 10,9700 18,4575 36,8900 72,5815
24Hpmol/L ,065950 ,1660 ,3200 ,8150 2,8750 4,7690 5,3735

Tabla 13: Niveles en sangre de Ifosfamida a las 12 y 24 horas; 10.97Qsp (3.95Q25
—18.45Qy75) para las 12 horas y 0.81Qsp (0.32Q25 — 2.87Q75) para las 24 horas.

Posteriormente se determind su relacion con los 2 polimorfismos encontrados en
el estudio de manera individual rs3745274 y rs776746.
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Gréfico 5. Comparacion de niveles de Ifosfamida en sangre a las 12 horas de
acuerdo a la presencia del polimorfismo rs3745274 del gen CYP2B6 en pacientes
con tumores solidos embrionarios (p=0.135).

Se realiz6 la comparacion de los niveles de Ifosfamida en sangre a las 12 horas
posteriores a la ultima dosis de ifosfamida en pacientes con el polimorfismo en
rs3745274 en CYP2B6 obteniendo una mediana de 13,05umol/L en el grupo
homocigoto para el alelo menor mutado vs 3,85umol/L encontrado en pacientes
sin mutacién o con solo 1 gen polimérfico (heterocigotos).
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Gréfico 6. Comparacion de niveles de Ifosfamida en sangre a las 24 horas de
acuerdo a la presencia del polimorfismo rs3745274 en el gen CYP2B6 en
pacientes con tumores solidos embrionarios (p=0.689).

Se realiz6 la comparacion de los niveles de Ifosfamida en sangre a las 24 horas
posteriores a la ultima dosis de ifosfamida en pacientes con el polimorfismo
rs3745274 en el gen CYP2B6 obteniendo una mediana de 0,81umol/L en el grupo
homocigoto para el alelo menor mutado vs 0,70umol/L encontrado en pacientes
sin mutacion o con solo 1 gen polimérfico (heterocigotos).
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Gréfico 7. Comparacion de niveles de Ifosfamida en sangre a las 12 horas de
acuerdo a la presencia del polimorfismo rs776746 en el gen CYP3A5 en pacientes
con tumores sélidos embrionarios (p=0.595).

Se realizd la comparacion de los niveles de Ifosfamida en sangre a las 12 horas
posteriores a la ultima dosis de ifosfamida en pacientes con el polimorfismo
rs776746 en el gen CYP3A5 obteniendo una mediana de 8,7umol/L en el grupo
homocigoto para el alelo menor mutado vs 10,97umol/L encontrado en pacientes
sin mutacion o con solo 1 gen polimérfico (heterocigotos).
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Gréfico 8. Comparacion de niveles de Ifosfamida en sangre a las 24 horas de
acuerdo a la presencia del polimorfismo rs776746 en el gen CYP3A5 en pacientes
con tumores solidos embrionarios (p=0.754).

Se realizé la comparacion de los niveles de Ifosfamida en sangre a las 24 horas de
término de la Ultima dosis de ifosfamida en pacientes con el polimorfismo
rs776746 en el gen CYP3A5 obteniendo una mediana de 1,27umol/L en el grupo
homocigoto para el alelo menor mutado vs 0,70umol/L en pacientes con el alelo
normal o heterocigotos.
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Discusion

En este trabajo se estudi6 a 24 pacientes con diagnostico de tumores soélidos
embrionarios y sarcomas de alto riesgo, 20 de ellos completaron el seguimiento
de los 6 ciclos de quimioterapia con ifosfamida y se determind si el genotipo
contribuye como factor prondstico de la respuesta a tratamiento.

La casuistica, por limitarse a tumores susceptibles a tratamiento con Ifosfamida no
es comparable con la epidemiologia nacional reportada para tumores sélidos, a
pesar de esto coincide al sumar todos los casos de tumores del sistema nervioso
central planteandolos en grupo como la neoplasia solida mas frecuente en el
estudio al igual a lo reportado’ en contraste segundo lugar encontramos al
retinoblastoma, esto en gran parte a ser la Ifosfamida parte de su esquema
quimioterapéutico de eleccién aunado a otros farmacos (ICE)™.

Se ha observado que cada individuo reacciona de manera diferente a los agentes
antineoplasicos y puede ocurrir que un paciente reaccione favorablemente a la
guimioterapia (respondedor) o que no presente ninguna respuesta al tratamiento
(no respondedor), esto se atribuye a diversos factores tanto genéticos como no
genéticos. La ifosfamida es metabolizada por genes de citocromo p450, en este
estudio se analizaron 5 polimorfismos de un solo nucleétido en una muestra de 24
pacientes con tumores solidos embrionarios que recibieron ifosfamida como parte
de su tratamiento antineoplasico.

Para rs8192709 y 3211371 en el gen CYP2B6 el alelo de mayor frecuencia fue el
normal con un 98% para el alelo C y un 96% para alelo C respectivamente. La
frecuencia fue similar a la que se reporta en las bases de datos del HAPMAP-
MEX?,

En el caso del rs3745274 del gen CYP2B6, el genotipo encontrado con mayor
frecuencia fue el heterocigoto (GT) con un 57%, el alelo de mayor frecuencia fue el
alelo T con un 41%. Este resultado contrasta con la frecuencia encontrada en el
HAPMAP-MEX de 29% para el alelo T?*. Este gen codifica para enzimas que
forman parte del proceso para la descomposicion de la Ifosfamida en 2-
dicloroetilifosfamida, 3-dicloroetilifosfamida y cloroacetaldehido™®.

Para el gen CYP3AS5 se analiz6 el rs776746 encontrando el genotipo heterocigoto
(CT) en el 33% de los pacientes, respecto a la frecuencia alélica se encontré un
80% para el alelo normal, el HAPMAP-MEX reporta un 44% en estado
heterocigoto; para las frecuencias alélicas que reporta HAPMAP-MEX 74% para el
alelo normal C y un 26% para el alelo menor (T), los resultados encontrados en
este trabajo son similares a los ya reportados en el HAPMAP de la base de datos
de NCBI-PUBMED ?*. Otro estudio que analiz6 las frecuencias alélicas en este
gen en individuos sanos mexicanos reporta una frecuencia del 90.1% para el alelo
C y un 9.8% para el alelo menor®.
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Para la variante en el gen CYP2C9 (rs1799853) se encontré una mayor frecuencia
del alelo normal (C) del 98% y un 2% para el alelo menor. Para esta variante no
hay reportes de la frecuencia génica en la base de datos HAMMAP-MEX.

Se ha mostrado que polimorfismos de un solo nucledtido en el gen CYP2B6
provocan alteracion en la actividad y expresion de la proteina, por ejemplo se ha
observado en estudios in vitro que los niveles de la proteina producto de la
variante alélica son menores en comparacion a los niveles de la proteina
producida por el alelo normal®. Estas diferencias en la actividad y expresién de la
proteina pueden alterar la respuesta al tratamiento dependiendo del genotipo de
cada individuo.

En este trabajo no se logra demostrar un efecto de las variantes alélicas en estos
genes en la respuesta al tratamiento por el numero reducido de pacientes que
concluyeron su esquema de quimioterapia (6 ciclos).

Se observé que existe una tendencia de que la variante rs3745274 contribuya a
altos niveles de ifosfamida en sangre en los pacientes con tumores sélidos
tratados con ifosfamida a las 12 hr y 24 hr. Sin embargo no alcanza a la

significancia por el reducido tamafio de muestra.

La variante rs776746 en el gen (CYP3A5) conduce a un splicing alternativo y
trunca la proteina y por lo tanto hay completa ausencia de la actividad de la
proteina. Para esta variante se observd una tendencia en la correlacion del
rs776746 del gen CYP3AS con la probable respuesta a tratamiento, al parecer los
pacientes que presentan la variante alélica en estado heterocigoto u homocigoto
para el alelo menor responden menos en comparaciéon a los que presentan la
variante normal (p=0.06) aunque para corroborar esta probabilidad hace falta
incrementar el numero de pacientes. Se analizé también si el genotipo en la
variante rs776746 provoca altos niveles de ifosfamida y se comprobé que hay una
tendencia de que esta variante contribuye a altos niveles de ifosfamida en sangre
en los pacientes con tumores solidos tratados con ifosfamida a las 12 hr y 24 hr.
Sin embargo no alcanza a la significancia por el reducido tamafio de muestra.

En términos de sobrevida la tasa global de mortalidad de los pacientes estudiados
fue del 16.7% superando la media nacional calculada en 2012 del 32%*, en
asociaciéon con los genotipos estudiados no se observan diferencias significativas
entre ausencia o presencia del polimorfismo para rs3745274, en contraste, para
rs776746 se describe a los 253 dias una tasa de mortalidad del 0.0% para
pacientes con genotipo normal vs 21.4% de mortalidad en el mismo periodo de
tiempo para los pacientes homocigotos para el alelo menor de la mutacion
rs776746. Aungue la asociacién no fue significativa por el tamafio reducido de
muestra. Hace falta aumentar el tamafio de la muestra para ver si la tendencia se
mantiene.
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Hay muy pocos estudios donde se asocie el genotipo y los niveles del farmaco asi
como la influencia del genotipo en la respuesta a tratamiento en relacion a
ifosfamida.

Conclusioén.

El presente estudio identificO una alta frecuencia alélica para el rs3745274 en
CYP2B6 y para el rs776746 en CYP3A5 en esta muestra de pacientes con
tumores sélidos y sarcomas de alto riesgo tratados con ifosfamida. Ademas,
observamos que existe una tendencia de que el genotipo contribuya como factor
prondstico de la respuesta a tratamiento asi como al incremento en los niveles de
ifosfamida en sangre en los pacientes con tumores solidos tratados con ifosfamida
en estos genes de metabolismo de la ifosfamida.

La importancia de este estudio preliminar radica en poder brindar tratamientos
individualizados, ya que al detectar metabolizadores lentos, rapidos o ultrarrdpidos
se pueda hacer un ajuste de dosis para poder obtener buena respuesta al
tratamiento con la menor toxicidad para mejorar el apego al tratamiento y lograr
una mayor sobrevida.
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