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RESUMEN

La ifosfamida (IFM) es uno de los principales farmacos empleados en la quimioterapia con
éxito terapéutico para tratar tumores sélidos (TMS), sin embargo a pesar de su alta
eficacia en el tratamiento, también ocasiona una importante toxicidad a nivel sistémico,
esto debido a que cada individuo reacciona de distinta forma, entre otros factores, gracias
a la acciéon de enzimas metabolizadoras de farmacos antineoplasicos pertenecientes a la
familia de los citocromos P450 (CYP 450). La presencia de polimorfismos genéticos en
estas enzimas puede afectar la expresion, el nivel de actividad y/o la funcion de dichas
enzimas; lo que conlleva a un incremento en la toxicidad y una mala respuesta al
tratamiento. Por lo que este trabajo tiene como objetivo, determinar si las variantes
alélicas rs1799853 y rs1057910 en el gen CYP2C9 incrementan el riesgo de desarrollar
toxicidad en pacientes pediatricos con tumores soélidos tratados con ifosfamida, por medio

del ensayo de discriminacion alélica.

Se captaron 90 de pacientes diagnosticados con algun tipo de TMS tratado con IFM;
posteriormente se obtuvo el DNA gendmico para su genotipificacion, mediante la técnica
de discriminacion alélica por sondas TagMan®. Ademas, se tomaron dos muestras
capilares de cada paciente, una a las 12 y otro a las 24 Hrs de la ultima infusion de IFM,
con la finalidad de monitorear los niveles de IFM total en sangre periférica, mediante LC-
MS en fase reversa. Finalmente se llevd a cabo el analisis estadistico con el programa

estadistico SPSS version 20.

La frecuencia del alelo T para la variante rs1799853 fue de 0.051 y para el alelo C del
rs1057910 fue de 0.011. Se encontré que para la variante rs1799853 el presentar el alelo
de riesgo (T) se asocié a mayor concentracion de IFM en sangre comparado con los
pacientes con alelo C. Finalmente, se encontré asociacidén entre los pacientes portadores
del genotipo heterocigoto (A/C) para el rs1057910 y fracaso en la respuesta al

tratamiento.

Se hallé que la toxicidad mas frecuente observada en esta cohorte de estudio fue la
hematoldgica, siendo los linfocitos el parametro mas afectado de este sistema. Los
pacientes con la variante rs1799853 presentaron 4.5 veces menor riesgo de presentar
toxicidad hematologica, comparado con los pacientes sin la variante. Para el caso del
rs1057910 se observé una asociacion entre el genotipo (A/C) y fracaso en la respuesta al

tratamiento para TMS.
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1. INTRODUCCION.

1.1 DEFINICION DE TUMORES SOLIDOS.

Los tumores solidos (TMS) son masa anormal de tejido que normalmente no

contiene quistes o areas liquidas. Los tumores solidos pueden ser benignos (no

cancerosos) o malignos (cancerosos). Los diferentes tipos de tumores sélidos se

denominan asi por el tipo de células que los forman.’

1.2 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER INFANTIL.

1.2.1 CANCER INFANTIL A NIVEL MUNDIAL.

En las ultimas décadas, los patrones epidemiolégicos de morbilidad y mortalidad

destacan mayor incidencia de cancer no solo en la poblacion adulta, sino también

en la poblacion infantil (Figura 1).
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Figura 1. Principales causas de defuncién por 100,000 habitantes, 1980-2011.2
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Cada ano, 175 mil nifios en todo el mundo son diagnosticados con cancer, de los

cuales se estima que 90 mil mueren como consecuencia de la enfermedad. Se
estima que entre el 60% y 80% de los casos ocurren en paises en vias de
desarrollo. Por lo que el cancer se ha convertido en la segunda causa de muerte
en nifos solo precedido por accidentes. El tipo mas comun de cancer es la
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), que comprende aproximadamente la mitad

de todos los casos.?

1.2.2 CANCER INFANTIL EN MEXICO.

El cancer infantil en México es un problema de salud publica, al ser la principal
causa de muerte por enfermedad entre los 5 y 14 afios de edad, cobrando mas de
2,000 vidas anuales. Esta enfermedad representa una de las principales causas
con mayor numero de afios de vida potencialmente perdidos, ya que se estima
que cada nifio que no sobrevive al cancer, pierde en promedio 70 anos de vida
productiva.®

El cancer en los nifios de 4 a15 anos representa la segunda causa de mortalidad
en México, la incidencia nacional reportada en nifios de 0 a 18 afnos durante el
periodo del 2008 al 2013 en el censo del programa del seguro popular fue de 9.4
por cada 100,000 habitantes afiliados.*

Dentro de las razones por las que la mortalidad es elevada en este grupo de

pacientes incluyen:

0

» El retraso en el diagndstico

X/
A X4

La agresividad de los tumores

>

» La condicidn clinica al inicio del tratamiento

)

+ La toxicidad de los antineoplasicos.

De acuerdo con los registros del Centro Nacional para la Salud de la Infancia y la
Adolescencia (CeNSIA), el 75% de los casos de cancer en menores de 18 anos en

México se diagnostican en etapas avanzadas de la enfermedad, lo que incrementa
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considerablemente el tiempo y costo del tratamiento, y disminuye de manera

importante la posibilidad de curarse.’
Recientemente se ha demostrado un incremento de los tumores sélidos malignos,

principalmente en los grupos de 1 a4 y 15 a 19 afios de edad.®

1.2.2.1  INCIDENCIA DE TUMORES SOLIDOS EN EL INP.

En el afio 2015, los tumores (neoplasias) ocuparon el tercer lugar (1,038 casos)
entre las diez principales causas de consulta de primera vez en el INP. De igual
forma se registraron 1,798 egresos hospitalarios, incluyendo transferencias
intrahospitalarias por tumores.” Durante este periodo, los TMS ocasionaron 33
defunciones aproximadamente, situandose en el primer lugar entre las diez
principales causas de egreso hospitalario (6,749 casos) y el segundo lugar entre

las causas de mortalidad hospitalaria con un total de 156 casos.

En la tabla 1 se muestra la frecuencia de TMS en el INP de acuerdo a lo reportado

en su agenda estadistica del 2014.2

Tabla 1. Frecuencia de Tumores Sélidos en el Instituto Nacional de Pediatria, 20145.

Linfomas ‘ 1329 ‘ 68.96
Tumores de Células 152 7.88
Germinales
Sarcoma de partes 112 5.82
blandas
Retinoblastoma ‘ 100 ‘ 5.19
Tumores renales ‘ 87 ‘ 452
Osteosarcoma ‘ 77 ‘ 3.99
Neuroblastoma ‘ 46 ‘ 2.39
Tumor de Ewing ‘ 24 ‘ 1.25
TOTAL ‘ 1927 ‘ 100
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1.3 TRATAMIENTO DE TUMORES SOLIDOS EN EDAD PEDIATRICA.

El tratamiento de las patologias oncolégicas es multimodal, dependiendo de la histologia
tumoral, y su objetivo principal, es desarrollar estrategias que minimicen la toxicidad

terapéutica, reduciendo con ello la morbimortalidad.

Los diferentes componentes terapéuticos son la quimioterapia, radioterapia,

cirugia, inmunoterapia y trasplante de médula dsea.’

1.3.1 QUIMIOTERAPIA EN EL TRATAMIENTO DE TUMORES
SOLIDOS.

La quimioterapia mantiene un importante papel como adyuvante en la reduccién
tumoral en enfermedades localizadas y como el principal tratamiento de tumores
diseminados. El propdsito de esta terapia es provocar la muerte de las células
tumorales mediante un efecto citotoxico letal; dicho efecto se dirige generalmente

al DNA o a los lugares metabdlicos esenciales para la replicacion celular.®

1.3.1.1  FARMACOS ANTINEOPLASICOS.

En el tratamiento farmacolégico del cancer es frecuente la administraciéon de
asociaciones de antineoplasicos, ya que de esta forma el tratamiento es mas
eficaz, el riesgo de aparicion de resistencia de las células tumorales al citostatico

disminuye y se pueden asociar farmacos con distinta toxicidad.

Los farmacos antineoplasicos tienen unas caracteristicas especiales que los

hacen diferentes a otros grupos farmacoldgicos:

%+ Son farmacos con un estrechisimo margen terapéutico
* Una elevada toxicidad

+ Pueden inducir la aparicion de resistencia en las células cancerosas.
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Un punto importante de las caracteristicas antes mencionadas, es la elevada

toxicidad que provocan los antineoplasicos al organismo, ésta es debida
fundamentalmente a que no actuan sélo sobre las células tumorales sino también
sobre las sanas, especialmente sobre las células con mayor velocidad de division,
como las de la mucosa digestiva, las de la médula 6sea y las de los foliculos
pilosos. Como consecuencia de este efecto citotdoxico sobre células normales
producen alteraciones gastrointestinales, anemia, trombocitopenia, leucopenia y
alopecia; muchos de estos farmacos pueden producir también esterilidad,

teratogenicidad y carcinogenicidad."
Los farmacos antineoplasicos mas comunes se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Farmacos antineoplasicos mas comunes."®

TIPO DE AGENTE TUMORES SUSCEPTIBLES TOXICIDAD
FARMACO
Alquilantes ~ Carboplatno ~ TC, TCG,NBL,TPB AHM
Cisplatino TC,TCG,NBL,0SC AN/, R, Neuro
Ciclofosfamida TMO, Amplio AN/V, SIADH, M,R, Cardio, Cistitis
Ifosfamida Amplio A, SNC,N/V,M,R, Cardio, Cistitis
Melfalan NBL,RMS, TMO M,N/V, Mucositis, Diarrea
Antimetabolitos Fluoroacilo HT, Carcinoma Gl SNC, N/V,M, Cardio, Diarrea,
Mucositis
Metotrexato OSC SNC,H,M,R, Mucositis
Antibiéticos Dactinomicina RMS, TW AH,M, N/V, Mucositis
Bleomicina TCG P, Mucositis, Piel
Adriamicina Amplio A,M,N/V, Cardio, Diarrea, Mucositis
Alcaloides Etopésido Amplio A,M,N/V, Neuro, Diarrea, Mucositis
Vincristina Amplio A, SIADH, Neuro
Vinblistina TCG A,M, Mucositis
Topotecan NBL,RMS A,H,M,N/V, Mucositis, Diarrea, Piel
Irinotecan NBL/RMS AH,M,N/V, Diarrea
Miscelaneos L-Asparraginasa Leucemia SNC, H, Pancreatitis, Coagulopatia
Esteroides TC, Leucemia AN, Metabdlicos, HT, Pancreatitis

A: Alopecia; SNC: Sistema Nervioso Central; H: Hepatotoxicidad; M: Mielosupresor; N/V: Nausea/Vémito; P: Pulmonar; R:
Renal; SIADH: Sindrome de secrecién inadecuada de ADH; HT: Hipertension; TMO: Trasplante de Médula Osea; TC:

Tumor cerebral; TCG: Tumor de células germinales; NBL: Neuroblastoma; OSC: Osteosarcoma; RMS: Rabdomiosarcoma;

TPB: Tumor de partes blandas; TW: Tumor de Wilms.
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De acuerdo a los “Protocolos técnicos para el cancer en ninos”, existen varios

esquemas de tratamiento implementados para tratar los tumores sélidos, uno de
los principales farmacos antineoplasicos para tratar estos tumores es la ifosfamida
(IFM) y se usa en combinacion con otros farmacos para diversos tumores sélidos y
linfomas en adultos y nifios'?. De manera general, el tratamiento del cancer en la
edad pediatrica con IFM ha incrementado la sobrevida hasta un 70% de los

casos.”

1.4 IFOSFAMIDA

1.4.1 PROPIEDADES DE LA IFOSFAMIDA.

La formula quimica de la IFM es C;H45CI2N2O2P y tiene un peso molecular de
261.09 (figura 2). Es una oxazafosforina alquilante perteneciente al grupo de las

mostazas nitrogenadas, dentro de la familia de los agentes alquilantes.™

O
L+ N 4
r['-—- NH-CHy-CHy -CL

Ne_

" CHy-CHy -CL

Figura 2. Estructura quimica de la Ifosfamida."

1.4.2 METABOLISMO Y FARMACOCINETICA DE LA IFOSFAMIDA.

La IFM es un profarmaco, que se administra por via intravenosa en infusion
continua; es decir la IFM se administra en su forma inactiva y posteriormente ésta
es metabolizada in vivo hasta sus metabolitos tanto activos como inactivos: 2-
dicloroetilifosfamida, 3-dicloroetilifosfamida, cloroacetaldehido, 4-hidroxifosfamida

y Aldoifosfamida.

El primer paso es cuando el farmaco es transportado especificamente por
eritrocitos hasta la célula hepatica e ingresa al interior de dicha célula mediante un
receptor desconocido; en el interior de la célula el farmaco es metabolizado

mediante la accion de las enzimas de la familia del citocromo P450 (CYP450).

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan




TESIS DE LICENCIATURA

La IFM se biotransforma inicialmente en sus metabolitos 2-dicloroetilifosfamida, 3-

dicloroetilifosfamida y cloroacetaldehido (este ultimo se ha demostrado que es
neurotoxico) mediante las enzimas CYP3A4, CYP2B6 y CYP3A5; asi como
también en intermediarios hidroxilados, 4-hidroxifosfamida y Aldoifosfamida
mediante CYP3A5, CYP3A4, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8 y CYP2C9; estos
intermediarios se desdoblan formando compuestos activos, donde después de la
B — eliminacion de la acroleina (responsable de provocar urotoxicidad), se forma la
mostaza fosforamida (alqueno)'®. (Figura 3).

Dichos metabolitos difunden de manera pasiva fuera de las células hepaticas,

circulando y entrando pasivamente a otras células.

La farmacocinética de la IFM, asi como de sus metabolitos, es compleja y aun no
se ha dilucidado por completo. En la tabla 3 se describe de manera general los

procesos farmacocinéticos de la IFM.
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Figura 3. Metabolismo de la Ifosfamida."
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Tabla 3. Farmacocinética de la Ifosfamida.'®

PROCESO DESCRIPCION

FARMACOCINETICO
Absorcion 90-100% (Pico alto en 1 hora)

Hepatico (incluyendo la activacion inicial y la subsecuente
Metabolismo degradacion).
Ampliamente distribuida en todo el organismo.
Distribucién Atraviesa la barrera hematoencefalica en cantidades limitadas.
Se elimina principalmente por el rifidn a través de la orina, el 61% de
Eliminacion una dosis de 5.0 g/m? de superficie corporal y del 12 al 18 % de una
dosis de 1.2 a 24 g/m2 de superficie corporal se excretan como
medicamento sin cambios, el resto lo hace en forma de metabolitos.
Es generalmente administrada por via intravenosa (VI), también
Vias de Administracion  puede ser bien absorbida por via subcutanea (VS) o por via oral
(VO), con reportes de biodisponibilidad de 90-100%.
La vida media de IFM es terminal a:
Vida Media < Dosis baja (1.8 g/m? de superficie corporal) de 4-7 Hrs.
< Dosis alta (3.8 a 5.0 g/m? de superficie corporal) de 11 a 15
Hrs.
Después de dosis repetidas (terapia fraccionada), ocurre una
disminucién en la vida media terminal posiblemente debida a la

autoinduccién de su metabolismo.

1.4.3 MECANISMO DE ACCION DE LA IFOSFAMIDA.

El resultado de la alquilacion directa del DNA es probablemente la reaccién
citotoxica crucial para destruir las células tumorales y de este modo bloquear la
replicacion del DNA celular y la transcripcion del RNA y, por lo tanto, la mitosis y la

sintesis de proteinas."”

La IFM no es especifica de fase del ciclo celular por lo que puede actuar en
cualquier etapa del ciclo, aunque las células son mas sensibles al final de la fase

G1 y S, teniendo mayor afinidad por los tejidos de proliferacién rapida en donde
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existe mayor proporcion de células en constante divisidon interfiiendo con su

crecimiento.'®

1.4.4 FARMACOGENETICA DE LA IFOSFAMIDA.

La IFM, asi como la mayoria de los farmacos de mayor uso son metabolizados
por genes que pertenecen a la familia del citocromo P450 (CYP450) entre los que
se pueden encontrar CYP2B6, CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9y CYP3A4/5.1°

Los genes CYP pertenecen a una super familia de genes citocromo P450
(CYP450), la cual esta integrada por mas de 200 genes. Estos genes originan
enzimas encargadas de biotransformar sustancias quimicas que entran al
organismo convirtiéndolas en metabolitos algunos terapéuticos, otros inocuos vy
otros toxicos que finalmente se excretan por orina, heces o bilis.

Las personas que cuentan con una secuencia normal de los genes, 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 genes tendran diferencias en el metabolismo de los farmacos®.

1.5 FAMILIA CITOCROMO P450.

Los citocromos P450 (CYP 450) forman una superfamilia de hemoproteinas, cuyo
grupo hemo se situa en el sitio activo de la enzima y es esencial para su actividad
catalitica. Estas monooxigenasas son el primer recurso en el metabolismo de
xenobioticos (Figura 4). La familia de isoenzimas del citocromo P450 estan
implicadas en el metabolismo Fase | de cerca del 90% de los farmacos utilizados

comUnmente en la practica clinica®'.
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CYP2D6 (20%)
*Inflamacién (1)

*Polimorfismo (] 1)

CYP2C19 (6.8%)
*Induccion (1)
*Sexo (?)
*Inflamacion ()
*Polimorfismo (] 1)

Figura 4. Enzimas de CYP 450.%

Se muestra el porcentaje en el que cada una de ellas se ven implicadas en el metabolismo de
farmacos usados clinicamente y los factores que influyen en la variabilidad. (1, actividad
aumentada, |, actividad disminuida, 1 |, aumento y disminucion de la actividad).

Existen cerca de 57 proteinas P450 codificadas en el genoma humano, estan
distribuidas en 18 familias que comparten 40% o mas de la secuencia de
aminoacidos.?? CYP2C9 es la forma individual 9 de la subfamilia C de la familia 2

de los citocromos P450.

1.6 BIOLOGIA MOLECULAR DEL GEN CYP2C9
(Citocromo P450, familia 2, subfamilia C, polipéptido 9).

El CYP2C9 posee nueve exones y esta localizado en el cromosoma 10, en la
region 10q.24. (Figura 5). Este gen se encuentra en una regién de 500 kb?,
codifica para una proteina de 490 aminoacidos. Se ha especulado que la proteina
puede tener mas de un sitio de unidn e interactua con el acido araquidénico para
producir acido hidroxieicosatetraenoico y acido epoxieicosatrienoicosz“. En

mamiferos, los citocromos P450 estan localizados en la membrana del reticulo
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endoplasmatico del higado e intestino delgado. Sin embargo, la expresion de los

citocromos es diferencial en los tejidos. A nivel hepatico, no todos los citocromos
se expresan en igual concentracion, los CYP3A4, 2C9, 2C8, 2E1 y 1A2 se
encuentran mas abundantemente, mientras que los CYP2A6, 2D6, 2B6, 2C19 y
3A5 poseen menor expresion y otros como CYP2J2, 1A1 y 1B1 se expresan a

nivel extra hepatico®.

. q23.2
o, 23 q23.31
. q23.33
e q4.2

Figura 5. Localizacién Cromosémica del Gen CYP2C9.%

1.6.1 VARIANTES ALELICAS DEL GEN CYP2C9.

Las variantes alélicas del CYP2C9 tienen una diferente repercusién funcional
(Tabla 4). Las mutaciones que dan lugar a las variantes CYP2C9*3, CYP2C9*4 y
CYP2C9*5 se encuentran muy cerca unas de las otras en el exdén 7 (5’...AGA TAC
A1075/CT1076/CT GAC1080/G CTT...3), localizadas en el SRS 5 (sitio 5 de
reconocimiento de sustrato) del CYP2C9%°. Por tanto, a priori, estas variantes

daran lugar a enzimas con una afinidad de sustrato alterada.
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Tabla 4. Descripcion de Variantes Alélicas descritas para el Gen CYP2C97.

VARIANTE POLIMORFISMO CAMBIO DE TIPO DE ACTIVIDAD DE
ALELICA AMINOACIDO MUTACION LA ENZIMA
CYP2C9*2 430 C>T ~ R144C  Sentidoerréneo  Disminuida
CYP2C9*3 1075 A>C 1359L Sentido erréneo Disminuida
CYP2C9*5 1080 C>G D360E Sentido erréneo Disminuida
CYP2C9*6 818 delA K273f Marco de Lectura- Nula

delecion

CYP2C9*8 449 G>A R150H Sentido erréneo Disminuida
CYP2C9*9 10535 A>G H251R Sentido erréneo ND

CYP2C9*10 10598 A>G E272G Sentido erréneo ND

CYP2C9*11 42542 C>T R335W Sentido erréneo Disminuida

CYP2C9*12 50338 C>T P489S Sentido erréneo Disminuida

CYP2C9*13 3276 T>C L90OP Sentido erréneo Disminuida

CYP2C9*15 9100 C>A S162X Sin sentido Nula

CYP2C9*25 3531_3540 delAG KKWK118 Marco de Lectura- Nula

AAATGGAA delecion
CYP2C9*27 3627 G>T R150L Sentido erréneo ND

ND: Actividad enzimatica no descrita en la base de datos oficial.

1.6.1.1  VARIANTE ALELICA CYP2C9*2 (rs1799853)

La variante alélica CYP2C9*2 se debe a una transicién de Citocina por Timina en
el nucledtido 430; lo que codifica la sustitucion de Arginina (Arg) por Cisteina (Cys)
en el residuo de aminoacido 144 (Figura 6). La sustitucion de aminoacidos no se
encuentra localizada en ninguno de los 6 sitios SRS (sitio de reconocimiento de
sustrato) conocidos del centro activo de la proteina, por lo que no esta asociado
con la disminucioén en la capacidad de unién de los sustratos cumarinicos como
CYP2C9*3. Sin embargo, la variante *2 juega un papel en la interaccion de
CYP2C9 con la enzima CYP-reductasa para oxidar el farmaco sustrato, por lo que
la tasa maxima de metabolismo (V wmax) €s reducida al 40% frente al alelo

ancestral®®,.
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1.6.1.2 VARIANTE ALELICA CYP2C9*3 (rs1057910)

Esta variante se produce por la transversion de Adenina por Citocina en el
nucleotido 1075, esto se traduce en la sustitucion de Leucina (Leu) por Isoleucina
(lle) en el aminoacido 359. Esta variacion esta localizada en proximidad al centro
activo de la enzima conocido como 5-SRS (sitio 5 de reconocimiento de sustrato),
lo cual causa una disminucion en la capacidad de unién al sustrato cumarinico, asi
como disminucion de acceso al centro catalitico. Esto ocasiona que la capacidad
metabdlica de CYP2C9*3 sea de 3-11%, con respecto al alelo ancestral.
Principalmente portadores del genotipo *3/*3, tienen riesgo mas elevado de

experimentar una severa hemorragia durante el tratamiento con ACOs.? 3% 3"-

449G=A
1073A5C
: 1076T>C
448C>T B17insA
(273frameshift) ey \
1003C>T
s 752056 X\ 1238T5C
.
141A5C
5! m r‘{ |_| 31
il L L] L e
s

/ 1465CT
IT1G>A B15A>G / / \
c» CYP2C97%2

= CYP2C9*3

Figura 6. Localizacién de las variantes alélicas CYP2C9*2 y CYP2C9*3.%
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&
- .
CYP2C9*2 .

Figura 7. Estructura cristalina de la proteina CYP2C9 unida a la Warfarina®.

Se cartografian las mutaciones con efectos funcionales, la S-warfarina se
representa con el modelo tridimensional rosa, y el grupo Hemo se representa en
rojo.

En poblacion caucasica la frecuencia genotipica de *1/*2 es del 19%, en un
estudio realizado en individuos sanos de origen México-americanos encontraron
una frecuencia de 15% para el genotipo *1/*2 IC 95% 0.095-0.24 y del 10% para
la forma *1/*3 1C95% 0.055-0.18.%
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1.6.1.3 IMPLICACIONES CLINICAS DE LAS VARIANTES
ALELICAS CYP2C9*2Y CYP2C9*3.

En un estudio con pacientes tratados con tolbutamida, aquellos que presentaban
los genotipos CYP2C9*3/*3 y CYP2C9*2/*3 mostraron un incremento en la vida
media y una reduccién en el aclaramiento del farmaco, en comparaciéon con un
grupo de pacientes control**. Otro estudio realizado por Van der Weide y
colaboradores en 2001 mostré6 que en pacientes epilépticos en tratamiento con
fenitoina®®, los portadores de al menos una variante alélica de CYP2C9
(CYP2C9*2 o CYP2C9*3), requerian menos dosis de fenitoina comparado a los
individuos con alelo normal, la dosis media de la fenitoina que se requeria para
lograr una concentracion sérica terapéutica fue aproximadamente un 37% menor
que la dosis media requerida por los individuos sin la variante (199 mg / dia vs.314

mg / dias; p <0,01).

Por otro lado, ha sido reportado en el estudio de Wypaseky E. y colaboradores en
el 2015, que los portadores de los genotipos CYP2C9*2 y *3 se caracterizan por
tener una reduccion en la dosis diaria de warfarina (Ms=21, RQ= 21-35mg/semana,
p=0.02) frente a ( M= 35, RQ=28-42mg/semana, p = 0,02) y real (27.8 + 13.2

frente a 46.3 P <0,001), que los pacientes con alelo normal.®

Yasar U. y colaboradores en el 2002, encontraron que la variante *2 en el genotipo
CYP2C9*1/*2, aumenta el riesgo de hemorragia gastrointestinal en pacientes que
reciben AINE’s, los cuales son metabolizados principalmente por el CYP2C9, en

comparacion de los que no presentan estas variantes (OR=2.6).37

La variante CYP2C9*2 también se ha asociado a una mala respuesta clinica a la
quimioterapia neoadyuvante en pacientes con cancer de mama. En el estudio
realizado por Tatyana A. Seredina y colaboradores, se observd una correlacion
significativa entre la variante CYP2C9*2 y la resistencia a la quimioterapia con
CMF (Ciclofosfamida/metotrexato/fluorouracilo), FAC (fluorouracilo/Adriamicina/
Ciclofosfamida) y CA (Ciclofosfamida/Adriamicina), en mujeres de Siberia (OR =

4.64, 1C 95% = 1.01 a 20.91). El efecto quimioterapéutico se estimé después de 2-
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4 ciclos de quimioterapia a través de la exploracion por ultrasonido y mamografia,

encontrandose remisiéon completa de la enfermedad en 3% de las pacientes; la
tasa de remision parcial fue del 47%; la tasa de enfermedad estable fue de 46% y

4% de las pacientes mostro progresion de la enfermedad.®

1.7 TOXICIDAD ASOCIADA A LA IFOSFAMIDA

La IFM por si misma es poco citotoxica, es metabolizada in vivo y genera los
metabolitos (2-decloro etil ifosfamida, 3-decloro etil ifosfamida, cloro acetaldehido,
4-hidroxi ifosfamida y aldo ifosfamida) que son altamente toxicos, estos
metabolitos pueden causar nefrotoxicidad y neurotoxicidad. ElI metabolismo del
huésped es quiza el determinante mas importante de la respuesta al tumor.

Se ha documentado que el cuadro clinico que se presenta en forma variable
después de la administracion de la IFM incluye: Somnolencia, letargia, irritabilidad,
excitacion, desorientacion, confusion, debilidad, alucinaciones y crisis convulsivas,
hasta signos clinicos graves como degeneracion del cerebelo, atrofia cerebral,
dolor secundario a neuropatia periférica, y degeneracion del sistema nervioso
central. En pacientes pediatricos se han descrito ademas trastornos del
movimiento como hemibalismo, corea o atetosis™®.

La aparicion de estos sintomas se ha observado desde el inicio del tratamiento, de
2 a 48 Hrs después del inicio de la infusion hasta 1 a 3 dias después de iniciado el
tratamiento®. La toxicidad causada por IFM, es impredecible y por lo general
severa si no se restringe el tratamiento (tabla 5).

En poblacién Latinoamericana se ha reportado que la dosis acumulada de IFM
para causar neurotoxicidad es cuando excede los 60 g/m?, sin embargo, en un
reciente reporte del 2011, se encontré que una dosis acumulada de 36 g/m? fue
suficiente para ocasionar elevada neurotoxicidad*'. En otras poblaciones, se ha
encontrado que los factores de mayor peso para desarrollar neurotoxicidad son:
hipoalbuminemia menor de 3.3 g/dL, hiponatremia, edad del paciente y dosis

acumulativa de IFM.
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Tabla 5. Toxicidad asociada a IFM*,

TOXICIDAD MANIFESTACION

Hematolégica Mielosupresién-leucocitopenia

Urotoxicidad Cistitis hemorragica

Nefrotoxicidad Sindrome de Falconi y toxicidad
glomerular

Cardiaca Arritmias, falla cardiaca

SNC Somnolencia, letargo, confusion,

psicosis depresiva, alucinaciones,

mareo, convulsiones, fiebre, ataxia,

coma.
Neurologica Encefalopatia severa
Dermatolégica Alopecia, hiperpigmentacion
Gastrointestinal Nauseas, vomito, estomatitis, diarrea

Endocrinas y metabdlicas  Acidosis metabdlica
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2. HIPOTESIS.

La presencia de las variantes alélicas rs1799853 y rs1057910 en el gen CYP2C9
incrementaran el riesgo de desarrollar toxicidad sistémica en pacientes pediatricos

mexicanos con tumores solidos tratados con ifosfamida.

3. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo General

Determinar si las variantes alélicas rs1799853 y rs1057910 en el gen CYP2C9
incrementan el riesgo de desarrollar toxicidad en pacientes pediatricos con
tumores sdlidos tratados con ifosfamida, por medio del ensayo de discriminacion

alélica.

3.2 Objetivos Especificos.

a. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de la variantes alélicas
rs1799853 y rs1057910 en el gen CYP2C9.

b. Obtener la incidencia de toxicidad (hematoldgica, gastrointestinal, hepatica,
neuroldgica, renal, cardiaca, tension arterial) entre aquellos pacientes que
presentan el polimorfismo y comparar con aquellos que no presentan la
variante alélica.

c. Cuantificacion de Ifosfamida a las 12 y 24 horas después de concluir la
ultima infusion de Ifosfamida y comparar los niveles de los que presentan la
variante alélica, con los pacientes que no la presentan.

d. Determinar la respuesta a tratamiento del total de pacientes y compararla
entre aquellos que presentan la variante alélica y los pacientes que no

presentan la variante alélica.
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4. JUSTIFICACION.

La alta tasa de mortalidad producida por la toxicidad de los agentes
antineoplasicos esta retrasando el éxito en los tratamientos, se sabe que el factor
genético juega un papel importante en el desarrollo de dicha toxicidad. El conocer
si hay variantes alélicas en el gen CYP2C9 que predispongan a presentar
toxicidad, ayudara a los clinicos a poder brindar una terapia alternativa y como
consecuencia obtener el éxito terapéutico deseado con una mayor y mejor calidad
de vida para el paciente, disminuyendo de esta manera los costos

intrahospitalarios que se generan por la presencia de la toxicidad.

5. DISENO EXPERIMENTAL.

Es un estudio observacional, comparativo, prospectivo y longitudinal.

El reclutamiento de la cohorte comenzé a partir del inicio del tratamiento con IFM
en el primer ciclo y hasta los seis ciclos que comprenden el esquema de
quimioterapia, a aquellos pacientes que cumplan con los criterios de seleccion.

La exposicion estuvo definida como presencia vs ausencia de la variante
polimorfica estudiada en CYP2C9.

El disefio permitié evaluar clinicamente a los pacientes al final de tratamiento y
clasificarlos de acuerdo a su estatus de presentacion de toxicidad (presentd
toxicidad vs no presento toxicidad) y de respuesta a tratamiento (respondié vs no
respondio).

La cohorte se construy6 de acuerdo al siguiente esquema:
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Paciente en
tratamiento con IFM.

7~ N\

Genotipificacian
del gen CYFP2C3.

Seguimiento durante el tratamiento con IFM.

Presencia del Ausencia del
Polimorfismo. Polimorfismo.
Respuesta a Presentacidn . Respuesta a Presentacidn .
tratamianto de toxicidad Concentracidn tratamiento de toxicidad Concentracidn
(. %) (n, %) delF {n. %) {n. %) de IFH

5.1 POBLACION DE ESTUDIO.

Se captaron pacientes con tumores solidos embrionarios y sarcomas de alto
riesgo, con terapia con IFM en su ciclo de quimioterapia en el servicio de

oncologia del INP.

5.1.1. RECLUTAMIENTO DE LA COHORTE.

Los pacientes fueron seleccionados a partir de la pre-consulta, es decir que fueron
enviados a Consulta Externa de primera vez con diagndstico presuntivo de cancer.
El Oncdlogo de consulta externa, una vez habiendo diagnosticado el cancer con
su estirpe celular y su estadio, refirio al paciente a Oncologia. El médico Oncdélogo
eligié a los pacientes por medio de los criterios de inclusién. A los pacientes que
cubrieron dichos requisitos se les explicé el objetivo del estudio y se les invité a

participar mediante firma del consentimiento informado. (ANEXO 1).
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5.2. CLASIFICACION DE LOS CRITERIOS DE ELECCION.

5.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION.

+» Paciente con presencia de tumores solidos embrionarios y sarcomas de alto
riesgo, con terapia con IFM en primer ciclo.

« Paciente que tenga edad de entre 0 afios y hasta los 17 afios.

+ Paciente de género indistinto.

+ Para cada paciente se requerira una carta de Consentimiento Informado por
parte de los padres y/o tutores; en el caso de pacientes mayores a 12 afios
deberan firmar Carta de Asentimiento.(ANEXO 2)

s El paciente tendra que ser “mestizo mexicano”, que se define como
individuo que nacié en México, asi como sus dos generaciones anteriores

(padres y abuelos) y se evaluara mediante un cuestionario.

5.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION.

« Paciente con diagnéstico distinto a tumor sdlido.

« Paciente con transfusibn sanguinea con paquete eritrocitario no
desleucocitado o plasma.

++ Paciente que presente desnutricion de grado Il y/o cualquier alteracion que
pueda afectar la determinacion de los niveles del farmaco.

+» Paciente que no esté en el primer ciclo con IFM.

+« Paciente con dafo renal o hepatico.

X/

+« Paciente que no sea “mestizo mexicano”.

5.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION.

+» Pacientes a quien se le retir6 el farmaco de la quimioterapia.

« Paciente que no acudi6é regularmente a su tratamiento (No se apegd al
tratamiento: determinado por un porcentaje menor al 5% de
administraciones efectivas).

s Paciente que retire voluntariamente su consentimiento y/o asentimiento
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para participar en el estudio.
+ Paciente del que no se obtenga un DNA de buena calidad para la
genotipificacion y/o cuantificacion del farmaco.

+ Paciente que no tenga completo el cuestionario de toxicidad, (ANEXO 3).
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5.3 DEFINICION DE VARIABLES OPERACIONALES.

Tabla 6. Definicion de Variables operacionales.

Variable Definicion operacional Clasificacion Categoria
Grupo de riesgo Se definen por factores clinicos (edad, Cualitativa 1=Bajo
sexo, recuento de blastos) y biolégicos ordinal 2=Habitual
(estirpe  de linfocitos, antigenos de 3=Alto
superficie, etc.) que inciden en el 4=Muy alto
pronostico de remision.
Género Caracteristicas biolégicas que permiten Cualitativa 1=Masculino
diferenciar entre hombre y mujer. Dicotomica 2=Femenino
Edad Tiempo transcurrido desde el nacimiento | Cuantitativa AfRos
del sujeto. continua
Evolucion Tiempo transcurrido desde el inicio de Cuantitativa Meses
sintomas hasta la fecha de (ultima continua
consulta.
Seguimiento Tiempo transcurrido desde la fecha de | Cuantitativa Meses
diagnostico hasta la fecha de dultima continua
consulta.
Dosis de Ifosfamida Cantidad de farmaco administrado por via | Cuantitativa 1,800mg/m?/dia
IV por 5 dias. discreta
Frecuencias Proporcion de un alelo respecto al Cualitativa 1=homocigoto
Genotipicas de conjunto de los que pueden ocupar un politémica 2=heterocigoto
polimorfismos locus determinado en la poblacion. 3=Normal
Toxicidad Cualquier efecto no deseado que se 1=Si
presente durante el tratamiento con un 2=N
. S . =No
medicamento o especialidad medicinal.
Respuesta a El paciente respondi6 a la quimioterapia. Cualitativa
tratamiento dicotémica 1=Respuesta

2=No respuesta

Tipo de Respuesta al El tipo de respuesta de acuerdo a la Cualitativa 1=Respuesta
Tratamiento clasificacion de criterios RECIST. politémica completa.
2=Respuesta
parcial.
3=Enfermedad
estable.
4=Progresion de
la enfermedad
5=No valorable

TOXICIDAD GASTROINTESTINAL

*Nauseas Sensacion desagradable, subjetiva que Cualitativa 0=sin toxicidad
se localiza en la parte superior de la dicotémica 1=leve
garganta y en el estbmago, seguida o no 2=moderado
del vomito. 3=alto

4=muy alto

*Voémito Contracciones potentes de los musculos Cualitativa 0O=sin toxicidad
abdominales que hacen que el contenido ordinal 1=leve
del estdmago sea expulsado de forma 2=moderado
violenta de la boca. 3=alto

4=muy alto

*Diarrea Se define como diarrea la deposicion, tres Cualitativa 0=sin toxicidad
0 mas veces al dia (o con una frecuencia . 1=leve

ordinal _
mayor que la normal para la persona) de 2=moderado
heces sueltas o liquidas. 3=alto
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*Estomatitis

*Bilirrubina

*Transaminasas (ALT,
AST)

*Fosfatasa Alcalina

*Creatinina
*Proteinuria

*Hematuria

*Neurosensorial
*Neuromotor
*Neurocortical
*Neurocerebelar
*Cefalea
*Estrefimiento
*Audicion

*Vision

*Disrritmias
*Funcion Cardiaca

*Isquemia cardiaca

*Hipertension

*Hipotension

Sangre

Es una inflamacion de la membrana
mucosa de cualquiera de las estructuras
de la boca.

TOXICIDAD HEPATICA

Se define dafio hepatico cuando alguna
de las enzimas duplique (2N) el valor
basal obtenido antes de la quimioterapia.

TOXICIDAD RENAL

Se describe dafo renal si se rebasa al
menos alguno de los limites maximos
establecidos.

TOXICIDAD NEUROLOGICA
Se sospecha de dafio neurolégico
cuando exista dolor e inestabilidad al
caminar, debilidad en parte distal de las
extremidades, pérdida de fuerza en
dedos de manos, dificultad para realizar
tarea que requieren de precision, pérdida
de audicion y sensibilidad, alteraciones
sensitivas, desaparicion de los reflejos
osteotendinosos, ruidos intestinales y
alteracion en la motilidad intestinal.

TOXICIDAD CARDIACA
Se define dafio en el musculo cardiaco
cuando se presenta una miocardiopatia
que evoluciona a insuficiencia cardiaca.

Cualitativa

ordinal

Cualitativa
ordinal

Cualitativa
ordinal

Cualitativa
ordinal

Cualitativa
ordinal

TOXICIDAD EN PRESION ARTERIAL

Se registra toxicidad cuando hay un
aumento o disminucion de la tensién
arterial.

MONITOREO DE IFOSFAMIDA
Concentraciéon de farmaco cuantificado a
las 12 y 24 Hrs. al término de la infusion
de la ifosfamida.

Cualitativa
ordinal

Cuantitativa
continua

4=muy alto

0=sin toxicidad
1=leve
2=moderado
3=alto

4=muy alto

0=sin toxicidad
1=leve
2=moderado
3=alto

4=muy alto

0=sin toxicidad
1=leve
2=moderado
3=alto

4=muy alto

0=sin toxicidad
1=leve
2=moderado
3=alto

4=muy alto

0= sin toxicidad
1=leve
2=moderado
3=alto

4=muy alto

0= sin toxicidad
1=leve
2=moderado
3=alto

4=muy alto

UM
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6. METODOLOGIA

6.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

\

e Aceptacion
Seleccién .
reC|utamien{o ‘ mediante firma Cuestionario de
de pacientes de recoleccién de
que presentan Consentimiento datos para
TMS tratados y/o evaluar
con IFM Asentimiento toxicidad.
Informado
Clasificacion de
Toxicidad
mediante
Tabla de
Toma de TOXICg'aisde la
Muestras

:/ &~

Muestra de Dos muestras
capilares, alas
Sangre 12y 24 Hrs de
Periférica infusién de
\‘ (3mL) IFM.

!

Cuantificaciéon

Extraccion de delFM “
X i

DNAy mediante LC- ANA!.lSlS
Genotipificacién MS en fase ESTADISTICO

reversa

| [ | '

6.2 TOMA DE MUESTRA.

Se tomaron tres muestras de sangre a cada uno de los pacientes:
% Una muestra de sangre periférica, con un volumen aproximado de 3 ml,

para el analisis del material genético (extraccion de DNA y genotipificacion).
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% Las siguientes dos muestras capilares se tomaron a las 12 y 24 horas
después de terminar la infusion con IFM. Se utilizé para ello una lanceta
automatica y retractil, Contact-Activated de la marca BD Microtainer ®, la
cual realiza en un solo disparo una perforacion de 2mm de profundidad x
1.5mm de diametro. Una vez que se obtuvo la gota de sangre (eliminando
la primera gota obtenida), esta se colocd en una tarjeta Giithrie 903. Ambas
muestras se sometieron a secado durante toda la noche a temperatura
ambiente protegiéndola de la luz solar en posicion horizontal.
Posteriormente las tarjetas se colocaron en bolsas de plastico de baja
permeabilidad a los gases con desecante afiadido para reducir la humedad

y se almacenaron a -80°C hasta su analisis.

6.3 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS.

6.3.1 LISIS DE CELULAS SANGUINEAS.

Las células sanguineas de donde se obtiene el DNA son los glébulos blancos
(leucocitos), por lo que para obtenerlos se tuvo que someter a centrifugacion la
muestra de sangre periférica a 3,500 rpm por 20 min.

Una vez centrifugada la muestra, entre el plasma y los glébulos rojos (eritrocitos)
se encuentra la llamada “capa leucocitaria”, la cual se obtuvo con una pipeta
Pasteur estéril, y se trasladé a un tubo Falcon; posteriormente se lisaron los
glébulos rojos que se tomaron a la hora de recolectar la capa leucocitaria con
amortiguador de lisis de células rojas (RCLB), hasta que el concentrado de
globulos blancos no contuviera glébulos rojos.

El boton de glébulos blancos se trasladé a un tubo eppendorf estéril para su
posterior lisis en condiciones de desnaturalizacién a altas temperaturas y de esta

manera obtener el DNA.
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6.3.2 EXTRACCION Y PURIFICACION DE DNA.

La purificacion de DNA se realizé6 mediante el método descrito en el QlAamp DNA
Mini kit.

a) Se adiciond al boton de glébulos blancos, contenidos en un tubo eppendorf,
200 pl de amortiguador AL (QIAGEN™), seguido de 20ul de proteasa
(Proteinasa K), homogeneizando la muestra con un voértex por 15
segundos.

b) Posteriormente la muestra se incubd en el VORTEMP, a una temperatura
de 56°C por 17 Hrs a 470 rpm; al finalizar el tiempo de incubacion, se
mantuvo la muestra a temperatura ambiente.

c) Se procedié a agregar 200 ul de etanol absoluto a la muestra, la cual se
homogenizo por inversion.

d) La muestra se traslado a la columna de QIAamp Mini Spin, una vez esto, la
muestra se sometié a centrifugacion a 8,000 rpm por 1 min; descartando el
filtrado (contenedor de residuos).

e) Se agrego a la columna 500ul de amortiguador AWT1(QUIAGEN™), se
incubd a temperatura ambiente por 3 min y consecuente se centrifugd a 8
000 rpm por 1 min, se descarto el filtrado nuevamente.

f) Se adicion6 amortiguador AW2 (QUIAGEN™), incubandose a temperatura
ambiente por 3 min y posteriormente se centrifugé a 12,000 rpm por 3 min,
y nuevamente se desechd el filtrado.

g) La columna QIAamp Mini Spinse coloc6 en un nuevo tubo colector,
desechando el tubo colector anterior.

h) Se afadi® 100 pl de amortiguador AE (QUIAGEN™), incubandose la
muestra nuevamente en el VORTEMP pero a condiciones de 60°C por 10
min a 470 rpm.

i) Posteriormente se centrifugd a 9,000 rpom por 1 min y se incubd a
temperatura ambiente durante 3 min.

j) Se procedi6 a agregar otros 100 pl de amortiguador AE (QUIAGEN™), y se

centrifugé nuevamente a 9,000 rpm por 1 min.
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k) Finalmente se transfirio el filtrado contenido en el tubo colector, a un tubo

eppendorf estéril, previamente etiquetado y se almacend la muestra hasta

Su posterior uso.

El kit comercial QIAGEN™, se fundamenta en la unién de DNA a una matriz
inorganica, que en este caso es una membrana de silice. Antes de pasar la
solucion de lisis a través de la columna, se adiciona etanol a la solucién, con la
finalidad de eliminar la capa hidratante del DNA y de esta forma exponer sus
grupos fosfato, facilitando con ello la adsorcién de la molécula a la membrana
cargada positivamente.*? Los lipidos y proteinas no son afines a la membrana de
silice, por lo que se eliminan con ayuda de la solucion de lavado AW1 y AW2,
ademas de varios ciclos de centrifugacion; mientras que el material genético
permanecera unido a la matriz hasta que se agregue el amortiguador de elucién
(AE), el cual volvera a formar la capa hidratante del DNA y con ello se dara su

consecuente liberacion de la membrana.

6.4 CUANTIFICACION DE ADN.

Una vez obtenido el material genético, fue importante determinar el rendimiento
(concentracion) y evaluar la pureza del DNA obtenido, mediante
espectrofotometria a través del equipo EPOCH ™ de BioTek, el cual emplea un
Software Gen5, para Andlisis y Reduccion de Datos*’.

Una caracteristica del DNA es que absorbe la luz ultravioleta (UV) a 260 nm y
permite estimar su concentracion mediante espectrofotometria. Esto se explica
mejor por medio de la ley de Beer-Lambert que indica que la concentracion de una
molécula en solucion depende de la cantidad de luz que absorbe.

Mientras que la pureza del DNA, se establecié mediante la relacion de las lecturas
de absorbancias a 260 y 280 nm (260/280), la proporcion de 1.8 es aceptada
como DNA puro, proporciones menores a este valor indican la presencia de

proteinas y las mayores, contaminacion con RNA.
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a) A cada uno de los pozos de la microplaca se les coloc6 3 ul de agua libre
de DNAsas.

b) Una vez que los pozos contenian el agua libre de DNAsas, se limpio la

microplaca de manera uniforme, con una toalla absorbente libre de pelusa
KIMWIPES.

c) En los dos primeros pozos de la microplaca se cargaron los blancos (Agua
libre de DNAsas).

d) Se procedi6 a cargar 1.5 ul de las muestras pendientes por cuantificar en la
microplaca.

e) Posteriormente se colocod la microplaca dentro de la bandeja del equipo
EPOCH ™ de BioTek.

f) Se ingresd al Software para Analisis de Datos Gen5™;

;. se indicaron las
posiciones de los blancos y de las muestras.

g) Se verificd que el equipo leyera perfectamente los blancos y se obtuvieron
resultados de cuantificacion con la proporcion 260/280.

h) Finalmente se retiraron las muestras de los pozos con una toalla
absorbente KIMWIPES y se volvio a limpiar la microplaca con Agua libre de
DNAsas.

6.5 GENOTIPIFICACION MEDIANTE EL ENSAYO DE DISCRIMINACION
ALELICA POR SONDAS TaQMan®.

El analisis de los genotipos se llevd a cabo por medio del ensayo de
discriminacion alélica utilizando sondas TagMan®.

Las sondas utilizadas se adquirieron de Applied biosystems, las variantes fueron
CYP2C9*2 la cual se identifica con el rs1799853 y CYP2C9*3 identificada por el
rs1057910. Para la genotipificacion, se generd una mezcla o mix de reaccién, la

cual contuvo los siguientes reactivos:
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Tabla 7. Mezcla de reacciéon para la Genotipificacion.

REACTIVOS VOLUMEN (ul) PARA 1 REACCION

1.6

5.0

0.4

3.0
10.0

H,O
Master Mix
Sonda

DNA (10 ng/pl)

Volumen Total

En cada experimento siempre fue necesario anexar:

RNAsas y DNAsas)

Un control normal (Alelo 1/ Alelo 1)

Un control positivo (Alelo 2/ Alelo 2)

% Un control heterocigoto (Alelo 1/ Alelo 2)

% Un control negativo (no contiene DNA, se utilizé agua grado PCR libre de

Sonda CYP2C9*2 (rs1799853):

» Alelo1:C
» Alelo2:T

Sonda CYP2C9*3 (rs1057910):

» Alelo1: A
» Alelo2:C

El método utilizado para procesar las reacciones fue el de TaqMan®Drug

Metabolism Genotyping y las condiciones se muestran en la figura numero 7.
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18

soote
——
0% noan

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan



TESIS DE LICENCIATURA

Las sondas TagMan se basan en el principio FRET (Flourescence Resonance
Energy Transfer por sus siglas en inglés), que consta en la transferencia de
energia entre dos fluoréforos, los cuales emiten fluorescencia a diferente longitud
de onda.

Para cada ensayo de discriminacion alélica se obtuvieron sondas especificas
(rs1799853 y rs1057910) marcadas con fluor6foros diferentes en el extremo 5°,VIC
para el alelo 1 y FAM para el alelo 2 de Applied Biosystems, ambas sondas se
caracterizaban por poseer en el extremo 3’ un “quencher” (TAMRA) el cual
mientras la sonda permanece intacta, inhibe la emision de fluorescencia. Durante
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) los cebadores hibridan con una
secuencia especifica del templado de DNA. Si éste contiene la secuencia
polimorfica, la sonda TagMan también hibrida con su secuencia homologa.
Durante la PCR, la AmpliTaq Gold, que tiene actividad tanto de DNA polimerasa
como de exonucleasa 5-3’, es capaz de digerir la sonda marcada durante la
amplificacion y liberar el colorante fluorescente de la accion del “quencher’, de tal
manera que, dadas las condiciones de astringencia utilizada durante la reaccion,
solo la sonda especifica para el polimorfismo presente sera capaz de hibridar.

Por lo tanto, es posible diferenciar un alelo del otro con base en el tipo de
fluorescencia emitida.

Es asi como se cuantificé la fluorescencia de cada muestra en el equipo Step One,
utilizando el software SDS 2.2.1 para discriminacion alélica (Applied Biosystems
Foster City, CA, USA)*.

6.6 MONITOREO DE LA CONCENTRACION DE IFOSFAMIDA.
6.6.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

El sistema de cromatografia liquida de ultra-alto desempefio utilizado fue un
equipo modelo AcQuity acoplado a un espectrometro de masas Quattro micro
tandem operado en modo de ionizacién positiva (ESI (+):“electrospray positive

ionization mode”) y controlado por el programa computarizado MassLynx NT
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4.0. La separacion de los compuestos se llevd a cabo en una columna Acquity
UPLC BEH-C18, 2.1 x 100 mm, 1.7 pm (Waters™) a 40 °C, automuestreador a
15 °C, velocidad de flujo de 0.20 mL/min. El tiempo de corrida fue de 3.5

minutos. Los tiempos de retencion fueron 1.9 min para ifosfamida y 2.0 min
para ciclofosfamida. La fase movil consistié en formiato de amonio 5 mM, con
metanol y acetonitrilo (MeOH:ACN), en proporcion 40:48:12, respectivamente.
La fase movil se mezclé en dos reservorios independientes, en uno de ellos se
colocé metanol y acetonitrilo en proporcion 80:20 v/v, y en el otro se coloco el

formiato de amonio 5mM.

6.6.2 CONDICIONES ESPECTROMETRICAS.

Los analitos de interés se midieron a través de monitorizacion de reaccion
multiple, usando las siguientes transiciones ionicas: m/z1+ 260.99 > 91.63 Th para
IFMy 261.00 > 139.90 Th para CFM. La energia de cono fue de 25 V para ambos
analitos, mientras que la energia de colision fue de 25 V para ifosfamida y 20 V
para CFM. Se utilizé6 un “dwell” de 0.2 s. Los datos se procesaron mediante el

programa MassLynx Ver. 4.1.

6.6.3 ELABORACION DE ESTANDARES Y CONTROLES.

Las soluciones iniciales de ifosfamida y ciclofosfamida (1mg/mL) se prepararon
individualmente en metanol al 100%. A partir de la solucién inicial de ifosfamida se
elaboraron soluciones de trabajo 20X en metanol al 70%, para obtener las
soluciones de los calibradores a concentraciones de 2, 10, 20, 50, 100, 150 y 200
pMg/mL. Para los puntos controles de calidad bajo, medio y alto se prepararon
soluciones de 6, 80 and 160 ug/mL, respectivamente. Se prepararon curvas de
calibracion independientes (100, 500, 1,000, 2,500, 5,000, 7,500, y 10,000 ng/mL)
colocando 475 pL de sangre total (hematocrito 30% y 45%) con 25 uL de solucién
de ifosfamida a las diferentes concentraciones (20X). 40 uL de la mezcla se

colocaron en tarjetas Whatman S&S 903 (tarjetas Guthrie) en cada circulo por
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separado. Las tarjetas se dejaron secar en posicion horizontal por 6 horas a

temperatura ambiente. Una vez secas, se almacenaron debidamente etiquetadas
en bolsas de plastico de baja permeabilidad a gases, acompafadas de material
secante, a temperatura ambiente, a 4 °C y -80 °C, hasta el momento de
analizarse. Los puntos controles de calidad bajo, medio y alto (300, 4000 y 8000
ng/mL, respectivamente) se prepararon igual que la curva de calibracion,

empleando las respectivas soluciones iniciales 20X.

6.6.4 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS (EXTRACCION).

Se cortaron cinco discos de 3.0 mm de diametro por cada circulo impregnado de
sangre seca, empleando una perforadora manual McGill, Incorporated®. Se
colocaron en un microtubo con capacidad para 1.5 mL y se les agregaron 20 pL
del ciclofosfamida (3000 ng/mL en metanol al 70%), se agitaron por 10 segundos y
posteriormente se les adicionaron 100 uL de ACN y 200 pL de acetato de etilo, se
agitaron por 2 minutos en agitador de toque a maxima velocidad y posteriormente
se sonicaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se
centrifugaron a 12 000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. La fase
organica se decanté y se evaporé a 40 °C bajo corriente de oxigeno en otro tubo.
La muestra extraida y seca se reconstituyé con 200 pyL de una solucion de agua:
MeOH: ACN, en proporciéon 40:48:12, v/v. Se inyectaron 8 pL al sistema

cromatografico.

6.7 EVALUACION DE TOXICIDAD Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO.
6.7.1 GRADO DE TOXICIDAD.

Se aplicé un cuestionario disefado con la tabla de toxicidad OMS (ANEXO 4) para
registro de la toxicidad en cada ciclo durante los seis ciclos que comprendio el
esquema de quimioterapia, los datos que no pudo contestar el paciente o en su
defecto un familiar del mismo, se capturaron del expediente clinico del paciente,

obtenido de la base de datos MedSys.
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6.7.2 RESPUESTA A TRATAMIENTO.

Se reviso la respuesta al tratamiento al final de los 3 y 6 ciclos de acuerdo a los
criterios de evaluacion de respuesta en tumores sélidos RECIST por sus siglas en
inglés (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) *°, se repitié el estudio de
gabinete (tomografia computarizada de alta resolucion o tomografia de emision de
positrones) para valorar la respuesta tumoral segun criterios establecidos para
determinar cuatro niveles de respuesta al tratamiento*®. Se dividio esta en:
1.Respuesta completa: 90% o mas de reduccion de las lesiones, 2. Respuesta
parcial: Reduccion del tamafio tumoral entre 50 y 89% en el tamano acumulado de
las lesiones, 3. Respuesta estable: Reduccién del tamafio tumoral presente pero
menor al 50% del tamafio en el estudio Inicial o 4. Progresion de la enfermedad.
En base al tipo de tumor se considero respuesta al tratamiento una respuesta tipo
1, 2 y 3 en aquellos tumores donde la indicacion de quimioterapia era como
tratamiento neo adyuvante y 4 como sin respuesta al tratamiento; o 1 y 2 como
respuesta y por su parte respuesta tipo 3 y 4 como sin respuesta al tratamiento
cuando la intencion del tratamiento no es la neoadyuvancia si no la medida

terapéutica principal.

6.8 ANALISIS ESTADISTICO.

Analisis Univariado: Para ello se obtuvieron las medianas del grado de toxicidad,
analisis descriptivo y percentiles.

Analisis Bivariado: Se obtuvieron las frecuencias de la toxicidad (hematoldgica,
gastrointestinal, hepatica, renal, etc.) en la cohorte de estudio, a partir del registro
de la toxicidad de cada sistema durante los seis ciclos de quimioterapia de
acuerdo a la tabla de la OMS (ANEXO 4), y a partir de las variables cualitativas
las cuales se indican en la tabla 6 para graduar el grado de toxicidad, se crearon
variables dicotémicas (1= 3 y 4 (elevada toxicidad); 2 =0,1 y2 (escasa o nula
toxicidad). Posteriormente se calculd el Riesgo Relativo (RR) y se realizd la
estimacion con Intervalos de confianza del 95% (IC95%), para obtener como
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resultado un valor de p inferior a 0.05 y ser estadisticamente significativo.

También se llevd a cabo la comparacion del genotipo con las medianas de la
toxicidad en cada uno de los sistemas analizados, mediante la prueba de U de
Mann-Whitney. Para dicho analisis se utilizd el software de SPSS version 20.0.

Finalmente se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes
rs1799853 y rs1057910 del gen CYP2C9 en la cohorte de estudio, y asumiendo
que existe transmisidon mendeliana, se analizd si existe equilibrio de Hardy-
Weinberg mediante prueba de Chi cuadrada comparando los valores observados

con los esperados.

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan



TESIS DE LICENCIATURA

7. RESULTADOS.

7.1 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA.

Se analizé una cohorte de 90 pacientes con diagndstico de TMS, de los cuales 40
(44.5%) fueron sexo femenino y 50 (565.5%) sexo masculino, encontrando que la

mediana de la edad fue de 8 y 8.5, respectivamente. (Grafico 1).

207

p= 0.402

EDAD (Afios)

= 1

T
Masculino

T
Femenino

SEXO
Grafico 1. Comparaciéon de medianas de edad entre las categorias de sexo.

Respecto a los TMS mas frecuentes se encontraron los Retinoblastomas (21.2%)
y tumores del Sistema Nervioso Central (SNC), dentro de este ultimo grupo se
incluye Meduloblastoma (5.6%), Neuroblastoma (4.5%), Epéndimoma (3.3%),
Glioblastoma (2.2%), Pineoblastoma (2.2%) y Neuroepitelioma (1.1%);

posteriormente encuentran los Sarcomas de partes blandas (16.7%).

Los menos frecuentes fueron tumor Rabdoide (6.6%), Hepatoblastoma (3.3%) vy

tumor de Wilms (1.2%). (Tabla 8).
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Tabla 8. Frecuencia de los Tumores Solidos encontrados en la poblacidon de estudio.

‘
Retinoblastoma 19 21.2
Tumores del SNC 17 18.9
Sarcomas 15 16.7
Tumor de Ewing 11 12.2
Tumor Germinal 10 111
Osteosarcoma 8 8.8
Tumor Rabdoide 6 6.6
Hepatoblastoma 3 3.3
Tumor de Wilms 1 1.2
TOTAL 90 100

El diagndstico que prevalecidé en los distintos grupos de edad establecidos por la
OMS fue el Retinoblastoma en pacientes menores de 5 afios, mientras que en el
grupo de 5 a 9 anos el mas frecuente fue Meduloblastoma, para el grupo de 10 a
14 afos prevalecieron los Sarcomas de partes blandas y finalmente para los
pacientes de 15 a 17 anos de edad se reportaron mas casos de Osteosarcoma y

Tumor Germinal. (Grafico 2).

- DIAGNOSTICO
M Sarcoma de partes blandas
[l Meduloblastoma
O Retinoblastoma
W Osteosarcoma
) Tumer Germinal
- [ Tumor de Wilms
[ Tumar de Ewing
157 O clicklastoma
Eheuroepitelioma
.Ependimomﬁ
[E Tumor Rabdoide
Ol Meurcklastoma
W Pinecblastoma
[CHepatoblastoma

Nimero de casos

51

i

Gréfico 2. Frecuencia de Diagnéstico en poblacién estudiada segin el grupo de edad.
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Se realiz6é un analisis de las caracteristicas generales de la cohorte de acuerdo al

ciclo de quimioterapia al final del estudio, encontrando que el 63.3% completaron
los seis ciclos de quimioterapia con IFM y el 13.3% de los pacientes han fallecido.
(Tabla 9).

Tabla 9. Ciclos con quimioterapia en la cohorte al final del estudio.

Ciclo de Quimioterapia (Total) N %

1 90 100

2 87 96.6

3 85 94.4

4 77 85.5

5 66 73.3

6 57 63.3
I I N

Si 12 13.3

No 78 86.7

También se analizaron los antecedentes familiares de alguna enfermedad crénico
degenerativa en la poblacién estudiada, en donde se encontrd que un 12.2% y un
27.8% de los pacientes tienen un familiar de primera y segunda linea con Cancer,
respectivamente. Ademas, un 34.4% afirmé tener un familiar de primera linea con
Diabetes Mellitus (DM) y en cuanto a la Hipertension Arterial (HAS) un 23.3% de
los pacientes afirmé tener un familiar de primera linea con dicha enfermedad.
(Tabla 10).

Tabla 10. Antecedentes familiares de enfermedades crénico degenerativas en la poblacion

de estudio.
- N % N %
Cancer 11 12.2 25 27.8
Diabetes Mellitus 31 34.4 - -
Hipertension Arterial 21 23.3 - -
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7.2 FRECUENCIAS GENICAS EN LA POBLACION ESTUDIADA.

Se analizaron 89 muestras de DNA provenientes de los pacientes que cumplieron
los criterios de inclusién, mediante PCR en Tiempo Real (RT-PCR) con sondas

TagMan, encontrando las siguientes frecuencias génicas:

Para el rs1799853 se encontro una frecuencia para el genotipo CC de 0.90 (90 %),
para el genotipo heterocigoto CT de 0.10 (10%) y para el genotipo TT una
frecuencia de 0.00 (0.0%). Respecto a la distribucion alélica se encontr6 para el
alelo C de 0.95 y para el alelo T de 0.05.

Y para el rs1057910 la frecuencia para el genotipo AA fue de 0.978 (97.8%), para
el genotipo AC fue de 0.022 (2.2%) y para el genotipo CC una frecuencia de 0.0
(0.0%). La distribucion alélica fue de 0.99 para el alelo Ay de 0.01 para el alelo C.
Ambos polimorfismos en esta poblaciéon se encuentra en equilibrio Hardy-
Weinberg (Tabla 11).

Tabla 11. Frecuencia genotipica y distribucién alélica de los polimorfismos en CYP2C9.

rs1799853 80 | cC | 0.90 (90%) (C) 0.95
CIT 9 cT 0.10 (10%)
0 TT 0.00 (0.0%) (T) 0.05
rs1057910 87 AA 0.978 (97.8%) (A) 0.99
AIC 2 AC 0.022 (2.2%)
cc 0.00 (0.0%) (C) 0.01
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7.3 TOXICIDAD EN PACIENTES CON TUMORES SOLIDOS.

7.3.1 FRECUENCIA DE LA TOXICIDAD HEMATOLOGICA.

Se obtuvo la frecuencia de la toxicidad hematologica de la cohorte de estudio,
durante los seis ciclos de quimioterapia. Los porcentajes entre los pacientes que
presentaron elevada toxicidad y aquellos que registraron escasa o nula toxicidad,
se muestran en la tabla 12, encontrando que en todos los ciclos la mayoria de los
pacientes presento alta toxicidad hematologica.

Tabla 12. Frecuencia de toxicidad hematolégica registrada durante los seis ciclos de
quimioterapia en la cohorte de pacientes.

Variable Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5 Ciclo 6

dicotomica

~ Elevada  659%  65.9% 80.5% 79.7% 81.5% 73.6%
Toxicidad

Escasa o nula 34.1% 34.1% 19.5% 20.3% 18.5% 26.4%
Toxicidad

También se obtuvieron los riesgos relativos (RR) para cada una de las variantes
alélicas estudiadas. Encontrando que las variantes estudiadas no se asociaron a

la toxicidad hematolégica p=>0.05.

Hasta este momento, con este numero de muestra, el valor de p apenas resulta
significativa (0.051) para la variante rs1799853; debido a que se encontré un RR=
0.22, los pacientes con el alelo T de esta variante presentan un factor protector
para la toxicidad hematoldgica comparado con los pacientes sin la variante
(1IC95% 0.064-0.812). Los pacientes con la variante rs1057910 no aumenta el
riesgo de presentar toxicidad hematologica comparada con los pacientes sin la
variante, con este tamafio de muestra (valores estadisticamente significativos
p=<0.05). (Tabla 13).
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Tabla 13. Riesgo Relativo (RR) de la toxicidad hematolégica en pacientes con la variante
alélica rs1799853 o rs1057910 comparado con los pacientes sin la variante.

0.43 0.354 0.228 0.051 NC NC
1799853
(0.104-0.1.771) (0.064-0.812)
1057910 NC NC NC NC NC NC

0.606 0.509 NC NC NC NC
1799853
(0.80-4.558)
1057910 NC NC 1.0 1.0 1.0 1.0
(0.488-2.046) (0.60-1.665)

NC= No Calculable
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7.3.1.1 MEDIANAS DE GRADO DE TOXICIDAD HEMATOLOGICA POR
SEXO Y GRUPO DE EDAD.

Debido a que la toxicidad hematoldgica fue la mas frecuente se realizé el analisis
de las medianas de acuerdo a edad y sexo para saber si habia una diferencia en
la toxicidad con estas dos variables. En el grafico 3 se representa las medianas de
acuerdo a la categoria de sexo (A) y de edad (B), en donde se puede observar
que las medianas de la toxicidad hematologica son grado 3 y 4, tanto en hombres
como mujeres, y en los diferentes grupos de edad OMS. Con un conteo de

linfocitos <1000, grado 3 y 4 en todos los ciclos.

Il HEMA_C1
a— I HEMA_C2

A ] HEMA_C3
Il HEMA_Ca

] HEMA_CS
I HEMA_CE

Grado de Toxicidad

Femenina Masculing

SEXO

|l HEM A _C1
I HEMA_C2
C1HEMA_C3
Il HEM A _C4
C1HEMA_CS
|l HEMA_CE
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Grado de Toxicidad
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Grafico 3. Frecuencia de medianas del grado de toxicidad hematolégica durante los seis ciclos
de quimioterapia en la cohorte de estudio. A) Categoria de sexo; B) Grupos de edad OMS.
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7.3.2 FRECUENCIA DE LA TOXICIDAD GASTROINTESTINAL.

Se obtuvo la frecuencia de la toxicidad gastrointestinal de la cohorte de estudio,
durante los seis ciclos de quimioterapia. Los porcentajes entre los pacientes que
presentaron elevada toxicidad y aquellos que registraron escasa o nula toxicidad,
se muestran en la tabla 14, encontrando que la toxicidad gastrointestinal fue
menos frecuente en todos los ciclos de la quimioterapia, en comparacion a la
hematoldgica.

Tabla 14. Frecuencia de toxicidad gastrointestinal registrada durante los seis ciclos de
quimioterapia en la cohorte de pacientes.

Variable Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5 Ciclo 6

dicotomica

~ Elevada  100%  57% = 94% = 78%  45% = 3.4%
Toxicidad

Escasa o nula 90.0% 94.3% 90.6% 92.2% 95.5% 96.6%
Toxicidad

Se calcularon los riesgos relativos (RR) para conocer si la toxicidad
gastrointestinal reportada era debida a una de las dos variantes alélicas en
estudio. Se reporta en la Tabla 15, que tanto para la variante alélica rs1799852
(C/T) como para la variante alélica rs1057910 (A/C), no se asociaron a la toxicidad
(p=>0.05).
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Tabla 15. Riesgo Relativo (RR) de la toxicidad gastrointestinal en pacientes con la variante
alélica rs1799853 o rs1057910 comparado con los pacientes sin la variante.

0.616 1.0 0.472 0.677 0.563 1.0
1799853
(0.083-4.572) (0.063-3.534) (0.074-4.272)
1057910 NC NC NC NC NC NC
0.537 1.0 NC NC NC NC
1799853
(0.069-4.171)
1057910 NC NC 1.0 1.0 1.0 1.0
(0.659-1.516) (0.522-1.912)
NC= No Calculable
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7.3.2.1 MEDIANAS DE GRADO DE TOXICIDAD GASTROINTESTINAL
POR SEXO Y GRUPO DE EDAD.

Se analizaron las medianas de la toxicidad gastrointestinal; los resultados
obtenidos muestran que no se encontré toxicidad en este sistema ya que se
mantuvo en grado 1 tanto en mujeres (ciclo 1, 2 y 3) como en hombres (ciclo 1).
(Grafico 4-A). También se llevo a cabo el analisis de la toxicidad gastrointestinal
durante los seis ciclos de la quimioterapia de acuerdo a los grupos de edad segun
la OMS. Se pudo observar que en todos los grupos (Menor a 5 afios, de 5 a 9
afios, de 10 a 14 afos y de 15 a 17 afos) la toxicidad se mantuvo en grado 1.
(Grafico 4-B).
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Grafico 4. Frecuencia de medianas del grado de toxicidad gastrointestinal durante los 6 ciclos de
quimioterapia en la cohorte de estudio. A) Categoria de sexo; B) Grupos de edad OMS.
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7.3.3 FRECUENCIA DE LA TOXICIDAD HEPATICA.

Se calculé la frecuencia de la toxicidad hepatica durante los seis ciclos de
quimioterapia de la cohorte de estudio. Los porcentajes entre los pacientes que
presentaron elevada toxicidad y aquellos que registraron escasa o nula toxicidad,
se muestran en la tabla 16, encontrando que la toxicidad hepatica fue menos
frecuente en todos los ciclos de la quimioterapia, incluso en el ciclo 2 el 0% de los

pacientes presenté elevada toxicidad.

Tabla 16. Frecuencia de toxicidad hepatica registrada durante los seis ciclos de
quimioterapia en la cohorte de pacientes.

Variable Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5 Ciclo 6

dicotomica

Elevada 35% 0% = 13% = 14%  35%  21%
Toxicidad

Escasa o nula 96.5% 100% 98.7% 98.6% 96.5% 97.9%
Toxicidad

También se calcularon los riesgos relativos (RR), observando que tanto para la
variante alélica rs1799852 (C/T) como para la variante alélica rs1057910 (A/C),
con este tamafo de muestra, no se asociaron a la toxicidad hepatica p=>0.05.
(Tabla 17).
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Tabla 17. Riesgo Relativo (RR) de la toxicidad hepatica en pacientes con la variante alélica
rs1799853 o rs1057910 comparado con los pacientes sin la variante.

2.027 0.437 3 0.322 0 1.0
1799853
(0.289-14.202) (0.532-16.897)
1057910 0 1.0 0 1.0 NC NC
0 1.0 4 0.281 0 1.0
1799853
(0.530-30.161)
1057910 0 1.0 1 1.0 1

(0.486- 2.056) (0.434-2.299)

NC= No Calculable
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7.3.3.1 MEDIANAS DE GRADO DE TOXICIDAD HEPATICA POR SEXO Y
GRUPO DE EDAD.

Se llevo a cabo el andlisis de las medianas de la toxicidad hepatica de acuerdo al
sexo durante los seis ciclos de quimioterapia, encontrando que los pacientes no
presentaron toxicidad en este sistema, ya que ni en mujeres ni en hombres se

registrd toxicidad igual o superior al grado 1.

En cuanto al analisis de la toxicidad de dicho sistema durante los seis ciclos de la
quimioterapia de acuerdo a los grupos de edad segun la OMS, se observa que en
todos los grupos (Menor a 5 afos, de 5 a 9 anos, de 10 a 14 afos y de 15 a 17

afos) la toxicidad se mantuvo en grado 1. (Grafico 5-A).

A) B HEP_C1

4 W HEP_C2
C1HEP_C3
W HEP_C4
[IHEP_CS
W HEP_C6

Grado de Toxicidad

menor a 5 afios 5 a9 afios 10 a 14 afios 15 a 17 afios

EDAD_OMS

Grafico 5. Frecuencia de medianas del grado de toxicidad hepatica durante los 6 ciclos de
quimioterapia en la cohorte de estudio. A) Grupos de edad OMS.
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7.3.4 FRECUENCIA DE LA TOXICIDAD NEUROLOGICA.

De igual forma se obtuvo la frecuencia de la toxicidad neurolégica de la cohorte
estudio, durante los seis ciclos de quimioterapia. Los porcentajes entre los
pacientes que presentaron elevada toxicidad y aquellos que registraron escasa o
nula toxicidad, se muestran en la tabla 18, encontrando que en todos los ciclos de
quimioterapia se presentd un porcentaje minimo de elevada toxicidad, para el ciclo

4 y 6 se reporta toxicidad en grado 0.

Tabla 18. Frecuencia de toxicidad neuroldgica registrada durante los seis ciclos de
quimioterapia en la cohorte de pacientes.

Variable Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 4 Ciclo 5 Ciclo 6

dicotomica

~ Elevada  67% = 4.6% 1.2% 0% 1.5% 0%
Toxicidad

Escasaonula  93.3% 95.4% 98.8% 100% 98.5% 100%
Toxicidad

Dado que la toxicidad observada fue baja; el 3.3% de la poblacién de estudio
presentan un bajo grado de toxicidad (grado 1) para sistema Neurosensorial; el
51% presento toxicidad para el sistema Neuromotor (grados 1, 2,3 y 4); el 33.3%
de la poblacién en estudio registrd toxicidad Neurocortical (grado 1, 2 y 4), en
donde so6lo un paciente presento toxicidad grado 4; se reporta que el 5.5% de los
pacientes presentaron toxicidad Neurocerebelar (grado 1 y 2); 11% presentd
Cefalea, el 23.2% presentaron Estrefimiento (grado 1, 2 y 3), solamente dos
pacientes (2.2%) presentaron toxicidad grado 1 en audicion y tres pacientes

(3.3%) presentaron toxicidad grado 1 y 3 en visién. (Tabla 19).
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Tabla 19. Frecuencia de la toxicidad neurolégica (por cada sistema) en la cohorte de
pacientes.

Grado 1 28 (31.1%) Grado 1 26 (28.9%)

Grado 1 3 (3.3%)
Grado 2 15 (16.6%) Grado 2 3 (3.3%)
Grado 3 2 (2.2%) Grado 4 1(1.1%)
Grado 4 1(1.1%)
0,
CREED 3 (3.3%) Grado 1 6(6.6%)  Grado1  11(12.2%)
Grado 2 2 (2.2%)

Grado 3 4 (4. 4%) Grado 2 6 (6.6%)
Grado 3 4 (4.4%)

Grado 1 2 (2.2%) Grado 1 1(1.1%)
Grado 3 2(2.2%)
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7.4 COMPARACION DEL GENOTIPO CON LAS MEDIANAS DE LA
CONCENTRACION DE IFOSFAMIDA EN SANGRE ENTRE
PACIENTES CON LA VARIANTE Y SIN LA VARIANTE.

Se analizé la comparacion del genotipo con las medianas de la concentracion de
ifosfamida en sangre en una N=73 a las 12 horas y una N=74 a las 24 horas de
término de la ultima infusién, debido a que no todos los pacientes de la cohorte
final de estudio (N=90) contaban con muestra de 12 y 24 horas. Encontrando que
para la variante rs1799853 se observa una diferencia en la concentracion de
Ifosfamida a las 24 horas entre los pacientes con genotipo normal (C/C)
comparado con los pacientes con genotipo heterocigoto (C/T), siendo el valor de
p=0.013. Para el rs1057910 se observa diferencias en las concentraciones a las
12 y 24 horas, aunque la asociacion no alcanza a ser significativa (p=>0.05).
(Tabla 20).

Tabla 20. Comparacion del genotipo con las medianas de la concentracion de Ifosfamida a
las 12 y 24 horas.

66

1790853  CIC 20.0 69 3.0
(90.4)  (11.25-69.25) (93.2) (1-11.5)
0.534 0.013
cIT 7 30.0 5 20.0
(9.6) (13.5-70.5) (6.8) (3.5-99)
AIA 72 20.0 73 3.0
1057910 (98.6) (12-61) (98.6) (1-16)
0.967 0.702
AIC 1 515 1 50.0
(1.4) (4- 99) (1.4) (1-99)
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7.5 FRECUENCIA DE LA RESPUESTA A TRATAMIENTO EN LA
COHORTE DE ESTUDIO.

Se calculé la frecuencia de la respuesta a tratamiento en la cohorte de estudio al
final de los ciclos de quimioterapia. El numero de pacientes y el porcentaje
representativo se registraron en la tabla 21, encontrando que el 35.6% (N=32) de
la poblacién tuvo como respuesta progresion de la enfermedad y un 22.2% (N=20)
presentd Respuesta completa, lo que indica la erradicacion completa de la

enfermedad.

Tabla 21. Frecuencia de la Respuesta a Tratamiento en la cohorte de pacientes.

Respuesta Completa 20 22.2
Respuesta Parcial 24 26.6
Enfermedad Estable 9 10.0
Progresion de la Enfermedad 32 35.6
No Valorables 5 5.6

TOTAL 90 100

También se obtuvieron los riesgos relativos (RR) para cada una de las variantes
alélicas de estudio, para ello se realizaron variables dicotomicas; para fracaso al
tratamiento (se considero a la enfermedad estable y progresion de la enfermedad)
y éxito al tratamiento (cuando la respuesta fue completa y parcial). Encontrando
para la variante rs1799853 a ocho pacientes con genotipo CT. En el caso del
rs1057910 los dos pacientes con genotipo AC presentaron fracaso al tratamiento,
por lo que de acuerdo al intervalo de confianza se considera que el incremento en
el riesgo es estadisticamente significativo (OR= 2.157, 1C95%:1.709- 2.723). (Tabla
22).
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Tabla 22. Riesgo Relativo (RR) de la Respuesta a Tratamiento en pacientes con la variante
alélica rs1799853 o rs1057910 comparado con los pacientes sin la variante.

(0.501-2.165)

1.709- 2.723
AC 5 0 2157 | ( ) | 0.133
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8. DISCUSION DE RESULTADOS.

En el presente estudio, se evalud la asociacion de dos variantes en un gen de
metabolismo de ifosfamida (CYP2C9) y los niveles de ifosfamida, la toxicidad, asi
como la respuesta a tratamiento en 90 pacientes con tumores sodlidos

embrionarios.

El gen CYP2C9 es un gen altamente polimorfico y ya se ha estudiado en otras
poblaciones para otros farmacos como warfarina, tolbutamida, fenitoina, losartan y
numerosos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). Castelan y col. en 2013
reporto en individuos sanos de poblaciones mexicanas las frecuencias alélicas
para los polimorfismos rs1799853 y rs1057910, encontrando para la variante
rs1799853 que el alelo mas frecuente es el C con una frecuencia de 0.945 y de
0.051 para el alelo T; asi mismo para la variante rs1057910 el alelo mas frecuente
fue el A con una frecuencia de 0.961 y de 0.039 para el alelo C*'. En este estudio
las frecuencias encontradas en pacientes con tumores solidos, fueron similares a

48,49

las ya reportadas asi como en la base de datos HAP-MAP.

Existen muchos reportes donde han mostrado la contribucion de variantes alélicas
en genes de metabolismo de farmacos con la presencia de toxicidad o en la
respuesta a los tratamientos, pero no hay datos por ciclo de quimioterapia. Por lo
que en este trabajo se evaluo la incidencia de toxicidad (hematoldgica,
gastrointestinal, hepatica, neuroldgica, etc.) en una cohorte de 90 pacientes con
tumores solidos en cada uno de los ciclos de tratamiento. En esta cohorte de
pacientes se encontrd a la toxicidad hematolégica como la mas frecuente en grado
4 durante los seis ciclos de quimioterapia, siendo el parametro mas afectado los
linfocitos con una proporcién muy elevada de toxicidad (grado 4), debido a que la
IFM produce una reduccion de células, al actuar sobre la maduracion vy
proliferacion de sus células precursoras.>® Se ha reportado que, para la poblacion
adulta, la toxicidad mas frecuente es la neurotoxicidad, manifestada por
encefalopatia en el 40% de los pacientes tratados con IFM °' %2 % Asi como, la
toxicidad urolodgica la cual se manifiesta como cistitis hemorragica y nefrotoxicidad,

esta condicion en la poblacion pediatrica es mas vulnerable, la incidencia en otras
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poblaciones va de 1.4 al 5%°* *°. En esta cohorte de pacientes pediatricos con

TMS, el comportamiento no fue el reportado.

Se calcularon los RR para conocer si alguna de las variantes alélicas aumentaba
el riesgo de presentar toxicidad hematolégica y no se encontr6 que alguna
variante aumente el riesgo desarrollar toxicidad debido a que no se encontraron
diferencias significativas con este tamafo de muestra. Sin embargo, se observo
que los pacientes con el alelo T para la variante rs1799853 presentaron 4.5 veces
menor riesgo de presentar toxicidad hematologica (RR=0.228 1C95%:0.064-

0.812), comparado con los pacientes sin la variante con este tamafio de muestra.

También se evaluaron los niveles de IFM en sangre, pues se ha observado que
tiene ventajas como marcador de toxicidad, ya que esta toxicidad podria estar
asociada directamente con la cantidad de IFM en sangre y se podria realizar un
ajuste de dosis en caso de ser necesaria. Encontrando que para la variante
rs1799853 el presentar el alelo de riesgo se asocié a mayor concentracién de IFM
en sangre comparado con los pacientes sin la variante (p=0.013). En el estudio de
Lee C y col. en 2002, se demostré que individuos portadores de los alelos
CYP2C9*2 y *3 estan asociados a reducciones significativas en el aclaramiento
intrinseco de fenitoina®, lo que los clasifica como metabolizadores lentos. Por
otro lado, Yasar y col. 2002, observaron que pacientes con alelo T de la variante
rs1799853, se asociaban a una baja respuesta a losartan®’, mientras que
Griskevicius y col. en el 2003, encontraron la misma asociacion para esta variante,

solo que el farmaco en estudio era Ciclofosfamida®®.

Para la variante rs1057910, se observo la misma tendencia, los pacientes con la
variante alélica C acumularon mayor concentracion de IFM en sangre comparado
con los pacientes sin la variante. Aunque con este tamafo de muestra la p no
alcanza a ser significativa. Goldstein y col. en el 2003 encontré que el alelo C de la
variante rs1057910 se asocié a toxicidad grave durante el tratamiento con

Warfarina %% %,
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Finalmente, se analizaron los RR para conocer si alguna de las variantes se

asociaba al fracaso en la respuesta al tratamiento. Hallando diferencias
estadisticamente significativas para la variante rs1057910 (RR=2.157, 1C95%:
1.709- 2.723), en donde se encontré que los pacientes portadores del genotipo
heterocigoto (A/C) obtuvieron como respuesta al tratamiento, progresion de la
enfermedad, lo que indica que lejos de responder a la quimioterapia con IFM, la
enfermedad sigui6 avanzando, dando como resultado una mala respuesta a
tratamiento. En el estudio realizado por Tatyana A. y col. 2012, se observo una
correlacion significativa entre las variantes rs1799853 y rs1057910 y la resistencia
a diferentes esquemas de quimioterapia los cuales incluian Ciclofosfamida,
Metrotexate, Fluorouracilo y Doxorrubicina, en mujeres de Siberia con cancer de

mama®’.
Limitaciones del estudio.

Para la toxicidad renal, cardiaca y tension arterial no se pudo llevar a cabo el
analisis debido a un restringido seguimiento a los pacientes en estos sistemas y
debido a la falta de datos y/o examenes que no se realizaban de manera rutinaria
a los pacientes, por lo cual, no se asegura la ausencia de toxicidad en los

pacientes incluidos en este estudio.

No todos los resultados obtenidos en este estudio son estadisticamente
significativos, debido principalmente a la baja frecuencia de las variantes alélicas
de CYP2C9 para la poblacién mexicana. Ademas de la influencia de los diferentes
esquemas empleados a cada paciente, ya que algunos pacientes no solo eran
tratados con IFM y los estudios de rutina no se hicieron en los seis ciclos de la

quimioterapia.
Perspectivas.

Se espera contribuir con mas informacion de los genes que intervienen en la via
metabdlica de la IFM. Para ello se estan analizando variantes alélicas en otros
genes que participan en la via metabdlica de la IFM tal como; CYP2B6, CYP3A4 y

CYP3AS5. Ya que se ha demostrado que variantes alélicas de tipo SNP se han
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asociado a toxicidad y respuesta a tratamiento en otras poblaciones

genéticamente diferentes a la nuestra, por lo que se busca establecer regimenes
de administracion y dosificacion adecuados a nuestra poblacion. Esta
investigacion busca un impacto directo en fortalecer el esquema de quimioterapia

individualizada.

9. CONCLUSIONES.

Se hall6é que la toxicidad mas frecuente observada en esta cohorte de estudio fue
la hematoldgica, grado 4, siendo los linfocitos, el parametro mas afectado de este

sistema.

La toxicidad hematoldgica presentada tanto en hombres como en mujeres en los
seis ciclos de quimioterapia no presentd diferencias estadisticamente

significativas.

Los pacientes con la variante rs1799853 presentaron 4.5 veces menor riesgo de

presentar toxicidad hematolégica, comparado con los pacientes sin la variante.

El alelo T en la variante rs1799853 se asocié a mayor concentracion de IFM en

sangre comparado con alelo C en los pacientes de esta cohorte.

Finalmente, se observé una asociacién entre el genotipo heterocigoto (A/C) para el

rs1057910 y fracaso en la respuesta al tratamiento para tumores sélidos.
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ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO PROTOCOLO 068/2013

Sr (a): su hijo tiene un tumor sdlido embrionario y estad en tratamiento oncoldgico con
ifosfamida, es por ello que lo invitamos a participar en un estudio de investigacion
“TOXICIDAD ASOCIADA A VARIANTES ALELICAS EN GENES DE CYP450 EN PACIENTES
PEDIATRICOS CON TUMORES SOLIDOS EMBRIONARIOS TRATADOS CON IFOSFAMIDA”.
Por lo que es necesario que usted (su hijo) decida si participara o no en el estudio. Lea
cuidadosamente este formato y pregunte al médico del estudio cualquier duda al respecto.

Con los hallazgos en este estudio se disminuira la toxicidad, a partir de realizar un
tamizaje de aquellos pacientes que tengan variaciones en su material genético, que
causen toxicidad por la administracion de ifosfamida y como consecuencia se generara
una mayor y mejor calidad de vida de los pacientes a quienes se les proporcionaria un
tratamiento alternativo.

Es un estudio que se llevara a cabo aqui en este Instituto, donde se pretende analizar a
204 pacientes con tumores solidos embrionarios.

¢Quiénes pueden participar en el estudio?

Se incluiran pacientes del Servicio de Oncologia de este Instituto con tumores sdlidos
embrionarios tratados con ifosfamida, edad de 1 a 17 afios, cualquier género, cualquier
tumor sélido embrionario, la quimioterapia debe incluir ifosfamida en cualquier curso.

¢ Quiénes no deben participar en el estudio?

Los pacientes que no podran entrar a este estudio son aquellos pacientes con transfusion
sanguinea previa al estudio, desnutricion de grado Ill y/o cualquier alteracién que pueda
afectar la determinacion de los niveles de los metabolitos de la ifosfamida.

Que nos proporcione tres muestras de sangre, una muestra de 3 ml (equivalente a una
cucharadita de café) de sangre periférica para el analisis de su ADN al momento de la
firma del consentimiento y las otras dos muestras de sangre por puncién en un dedo a
las 12 y 24 Hrs después concluir la ultima infusién con ifosfamida estas dos
muestras se utilizaran para la cuantificacién de la ifosfamida y sus metabolitos, y ademas
que nos responda un cuestionario de toxicidad. El estudio tendra una duracion de 3 afnos.

Este estudio no tiene ningun costo, y su tratamiento asi como sus analisis de laboratorio y
la atencion médica recibida por su padecimiento no sera afectada.

ijo) al participar en el
estudio?
Se me comunicod que las tomas de muestra de sangre seran realizadas por personal
capacitado y que la puncién venosa es de riesgo minimo de acuerdo al reglamento de la
Ley General de Salud (Articulo 17).

caso de que tenga (tenga mi hijo) alguna molestia?

Este estudio no le generara efectos indeseables, pero si usted tuviera alguna duda
relacionada a este estudio de investigacién puede comunicarse a los teléfonos que
aparecen al final de este consentimiento.

El paciente no tendra ningun beneficio durante su primer ciclo de tratamiento
antineoplasico, sin embargo posterior a este se podra clasificar como respondedor o no
respondedor a tratamiento debido a los genotipos que posea en citocromo P450. De ser
no respondedor o en su caso mostrar mayor toxicidad al tratamiento con ifosfamida se le
podra ofrecer otra alternativa para mejorar su pronéstico.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas?
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Al final de este consentimiento estan los nimeros telefénicos a los que puede comunicar.
¢ Puedo negarme (mi hijo puede negarse) a participar en este estudio y se me puede
pedir (pedirle a mi hijo) que abandone el estudio?

Su participacién es voluntaria, puede negarse a participar desde un inicio o en el
momento en que lo desee sin que esto tenga consecuencia alguna. El médico del estudio
también puede retirar a usted (a su hijo) del estudio en caso de que se necesite otro
tratamiento debido a su enfermedad o que no siga el tratamiento prescrito o que no acuda
regularmente a sus citas.

¢Quiénes van tener informacion de mis datos (de mi hijo)

Sus datos personales solo los conoceran los investigadores y personal de salud que
participe en este estudio de investigacion sus datos seran confidenciales y la publicacion
que se genere no va a incluir su nombre.

aplica)
a) Después del estudio su DNA asi como la sangre y plasma se desecharan de acuerdo a los procedimientos
de desecho de bioldgico-infeccioso.
b) La muestra va a ser utilizada exclusivamente para este estudio.
c) No se compartira la muestra con otros investigadores.
d) La muestras se guardaran por 1 afio mas después de terminado el estudio.
e) Se identificara la muestra con las primeras 4 letras del nombre del farmaco en estudio y un numero
consecutivo.
f) Solo usted puede tener acceso a la informacion de los estudios de DNA
g) Si usted desea retirar sus muestras del estudio favor de comunicarse a los teléfonos de abajo y venir por ellas
para ser testigo del desecho.
h) Los resultados del analisis de DNA se mantendran confidenciales.

¢ Puedo conocer los resultados del estudio?

Si asi lo desea puede llamar a los numeros telefénicos proporcionados y se le agendara
una cita para que recoja sus resultados.

He leido y entiendo el presente consentimiento. Mis preguntas han sido contestadas y
acepto participar (que mi hijo participe) en este estudio.

Nombre del nifio Fecha
Nombre y firma del Padre, o Tutor Fecha
Nombre y firma de la madre o tutor Fecha
Nombre y firma de Testigo Fecha

(Es conveniente que anote su direccion)

Relacién que tiene con el voluntario Fecha

Nombre y firma de Testigo Fecha
(Es conveniente que anote su direccion)
Recibi copia de este consentimiento

Nombre y firma Fecha

Contacto con los investigadores principales: Dra. Luz Maria Torres Espindola Ext. 1426; celular:
5540156734, Dra. Rocio Cardenas Cardos, Dr. Juan Luis Chavez Pacheco. Ext 1426;celular:
5516776305 Dra. Matilde Ruiz Garcia, Presidente del Comité de Etica. Tel. 10840900 Ext. 1581 en
caso de que tenga dudas sobre los derechos como participante.
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ANEXO 2. CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO. PROTOCOLO 068/2013.

“Tx CY 450

LH]

Se te invita a participar en un estudio de investigacién. Es necesario que decidas si
participaras o no en el estudio. Lee cuidadosamente este formato y pregunta al médico
del estudio cualquier duda al respecto.

Con los hallazgos en este estudio se disminuira la frecuencia de toxicidad, a partir de
realizar un tamizaje de aquellos pacientes que tengan variaciones en su material genético,
que causen eventos adversos por la administracion de ifosfamida y como consecuencia
se generara una mayor y mejor calidad de vida de los pacientes a quienes se les
proporcionaria un tratamiento alternativo.

Es un estudio que se llevara a cabo aqui en este instituto, donde se pretende analizar a
204 pacientes con tumores solidos embrionarios y que se estan tratando con ifosfamida.

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?

Se incluiran pacientes de 1 a 17 afos, cualquier género, cualquier tumor solido
embrionario, la quimioterapia debe incluir ifosfamida en cualquier curso.

Que nos proporciones tres muestras de sangre, una muestra de 3 ml (equivalente a una
cucharadita de café) de sangre periférica para el analisis de tu ADN al momento de la
firma del consentimiento informado y otras dos muestras de sangre por puncién en un
dedo a las 12 y 24 hrs después de concluir la ultima infusién de la ifosfamida, para la
cuantificacion de los metabolitos y ademas responda un cuestionario de toxicidad. El
estudio tendra una duracion de 2 afios.

Se me comunicod que las tomas de muestra de sangre seran realizadas por personal
capacitado y que la puncién venosa es de riesgo minimo de acuerdo al reglamento de la
Ley General de Salud (Articulo 17).

Este estudio no te generara efectos indeseables, pero si tuvieras alguna duda relacionada
a este estudio de investigacion pueden comunicarse a los teléfonos que aparecen al final
de este consentimiento.

El paciente no tendra ningun beneficio durante su primer ciclo de tratamiento
antineoplasico, sin embargo posterior a este se podra clasificar como respondedor o no
respondedor a tratamiento debido a los genotipos que posea en citocromo P450. De ser
no respondedor o en su caso mostrar mayor toxicidad al tratamiento con ifosfamida se le
podra ofrecer otra alternativa de tratamiento para mejorar su prondstico.

¢ Puedo negarme a participar en este estudio y se me puede pedir que abandone el
estudio? Tu participacion es voluntaria, puedes negarte a participar desde un inicio o en
el momento en que lo desees sin que esto tenga consecuencia alguna.

¢Quiénes van tener informacion de mis datos?.

Tus datos personales solo los conoceran los Investigadores y personal de salud que
participe en este estudio de investigacion tus datos seran confidenciales y la publicacién
que se genere no va a incluir tu nombre.
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He leido y entiendo el presente consentimiento. Mis preguntas han sido contestadas y
acepto participar en este estudio.

Firmas

Nombre y firma del Participante

Nombre y firma del Padre o Tutor Nombre y firma de la madre o tutor
Nombre y firma de testigo No 1 Nombre y firma de testigo No 2
Nombre y firma del investigador responsable Fecha
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ANEXO 3.

TESIS DE LICENCIATURA

CUESTIONARIO DE TOXICIDAD ASOCIADA AL TRATAMIENTO CON IFOSFAMIDA. (APLICADO PARA LOS SEIS CICLOS).

TOXICIDAD ASOCIADA A VARIANTES ALELICAS EN GENES DE CYP450 EN PACIENTES PEDIATRICOS CON TUMORES
SOLIDOS EMBRIONARIOS TRATADOS CON IFOSFAMIDA.

FOLIO

NOMBRE DEL PACIENTE:
DIRECCION DEL PACIENTE:
FECHA INGRESO:

MOTIVO DE REINGRESO:

No. EXP.

DIAGNOSTICO

TELEFONO

FECHA DE EGRESO:

FECHA DE REINGRESO

1. - Caducidad: ,2.- Via de administracién ,3.- Dosis calculada de ifosfamida: mg/ m?/dia. 4.- Dosis calculada
de Ifosfamida: mg/ 5.- Dosis total de Ifosfamida: mg/dia.
CICLO 1 2 3
6.- FECHA DE
TRATAMIENTO? INICIO  __ /[ INICIO  __ /[ INICIO  __ /[
FINAL [ | FINAL [ | FINAL [ |
7.-PRESENTO
ALGUN EVENTO 1DSI 1DSI 1DSI
ADVERSO? 20no 20no 20no

8. CUAL DE ESTOS
EVENTOS PRESENTO
USTED?

1 DVomito (1) (2-5) (6-10) (>10)
2DDiarrea (2-3) (4-6) (7-9) (>10)
3Dnauseas(come) (disminucién) (ingiere) (No come)

4DEstomatitis (ulcera) (dolor y come) (dolor y no
come) (soporte parenteral)

5D Neurosensorial ~ (parestesias) (
moderadas) (perdida sensorial grave)

parestesias

GD Neuromotor ( debilidad) (leve debilidad)
(deterioro funcioén) (paralisis)

7DNeurocorticaI (leve somnolencia) (moderada)
(alucinaciones) (coma, convulsiones)

8 D neurocerebelar  (
(ataxia) (necrosis)

incoordinacién)  (temblor)

QD cefalea (leve) (moderada) (TX)
1ODEstreﬁimiento (leve) (moderado) (grave) (ileo)

11 DAudici(’)n
(funcion) (sordera)

(perdida  asintomatico)  (tinnitus)

1 DVomito (1) (2-5) (6-10) (>10)
2 D Diarrea (2-3) (4-6) (7-9) (>10)
3 D nauseas(come) (disminucion) (ingiere) (No come)

4DEstomatitis (ulcera) (dolor y come) (dolor y no
come) (soporte parenteral)

5DNeurosensorial (parestesias)  (
moderadas) (perdida sensorial grave)

parestesias

GD Neuromotor ( debilidad) (leve debilidad) (deterioro
funcion) (paralisis)

7DNeurocorticaI (leve somnolencia) (moderada)
(alucinaciones) (coma, convulsiones)

BDneurocerebelar ( incoordinacién) (temblor) (ataxia)
(necrosis)

QD cefalea (leve) (moderada) (TX)
10DEstreﬁimiento (leve) (moderado) (grave) (ileo)

11 DAudicién (perdida asintomatico) (tinnitus) (funcion)
(sordera)

1 DVomito (1) (2-5) (6-10) (>10)
2 D Diarrea (2-3) (4-6) (7-9) (>10)
3 D nauseas(come) (disminucién) (ingiere) (No come)

4DEstomatitis (ulcera) (dolor y come) (dolor y no come)
(soporte parenteral)

5D Neurosensorial (parestesias) (
moderadas) (pérdida sensorial grave)

parestesias

GD Neuromotor ( debilidad) (leve debilidad) (deterioro
funcion) (paralisis)

7DNeurocorticaI (leve  somnolencia)
(alucinaciones) (coma, convulsiones)

(moderada)

BDneurocerebelar ( incoordinacion) (temblor) (ataxia)
(necrosis)

QD cefalea (leve) (moderada) (TX)
10DEstreﬁimiento (leve) (moderado) (grave) (ileo)

11DAudicic’>n (perdida asintomatico) (tinnitus) (funcion)
(sordera)
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12D vision ( perdida subtotal 3) (severa 4) 12D vision ( perdida subtotal 3) (severa 4) 12D vision ( perdida subtotal 3) (severa 4)
13 DOTROS 13 DOTROS 13 DOTROS

9. POR CUANTO 1 DHoras o 1 DHoras o 1 DHoras o

TIEMPO PRESENTO | 2[lpias 71 I (Y 2loas_

EL (LOS EVENTOS)?
3DSemanas_ 3DSemanas_ SDSemanas_
4D Otro___ 4D Otro___ 4D Otro___

10. LE RECETO .

ALGO SU MEDICO 10s: 10s: 10s:

PARA DETENER EL | ;N0 o 2o

EVENTO?

11.- QUE FARMACO

LE RECETO?

12.- POR CUANTO

TIEMPO TOMO EL J— Dias J— Dias J— Dias

FARMACO?

13.-HUBO 1DSI 1DSI 1DSI

RESPUESTA AL | o0vo 2Ono 2Ono

TRATAMIENTO

ONCOLOGICO?

14.- COMO FUE LA

RESPUESTA? 1 DCompIeta 1 DCompIeta 1 DCompIeta
ZDParciaI ZDParciaI ZDParciaI
3DProgresién 3DProgresién 3DProgresic’m
4D Estable 4D Estable 4DEstabIe
SD Otro SD Otro SD Otro

;fr:lAL RESPUESTA 1 DCompIeta 1 DCompIeta 1 DCompIeta
znParciaI ZDParciaI ZDParciaI
SDProgresién 3DProgreSién 3DProgresic’m
4D Estable 4D Estable 4D Estable
SD Otro SD Otro SD Otro
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ANEXO 4. TABLA DE TOXICIDAD DE LA OMS.

Toxicidad Hematolégica.

Grado de Toxicidad 0 1 2 3 4
Leucocitos (uL) 4.0 3.0-3.9 2.0-2.9 1.0-1.9 <1.0
Plaquetas (nL) 150-400 75.0 50.0-74.9 25.0-49.9 <25.0

Hemoglobina (nL) 11 (F) 10.0 8.0-10.0 6.5-7.9 <6.5
13 (M)
Neutrdfilos Totales (pL) >2.0 1.5-1.9 1.0-1.4 0.5-0.9 <0.5
Linfocitos (L) >2.0 1.5-1.9 1.0-1.4 0.5-0.9 <0.5
Toxicidad Gastrointestinal.
Grado de Toxicidad 0 1 2 3 4
Nauseas No Capaz de comer Disminucién Casi no ingiere No come
significativa
Vémito No 1 episodio en 24 2 a 5 episodios 6 a 10 episodios | >10 episodios
Hrs en 24 Hrs en 24 Hrs en 24 Hrs
Diarrea No 2a3 4a6 7a9 >10
evacuaciones al evacuaciones al | evacuaciones al evacuaciones
dia dia; dia; al dia,
evacuaciones incontinencia, hematoquezia,
nocturnas y cdlicos intensos requiere
colicos alimentacion
parental
Estomatitis No Ulceras sin dolor; Eritemas Eritemas Requiere
eritema dolorosos; dolorosos; soporte
edema o edema o parenteral o
ulceras, pero ulceras, no enteral
puede comer puede comer
Toxicidad Hepatica.
Grado de Toxicidad 0 1 2 3 4
Bilirrubina Directa <0.4 - <1.5 1.5-3.0 >3.0 cifras
Bilirrubina Total (mg/dL) 0.20-1
Transaminasas
ALT 5.0-46.0 115.0 230.0 920.0 >920.0
AST 5.0-37.0 92.5 185.0 740.0 >740.0
Fosfatasa Alcalina 30.0-110.0 111.0-275.0 550.0 2200.0 >2200.0
(IU/L)
Toxicidad Renal.
Grado de Toxicidad 0 1 2 3 4
Creatinina (mg/dL) 0.5-1.3 3.25 3.9 7.8 >7.8
Proteinuria (g/dL) Negativo <3.0 3.0-10.0 >10.0 Sindrome
nefrético
Hematuria Negativo Microscépico Macroscopico Microscépico Requiere
con coagulos transfusion
Toxicidad Cardiaca.
Grado de Toxicidad 0 1 2 3 4
Disritmias Ninguna Asintomatico Recurrente o Requiere Requiere
transitorio; no persistente pero tratamiento monitoreo,
requiere no requiere taquicardia
tratamiento tratamiento ventricular o
fibrilaciéon
Funcion cardiaca Normal Asintomatico Asintomatico Leve Grave o
Disminuye la FEV Disminuye la insuficiencia insuficiencia
a<20% de su FEV a < 20% de cardiaca que congestiva o
basal su basal responde al refractaria
tratamiento
Isquemia Cardiaca Ninguna Onda T aplanada Asintomatico Angina sin Infarto agudo al
inespecifica Ondas Ty ST evidencia de miocardio
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con cambios infarto
que sugieren
isquemia
Pericardio Normal Derrame Pericarditis Derrame Taponamiento
asintomatico, no Dolor sintomatico que cardiaco que
requiere retroesternal con | requiere drenaje requiere
tratamiento cambios ECG drenaje urgente
Toxicidad en Presion arterial.
Grado de Toxicidad 0 1 2 3 4
Hipertension Sin cambios Incremento Incremento Requiere Crisis
transitorio recurrente o tratamiento Hipertensiva
asintomatico >de persistente
20 mm Hg 6 de > | mayor de 20 mm
de 150/100 Hg 6>50/100
Hipotension Sin cambios Cambios que no Requiere Requiere TXy Requiere TXy
requieren remplazo hidrico hospitalizacion hospitalizacion
tratamiento y TX, pero no por lo menos de por mas de 48
hospitalizacion 48 Hrs Hrs
Toxicidad Neuroldgica.
Grado de Toxicidad 0 1 2 3 4
Neurosensorial No Leve parestesia Parestesias Pérdida sensorial -
Pérdida de reflejos moderadas grave que
osteotendinos Pérdida interfiere con la
sensorial funcion
moderada
Neuromotor No Subjetiva Leve debilidad Debilidad objetiva Paralisis
debilidad sin datos objetiva sin con deterioro de la
objetivos deterioro funcién.
importante de la
funciéon
Neurocortical No Leve somnolencia Moderada Intensa Coma,
y agitacion somnolencia y somnolencia, convulsiones y
agitacion agitacion, psicosis toxica
alucinaciones,
desorientacion y
confusion
Neurocerebelar No Leve Temblor de Ataxia locomotora Necrosis
incoordinacion, intencion, cerebelar
disdiadococi-nesia disimetria,
nistagmos,
lenguaje
confuso
Cefalea No Leve Moderada o Requiere TX -
intensa pero
transitoria
Estrefiimiento No Leve Moderado Grave lleo mas de 96
Hrs
Audicion No Pérdida Tinnitus Pérdida de la Sordera no
asintomatica audicion que corregible
perceptible por interfiere con la
audiometria funcién, pero
corregible con
ayuda
Vision No - - Pérdida subtotal Ceguera
sintomatica de la
visiéon
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