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Resumen

Introduccién. El cancer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de muerte en
Chile. Los pacientes con CCR pueden presentar dolor moderado a intenso, utilizando
farmacos opioides para obtener una accién analgésica. Sin embargo, no estan exentos de

riesgos, ya que pueden surgir reacciones adversas a medicamentos.

La farmacogenética juega un rol importante en la variacion genética que puede afectar en
la aparicion de reacciones adversas a medicamentos. El citocromo P450 es la enzima
predominante en el metabolismo de los opioides. En particular, los polimorfismos
genéticos rs1065852 y rs2740574, estan asociados con las enzimas CYP2D6 y CYP3A4,
respectivamente. Estos polimorfismos se asocian con un metabolismo reducido de los
opioides, incidiendo directamente en la dosificacion necesaria del farmaco opioide para
lograr el alivio analgésico deseado, disminuyendo el riesgo de aparicion de reacciones

adversas a medicamentos.

Objetivo. Establecer una asociacion entre las variaciones genéticas de los genes
CYP2D6 (rs1065852) y CYP3A4 (rs2740574), involucrados en la farmacocinética de los
medicamentos opioides, en relacion con la respuesta en términos de toxicidad, en

pacientes con cancer de colon avanzado.

Metodologia. Se realizé un estudio observacional tipo transversal durante un periodo de
6 meses en pacientes con CCR avanzado que han sido tratados con farmacos opioides
en el Instituto Nacional del Cancer de Chile y el Hospital Clinico de la Universidad de
Chile. Se utilizé PCR en tiempo real para determinar los genotipos de CYP2D6 y CYP3A4.

Se analizaron los registros clinicos para evaluar la prevalencia de reacciones adversas.



Para establecer una asociacion entre las variantes genéticas y la respuesta en términos

de toxicidad, se realiz6 un analisis estadistico inferencial.

Resultados. En este estudio se abordaron 19 pacientes que cumplieron con los criterios.
Los polimorfismos de CYP2D6 y CYP3A4 estan en equilibrio de Hardy-Weinberg. La
variante genética tipo wild type del gen CYP2D6 se asocié con un aumento en la toxicidad
en pacientes con CCR, con un 5% de significancia. Especificamente, los pacientes con
genotipo mutado o doble mutado tienen un riesgo relativo de 0,24 de experimentar
reacciones adversas en comparacién con los pacientes con genotipo wild type. Ademas,
se asocio las reacciones adversas de somnolencia, anorexia y apetito reducido con el

genotipo C/T para el gen CYP2D6.

Conclusién. Se ha observado una asociacion significativa entre la presencia del alelo
wild type del SNP rs1065852 y un incremento en la aparicion de reacciones adversas a
los farmacos opioides en pacientes con CCR. Estos hallazgos preliminares sugieren que
las variaciones genéticas podrian tener un papel importante en la respuesta a los

farmacos opioides en pacientes con CCR.
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Abstract

Introduction. Colorectal cancer (CRC) is a major cause of mortality in Chile. CCR patients
may suffer from moderate to severe pain and often use opioid medications for analgesic
relief. However, these drugs are not without hazards, as they can induce adverse drug

reactions.

Pharmacogenetics is a key factor in the genetic variation that can impact the prevalence of
adverse drug reactions. Cytochrome P450 is the main enzyme involved in the metabolism
of opioids. In particular, two genetic polymorphisms, rs1065852 and rs2740574, are
associated to CYP2D6 and CYP3A4 enzymes, respectively. These polymorphisms are
related with impaired opioid metabolism, affecting the necessary dosage for achieving

desired analgesic relief, thereby reducing the risk of occurrence of adverse drug reactions.

Objective. To establish an association between the genetic variations of the CYP2D6
(rs1065852) and CYP3A4 (rs2740574) genes involved in the pharmacokinetics of opioid
medications and their impact on the toxicity response in patients with advanced colon

cancer.

Methodology. A cross-sectional observational study was conducted over a period of 6
months in patients with advanced CRC who have been treated with opioid drugs at the
National Cancer Institute of Chile and the Clinical Hospital of the University of Chile. Real-
time PCR was used to determine the genotypes of CYP2D6 and CYP3A4. Clinical records
were examined to evaluate the prevalence of adverse reactions. To determine an
association between genetic variants and toxicity, an inferential statistical analysis was

performed.

Results. This study included 19 patients who met the criteria. The polymorphisms of

CYP2D6 and CYP3A4 are in Hardy-Weinberg equilibrium. The wild-type genetic variant of
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the CYP2D6 gene was associated to an increase in toxicity in CRC patients, with a
significance of 5%. Specifically, patients with mutated or double-mutated genotype have a
relative risk of 0.24 of experiencing adverse reactions compared to patients with wild type
genotype. Additionally, adverse reactions such as drowsiness, anorexia, and reduced

appetite were associated to the C/T genotype for the CYP2D6 gene.

Conclusion. A significant association was observed between the presence of the wild-type
allele of the SNP rs1065852 and an increase in the prevalence of adverse reactions to
opioid drugs in CCR patients. These preliminary findings suggest that genetic variations

could have a significant impact on the response to opioid drugs CRC patients.
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1. Introduccién

1.1 Magnitud del cancer colorrectal a nivel mundial y nacional

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. La plataforma
“Global Cancer Observatory” (GLOBOCAN) estim6 que en el afio 2020 hubo cerca de 10
millones de defunciones por esta causa. Ademas, en un periodo de 3 afios se observé
que el cancer afecté a una poblacién de 30 millones de personas, siendo los tipos de
cancer mas comunes el de mama (5 millones), el colorrectal (3,6 millones) y el de préstata

(3,2 millones) (1).

Segun GLOBOCAN, la situacién actual en Chile es similar a la del resto del mundo; esto
se refleja en que los tipos de cancer con mas incidencia son el de préstata (15%), el
colorrectal (11,5%) y el de mama (9,8%) (1). El cancer colorrectal (CCR) es una
enfermedad prevalente, con una tasa cruda de 35,2 casos por cada 100.000 habitantes,
gue puede tener un impacto significativo en la vida de los pacientes. El estudio del CCR
desde una perspectiva clinica implica el andlisis de los factores que influyen en su

diagndstico, tratamiento y prondstico (2).

El CCR se clasifica en varias etapas, desde la etapa 0 hasta la etapa 4. En la etapa 1, se
encuentra limitado a las células del revestimiento interno del colon o recto. En la etapa 2,
ha crecido y se ha extendido mas profundamente hacia o a través de las paredes. En la
etapa 3, el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos cercanos. En la etapa 4, el

cancer se ha diseminado a otros 6rganos o partes del cuerpo (3).

En pacientes con CCR, el dolor es uno de los sintomas mas comunes y debilitantes. La
prevalencia del dolor es alta, con un 66% en enfermedad avanzada, metastasica o

terminal, 55% antitumoral y 33% en pacientes curados de cancer (3-4). Ademas del dolor,



los pacientes con CCR experimentan una variedad de sintomas, que incluyen dolor

abdominal, diarrea, estrefiimiento, molestias y/o célicos persistentes, debilidad y fatiga (5).

1.2 Tratamiento del dolor

En el contexto de los pacientes con cancer, el manejo inadecuado del dolor puede tener
un impacto significativo en su calidad de vida y bienestar psicologico. La presencia de
dolor no controlado puede manifestarse de diversas formas, incluyendo angustia,
interferencia en actividades diarias, depresion, trastornos de animo, ansiedad y dificultad

para concentrarse (6-7).

La percepcion del dolor en el paciente se relaciona con las clasificaciones de intensidad,
tipo y localizacién del dolor. En este contexto, la escala de intensidad del dolor varia entre
leve, moderado y severo. Para su evaluacion se utilizan diferentes métodos, como la
descripcion verbal, una escala numérica de 11 puntos o la escala visual analdgica (EVA).
Esta Ultima es la mas cominmente empleada en el ambito clinico y se valora por medio

de una escala del 0 al 10 (8).

Entre los tipos de dolor que pueden presentar los pacientes se encuentra el nociceptivo
(visceral o somatico), neuropatico o psicogénico, ya sea como resultado del propio cancer
o del tratamiento utilizado (9). El dolor nociceptivo es el resultado de estimulos nocivos y
el dolor neuropético se produce a nivel del sistema nervioso central (SNC) o periférico

(10).

La “World Health Organization” (WHQO) propone un enfoque escalonado de tres pisos para
el tratamiento de la analgesia, dependiendo de la intensidad del dolor experimentada por
el paciente. Para el dolor leve (EVA inferior a 4), se comienza con el paso 1 de la escalera

del tratamiento, el cual consiste en la administracion de un no-opioide, generalmente



paracetamol, ademas de medicamentos antiinflamatorios no esteroidales (AINES) como

ibuprofeno, naproxeno y ketoprofeno (11-12).

Si el dolor es moderado (EVA entre 4-6), se inicia el paso 2. Consiste en la administracion
de un opioide débil por via oral como codeina, dihidrocodeina, tapentadol o tramadol. En
caso de dolor intenso (EVA mayor a 6), el tratamiento comienza con el paso 3, el cual se
aborda con la administracién de un opioide fuerte, entre los cuales se encuentran la
morfina, fentanilo, buprenorfina, oxicodona y metadona. En el paso 2 y 3, la terapia se

debe acompafiar con un no-opioide para potenciar el efecto analgésico (11-13).

Aungue estos medicamentos pueden ser efectivos para el manejo del dolor, la evidencia
clinica ha demostrado que su eficacia puede ser limitada con el tiempo. El uso prolongado
de opioides puede aumentar el riesgo de fracturas, caidas, anomalias endocrinas,
inmunomodulacion, hiperalgesia inducida por opioides y dependencia (13). Sin embargo,
en ocasiones, el desafio en el tratamiento del dolor con opioides no radica en la
resistencia al tratamiento, sino que puede residir en la tolerancia del paciente a las

reacciones adversas a estos medicamentos.

1.3 Reacciones adversas de los opioides.

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM) son respuestas no intencionadas y
perjudiciales que se producen a dosis normales utilizadas en el tratamiento de
enfermedades (14). La aparicion de RAM puede depender de varios factores, entre los
gue se incluyen la dosis del farmaco, la via de administracion, la forma farmacéutica y
cémo se metaboliza. Es importante destacar que no todas las RAM son dependientes de

la dosis (15).

Para evaluar la probabilidad de que un medicamento sea la causa de una RAM, se
utilizan diversas herramientas, como el algoritmo de Naranjo (Anexo 1), el método
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logistico y el sistema de la Organizacion Mundial de la Salud-Centro de Monitoreo de
Uppsala (WHO-UMC) (16). El algoritmo de Naranjo destaca por su uso generalizado en la

investigaciéon de las RAM, asi como por su simplicidad y rapidez de implementacién (17).

Existen tres categorias para evaluar la causalidad de una RAM, las cuales son definitiva,
probable y posible. Estas categorias se refieren a una reaccidbn que ocurre en una
secuencia temporal razonable tras la administracion del medicamento, por la enfermedad

concurrente o ambas situaciones (15).

Entre los distintos opioides, las RAM mas frecuentes incluyen depresion respiratoria,
constipacion, sedacion, nduseas, vomitos y prurito. Ademas, cada opioide puede producir
RAM especificas. Por ejemplo, la metadona se asocia con diaforesis, sedacion, letargo y
prolongacién del intervalo QT (16). El tramadol puede causar taquicardia, hipertension,

anorexia, depresion del SNC, astenia, dolor de cabeza o abdominal.

En cuanto a otros opioides, la codeina puede provocar euforia, mareos, fatiga y depresién
respiratoria. Por su parte, la buprenorfina puede ocasionar efectos anticolinérgicos, como
boca seca, vision borrosa y un umbral de convulsion méas bajo (18-20). Asimismo, el
fentanilo puede inducir euforia, confusion, perturbaciones visuales, discinesia, delirio,

rigidez muscular y pérdida de la memoria (21-22).

Un estudio de Cochrane encontrd que el 78% de los pacientes a los que se les administro
un opioide para el dolor experimentaron al menos una RAM (23). Esto resalta la
importancia de comprender los factores involucrados en estas RAM, como el genotipo de

los pacientes.



1.4 Metabolismo de los opioides y enzimas involucradas.

El metabolismo de los opioides es de vital importancia para garantizar la seguridad de los
pacientes, ya que una metabolizacién adecuada tiene un impacto directo en la aparicién
de RAM. Este aspecto adquiere aun mas relevancia en pacientes que reciben mdultiples
farmacos, ya que la interaccién entre los opioides y otros medicamentos puede alterar su

metabolismo, aumentando asi el riesgo de RAM (24).

La farmacocinética estudia como el cuerpo absorbe, distribuye, metaboliza y excreta un
farmaco, lo que influye en la respuesta clinica de cada paciente. Algunos opioides, como
la codeina y el tramadol, son profarmacos, lo que significa que requieren ser
metabolizados para ejercer su accion terapéutica. Por otro lado, opioides como la morfina,
la codeina y la metadona experimentan un metabolismo extenso en el higado tras su

absorcion, antes de llegar a la circulacion sistémica (25).

Este proceso de metabolizacién es llevado a cabo por las enzimas del citocromo P450
(CYP), en particular, las enzimas CYP3A4 y CYP2D6, en el metabolismo de los opioides.
La enzima CYP3A4 es responsable del metabolismo de mas del 50% de los farmacos,

mientras que CYP2D6 metaboliza aproximadamente un 20-25% de los farmacos (25-26).

Un metabolismo alterado puede provocar que un opioide sea eliminado rapidamente,
impidiendo que alcance su objetivo terapéutico, o que permanezca en el organismo
durante un tiempo prolongado, intensificando las RAM (25). Los factores genéticos
desempefian un papel importante en este proceso, ya que pueden afectar la actividad de

las enzimas CYP3A4 y CYP2D6.

1.5 Farmacogenética y polimorfismos de los genes CYP3A4y CYP2D6
La farmacogenética se dedica al estudio de las variaciones genéticas que influyen en los

efectos de los farmacos, abarcando aspectos como la farmacocinética. Los genotipos,



gue representan la combinacién especifica de alelos que un individuo posee para un gen

determinado, pueden afectar la forma en que responde un farmaco (27).

Cada gen alberga diferentes polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), y cada SNP
puede estar asociado con una respuesta clinica particular. En el caso especifico de las
enzimas CYP3A4 y CYP2D6, los SNPs rs2740574 y rs1065852, respectivamente, han

sido relacionados con un cambio en la actividad hacia los farmacos opioides (28).

El rs2740574 es una variante de secuencia ubicada en el gen CYP3A4, correspondiente a
la variacion de la enzima CYP3A4 conocida como CYP3A4*1B. Este cambio gendémico
implica -392A>G y se clasifica como una transicion, que representa una sustitucion en el
promotor intragénico (“5-prima”). El alelo wild type (WT) es A, mientras que el alelo
variante es G. La ubicacion de este cambio es en el cromosoma 7 del genoma, en la

posicién 99784473 (29-30).

La enzima CYP3A4, que es la principal responsable del metabolismo del fentanilo y la
buprenorfina, también interviene en el metabolismo del tramadol y la metadona (31-35).
Se ha asociado el polimorfismo CYP3A4*1B con una disminuciéon de la actividad

enzimatica (36).

Este polimorfismo provoca una disminucion de la unién de proteinas nucleares al
promotor proximal de CYP3A4, lo que resulta en una menor actividad enzimatica,
teniendo un impacto significativo en el metabolismo de la metadona (36). En el caso del
fentanilo, la presencia de *1B altera la cinética del farmaco, resultando en
concentraciones séricas mas altas en pacientes portadores de este gen, debido a un

deterioro en el aclaramiento del farmaco (37).



Por otro lado, el rs1065852 es un polimorfismo localizado en el gen CYP2D6. Este
polimorfismo implica un cambio en la posicién 100C>T que resulta en una sustitucién de
prolina por serina en el aminoacido. Esta sustitucién es caracteristica de la variante
CYP2D6*10. El alelo WT para este SNP es C, mientras que el alelo variante es T. Su

ubicacion se encuentra en el cromosoma 22, en la posicion 42130692 (29,30).

La enzima CYP2D6 tiene una relevancia significativa en el metabolismo de varios
opioides, incluyendo la codeina, el tramadol y la metadona (34-35, 38). La evidencia
clinica indica que los pacientes con el polimorfismo *10 experimentan una disminucién en
la actividad metabdlica de los farmacos opioides. Esta disminucion se debe a una
alternacion en la conformaciéon de la proteina causada por el polimorfismo (39). Como
resultado, los pacientes con un fenotipo de metabolizador intermedio o lento pueden
necesitar un ajuste en la dosificacién para codeina, tramadol, fentanilo o metadona para

lograr una respuesta analgésica adecuada (40-45).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es comprender la relacion entre las variantes
genéticas de los genes CYP3A4 y CYP2D6 y las RAM que surgen de la administracion de
farmacos opioides en pacientes con CCR. El fin Ultimo es optimizar su tratamiento y

mejorar su calidad de vida.

De acuerdo a lo anteriormente sefialado, la presente tesis plantea la siguiente hipotesis

de trabajo:

“Variaciones genéticas de los genes CYP3A4 (rs2740574) y CYP2D6 (rs1065852),
involucrados en la farmacocinética de farmacos opioides, se relacionan con la toxicidad,

en pacientes con cancer de colon en etapa avanzada”



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Establecer una asociacion entre las variaciones genéticas de los genes CYP3A4
(rs2740574) y CYP2D6 (rs1065852), involucrados en la farmacocinética de farmacos
opioides, con la respuesta en términos de toxicidad en pacientes con cancer de colon en

etapa avanzada.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Determinar frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes genéticas CYP3A4

(rs2740574) y CYP2D6 (rs1065852) en poblacion general.

2.2.2 Determinar frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes genéticas CYP3A4
(rs2740574) y CYP2D6 (rs1065852) en un grupo de pacientes con cancer de colon en

etapa avanzada.

2.2.3 Determinar las prevalencias de reacciones adversas a medicamentos opioides

presentes en pacientes con cancer de colon en etapa avanzada.

2.2.4 Establecer la asociacion entre las variables genéticas CYP3A4 (rs2740574) y
CYP2D6 (rs1065852) y la presencia de reacciones adversas a farmacos opioides en

pacientes con cancer de colon en etapa avanzada.

3. Metodologia

3.2 Disefio de estudio
En este estudio, se llevdo a cabo un estudio observacional transversal retrospectivo.

Participaron pacientes diagnosticados con adenocarcinoma de colon en etapa avanzada



(etapa 3y 4), los cuales dieron su consentimiento informado por escrito en los centros del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile (HCUCH) y en el Instituto Nacional de Cancer
de Chile (INC) (Anexo 2 y 3). Los pacientes fueron sometidos a una biopsia de tejido

fresco y se almacenaron en criotubos a -80°C.
Los criterios de inclusion fueron:

e Pacientes mayores de 18 afos diagnosticados con cancer de colon en etapa
avanzada.

e Pacientes que presentaron dolor después de haber sido diagnosticado con cancer
de colon en etapa avanzada.

e Pacientes que recibieron un tratamiento con farmacos opioides para el manejo del

dolor.

Los criterios de exclusion fueron:

e Pacientes sin muestra de biopsia disponible en el centro clinico donde se realiz6 la
identificacion.

e Pacientes con muestras no apropiadas para el analisis molecular (por ejemplo, por
la calidad del tejido fijados en formol e incluidos en parafina [FFPE], sin
reconfirmacién del diagnéstico por patologias con discordancia o cualquier otro

motivo).

3.2 Poblacién de estudio

El tamafo de la muestra de 52 pacientes se determind mediante un disefio transversal
descriptivo, utilizando la investigacion de Camacho-Sandoval (46). Se consider6 un
margen de error del 8%, una potencia del 80% y un nivel de confianza del 95 %. Se utilizd
la frecuencia alélica menor (MAF) del polimorfismo correspondiente al gen CYP3A4

(rs2740574), con una prevalencia del 23% obtenida del sitio web Ensembl.



Para el célculo del tamafio muestral se utiliz6 la férmula 1. En donde n, es el tamafio de
muestra para una poblacion infinita, Z, es un valor asociado al nivel de confianza, p es la
prevalencia de MAF para la variante genética del gen CYP3A4 (rs2740574) y d es el error

maximo permitido.

Férmula 1 Tamafio de muestra para poblacion infinita

Z;+p(1—p)

no = dz

Se realizé un ajuste para reducir el tamafio de muestra para una poblacion finita, en la
cual se utilizo la formula 2. Donde N representa el tamafio de la poblacion, en el cual se

supuso una poblacion de 180 pacientes con CCR que se podria recolectar.

Formula 2 Tamafo de muestra para poblacion finita

n= n

3.3 Fuentes de informacion y recoleccién de datos

Para garantizar que los pacientes cumplian con los criterios de seleccion, se realizé una
revision exhaustiva de sus historiales médicos. Ademas, se recopilé en la plataforma
‘REDCap” la informacién de cada paciente, incluyendo las caracteristicas
sociodemogréficas, la presencia de dolor, los farmacos opioides utilizados y las

respectivas RAM.

Para analizar la distribucion del uso de farmacos opioides en pacientes con CCR, se
revisaron las fichas clinicas, prestando especial atencion a la presencia de dolor. Se
calculd la proporcion de pacientes tratados con cada opioide dividiendo el nimero de
pacientes que recibieron cada opioide por el total de pacientes. Ademas, se determiné la

proporcion de pacientes con RAM para cada opioide, dividiendo el nUmero de pacientes
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gue experimentaron RAM con cada opioide por el total de pacientes que recibieron ese

opioide.

Las RAM asociadas a farmacos opioides se determinaron en base a literatura. No se
consideraron las RAM de morfina, debido a que se metaboliza por la enzima
uridinadifosfato glucuroniltransferasa (UGT), ya que es un gen que no se aborda en el
estudio. Se examind la ficha clinica electrénica de cada paciente en la plataforma
Ticares® para detectar las RAM relacionadas a la administracion de los opioides,

incluyendo la fecha de administracion para el andlisis de causalidad de RAM.

La evaluaciéon de causalidad de las RAM, es decir, la probabilidad de que los farmacos
opioides fueran la causa de las RAM observadas en cada paciente con CCR, fue
evaluado utilizando el algoritmo de Naranjo (47). Esta herramienta consiste en analizar
una serie de preguntas relacionadas con la secuencia temporal de la administracion del
farmaco y la aparicion de la RAM. El investigador fue el responsable de asignar el puntaje
de causalidad para cada paciente, clasificandolos en posible, probable, definitiva o

dudosa.

Las RAM se clasificaron en 9 categorias, de acuerdo con el sistema afectado por la RAM,
utilizando la herramienta de clasificacion internacional de Enfermedades (CIE-11) que
consiste en una norma global que ayuda a la comprension y el seguimiento de la salud a
nivel mundial, proporcionando una base sdlida para la identificacion de tendencias y

estadisticas de enfermedades.

Las 9 categorias son trastornos de insomnio (7A0), insuficiencia cardiaca (BD1),
trastornos hemorragicos menstruales (GA2), condiciones relacionadas con la mente, el
comportamiento y el sistema nervioso (MB), condiciones relacionadas con el aparato

circulatorio (MC), condiciones anormales relacionadas con el aparato respiratorio (MD1),
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condiciones anormales relacionadas con el sistema digestivo o el abdomen (MD-ME),
condiciones anormales en general (MG) y condiciones anormales relacionadas con el

aparato urinario (MF).

3.4 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Antes de analizar la poblacién con CCR, se verificd el cumplimiento del equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) en una poblacién general compuesta por un grupo de 101
individuos. Aunque es cierto que los estudios de HWE a menudo se realizan en muestras
mas grandes, se establecié un nimero minimo de 100 individuos para garantizar que los
resultados fueran representativos y minimizar el error en el andlisis de la poblacion
general. Esta decision se tomé considerando las limitaciones logisticas y los recursos

disponibles para el estudio.

En el Laboratorio Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética, se reclutaron los
individuos para el estudio. El Unico criterio de exclusién era padecer cualquier tipo de
cancer. Se tomaron muestras de sangre para la extraccibn de ADN con fines de
genotipificacién. Ademas, los participantes debian firmar un consentimiento escrito (Anexo
4) para formar parte de los estudios. A partir de estos individuos, obtuvimos las
frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes genéticas CYP3A4 (rs2740574) y

CYP2D6 (rs1065852).

La verificacion se realizé mediante una prueba exacta, que ofrece una menor probabilidad
de error tipo | y utilizando un 0,05 de significancia (48). En este contexto, la hipétesis nula
asume que la poblacion mantiene las proporciones de HWE. El uso de esta poblacién
general permitié evaluar si las frecuencias observadas en nuestra poblacion de estudio,
compuesta por pacientes con CCR en etapa avanzada, se desviaba de las expectativas

bajo el HWE.
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3.5 Extraccion del ADN y genotipificacion

La extraccion del ADN a partir de tejidos FFPE se realizé utilizando el EZ2 AllPrep
DNA/RNA FFPE Kit en el equipo de extraccion automatizada de acidos nucleicos EZ2
Connect (QIAGEN, Hilden, Alemania), siguiendo el protocolo estandar. Este protocolo
consistié en agregar 320 uL de solucién desparafinante y cerrar la tapa, realizar un vortex
de 10 segundos seguido de un spin-down, se incub6 a 56°C por 3 minutos y se centrifugd
a 20.000 g por 2 minutos, se retird el sobrenandante sin tocar el pellet, luego se
resuspendid el pellet agregando 150 uL de Buffer PKD y se movié el tubo para aflojar el
sedimento, se afiadié 10 uL de Proteinasa K y se realizé un vortex, se colocaron los tubos
en el termobloque a 56°C por 15 minutos a 500 rpm, se incub6 en hielo por 3 minutos, se
centrifugé a 20.000 g por 15 minutos y se guardd el sedimento para la preparacion del

ADN.

La preparacién del ADN se llevé a cabo siguiendo un protocolo especifico. Este proceso
comenz6 con la re-suspension del sedimento de ADN en 180 uL de Buffer ATL, seguido
de la adicién de 40 pL de Proteinasa K. Posteriormente, se realiz6 un vortex para mezclar
los componentes y el sedimento resuspendido se transfirié a un tubo de muestra de 2 mL,

gue se cubrié con 200 uL de PRS.

Una vez preparado el ADN, se midi6é la concentracion y se evalu6 la calidad del ADN
extraido, utilizando el espectrofotémetro Denovix DS-11 (Denovix Inc., Wilmington, DE.
United States). Para determinar la pureza del ADN, se utilizé la relacién de absorbancia
260/280, donde un valor en el rango de 1,8 a 2,0 indica que el ADN esta relativamente

libre de proteinas y otros contaminantes que absorben a 280 nm.

La genotipificacion de cada paciente se realizé para los genes CYP2D6 (rs1065852) y
CYP3A4 (rs2740574), utilizando la técnica de real-time Polymerase Chain Reaction (RT-

PCR) asociada a sondas TagMan® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, United
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States). Este proceso se llevé a cabo en los termocicladores AriaMX Real-Time PCR
System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, United States) y Stratagene Mx3000p

Real-Time PCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, United States).

El protocolo utilizado para la estandarizacion de las sondas y la genotipificacion de los
genes incluyo la preparacion de un mix para cada sonda, que consistia en 5 uL de Master
Mix, 3,5 uL de agua de biologia molecular y 0,5 pL de la sonda correspondiente para cada
gen. Para la estandarizacion, se utiliz6 ADN de prueba con tres distintas concentraciones,
de 30 ng/mL, 40 ng/mL y 50 ng/mL. Para los pacientes con CCR, se utilizé una

concentracion de 20 ng/mL.

Una vez realizado el mix, se sometié a vOrtex para homogenizar los reactivos. Luego,
para la genotipificacion se agregaron 9 puL de mix y 1 uL de ADN en las tiras de 0,1 6 0,2
ML, dependiendo del termociclador utilizado. Se afiadi6 un control negativo que
reemplazaba el ADN por 1 UL del agua de biologia molecular utilizada, con el propésito de
descartar la contaminacion en el experimento. Finalmente, las tiras se sometieron a vértex

y spin-down, asegurandose de no tener burbujas, y se agregaron al termociclador.

Los resultados proporcionados por los termocicladores se presentan de tres maneras
distintas. Estas maneras se basan en la amplificacién de dos tipos de tintes fluorescentes,
FAM (carboxifluoresceina) y HEX (hexacloro-fluoresceina), que emiten luz a diferentes
longitudes de ondas cuando son excitados. Estas caracteristicas permiten distinguir entre

diferentes fragmentos de ADN durante la amplificacion.

Cuando detectamos una sefial de FAM para el gen CYP3A4, indica la presencia del
homocigoto A/A, es decir, el paciente tiene dos copias del alelo A. Para el gen CYP2D6, la
sefal FAM indica la presencia del homocigoto C/C, es decir, el paciente tiene dos copias

del alelo C. Ambos casos se conocen como wild type (Figura 1-A).
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Cuando detectamos una sefial de HEX para el gen CYP3A4, indica la presencia del
homocigoto G/G, es decir, el paciente tiene dos copias del alelo G. Para el gen CYP2D6,
la sefal HEX indica la presencia del homocigoto T/T, es decir, el paciente tiene dos copias

del alelo T. Ambos casos se conocen como doble mutado (Figura 1-B).

Por ultimo, cuando detectamos sefiales tanto de HEX como de FAM, esto indica que
estamos ante un heterocigoto G/A para el gen CYP3A4, es decir el paciente presenta una
copia del alelo G y una copia del alelo A. Para el gen CYP2D6, corresponde al
heterocigoto C/T, es decir, el paciente presenta una copia del alelo C y una copia del alelo

T. Ambos casos se conocen como mutados (Figura 1-C).

Figura 1: Resultados de amplificacion por RT-PCR.

La figura A representa la amplificacion de FAM, la figura B representa la amplificacion de HEX, la
figura C representa la amplificacion de HEX sobre FAM. Linea amarilla: sefial FAM, linea azul:
sefial HEX

3.6 Analisis estadistico y de asociacion
Se efectud un analisis estadistico utilizando los resultados obtenidos de los pacientes con

CCR en etapa avanzada. Se realizaron analisis descriptivos y de asociaciones.

En el andlisis descriptivo, se llevé a cabo un andlisis exploratorio de las variables de
interés. Para las variables cualitativas, se emplearon medidas de frecuencias absolutas y

porcentajes. Los datos del andlisis descriptivo se presentaron mediante tablas, graficos y
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tablas de frecuencias para la genotipificacion, asi como en la presentaciéon de las RAM a

los farmacos opioides.

En lo que respecta al analisis de asociacion, se elaboré una tabla de contingencia para
demostrar la asociacién entre la aparicion de RAM y los genotipos y alelos de las
variantes genéticas CYP3A4 (rs2740574) y CYP2D6 (rs1065852). La asociacién se
determiné a través de la prueba exacta de Fisher con un 95% de intervalo de confianza

para las tablas de contingencia 3x2 para genotipos y 2x2 para los alelos.

Ademas, se llevé a cabo un modelo de herencia dominante para la variante genética
CYP2D6 (rs1065852), ya que se relaciona al alelo mutado con un cambio en la actividad
enzimédtica (39). Este modelo consistié en una tabla de contingencia 2x2 que relacionaba
la aparicion de RAM con el genotipo WT y la agrupacion de un genotipo mutado y doble
mutado para la variante genética CYP2D6 (rs1065852). La asociacion entre estos factores

se determind mediante la prueba exacta de Fisher, con un intervalo de confianza del 95%.

Ademas, se evalud la relacion entre la aparicion de RAM y el modelo dominante de la
variante genética CYP2D6 (rs1065852), se utiliz6 el Riesgo Relativo (RR) con un intervalo
de confianza del 95%. Se calculd la probabilidad de no experimentar RAM para cada
genotipo. En el caso de los pacientes con mutado y doble mutado, esta probabilidad
representa el numero de pacientes que no experimentaron RAM dividio por el total de
pacientes con genotipo WT. Posteriormente, se obtuvo el RR como la razén entre estas

dos probabilidades.

Para profundizar en el andlisis de la asociacion entre los genotipos de ambos
polimorfimos y cada subgrupo de RAM debido a la administracion del farmaco opioide, se
utilizo la prueba de Fisher. Todos los andlisis estadisticos mencionados se realizaron a

través del software R Studio 4.3.0.
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3.7 Consideraciones éticas

El estudio se encuentra autorizado por el comité Etico - cientifico del Servicio de Salud
Metropolitano Norte, contempld el cumplimiento de las buenas practicas clinicas (GCP).
Los procedimientos que realizamos en este estudio se hicieron en cumplimiento de la
declaracion de Helsinki (Declaracion de Helsinki, 1964) y las leyes nacionales N°20.120,

N°20.584 y N°19.628.

4. Resultados

4.1 Caracterizacién de la poblacién con cancer colorrectal en etapa avanzada

El tamafio de muestra inicial fue de 52 pacientes diagnosticados con CCR, a los cuales se
les realizé una genotipificacion para los genes CYP3A4 y CYP2D6. Sin embargo, el
analisis de asociacion se llevé a cabo Unicamente con 19 pacientes con CCR. Estos 19
pacientes no soélo presentaban dolor, sino que también se les administr6 al menos un
opioide como tratamiento de analgesia. La Figura 2 muestra un flujograma adaptado de

STROBE que detalla la seleccion de estos pacientes.

17



Pacientes candidatos para el estudio
n=52

Excluidos
« Sin informacion clinica n = 25

« Sin presencia de dolorn = 1
« Sin tratamiento con opioides n =7

h 4

Pacientes incluidos en el estudion = 19

» Pacientes con RAM a opiocides n = 14
» Pacientes sin RAM a opioides n =5

Figura 2: Flujograma de la seleccion de participantes segun STROBE.

CCR: Cancer colorrectal, RAM: reacciones adversas a medicamentos.

La caracterizacion de la poblacion que presentaron dolor después del diagndstico del
CCR se muestra en la Tabla 1. La distribucion por sexo fue de 14 hombres (53,8%) y 12
mujeres (46,2%). Por otra parte, 15 de los pacientes (57,7%) fueron diagnosticados con
CCR entre los 61-75 afios de edad. El dolor se present6 en 26 pacientes, con localizacion
principalmente en la zona abdominal (53,5%), siendo 23 dolor tipo somatico (56,1%).
Ademas, 15 pacientes que presentaron dolor (57,7%) tuvieron un EVA mayor o igual 6, lo

gue se traduce en un dolor de intensidad moderada a intensa.

18



Tabla 1: Caracterizacion de pacientes que presentaron dolor.

N° de pacientes

Categoria (n=26)
n (%)
Sexo
Hombres 14 (53,8%)
Mujeres 12 (46,2%)
Edad de diagnéstico
30-45 3 (11,5%)
46-60 6 (23,1%)
61-75 15 (57,7%)
76-90 2 (7,7%)

Localizaciéon de dolor

Abdominal 22 (53,7%)
Cabeza 3 (7,3%)
Extremidades superiores 2 (4,9%)
Extremidades inferiores 1 (2,4%)
Térax 7 (17,1%)
Otro 6 (14,6%)
Tipo de dolor
Somatico 23 (56,1%)
Visceral 17 (41,5%)
Neuropatico 1 (2,4%)
EVA maximo
1-5 2 (7,7%)
6-10 15 (57,7%)
Sin informacion 9 (34,6%)

Otros: pelvis, lumbar, fosa iliaca, zona de operacién o cicatriz del catéter. EVA: escala
visual analégica

4.2 Analisis de RT-PCR en la poblacién general.

Para iniciar el andlisis de genotipificacion, se examind la presencia de las variantes
genéticas CYP3A4 (rs2740574) y CYP2D6 (rs1065852) en una poblacion general de 101
individuos. En el caso del polimorfismo CYP3A4, el homocigoto A/A se presenté en 85

individuos de la poblacién (84,2%). En cuanto al polimorfismo de CYP2D6, el homocigoto

19



C/C se present6 en 73 individuos de la poblacién (71,3%), como se muestra en la Figura

3.

CYP3A4 CYP2D6
rs2740574 (g.-392A>G) rs1065852 (¢.100C>T)

Figura 3: Genatipificacion en poblacién general (n=101).

Para el andlisis del HWE, se demostr6 en el Anexo 5 que ambos polimorfismos obtuvieron
un valor superior a 0,05, lo que nos lleva a aceptar la hipétesis nula. Esto significa que,
con un 5% de significancia, las variantes genéticas CYP3A4 (rs2740574) y CYP2D6

(rs1065852) estan en equilibrio de HWE.

4.3 Analisis de RT-PCR en pacientes con Cancer Colorrectal en etapa avanzada

En este estudio, se examind la distribucién de las variantes genéticas de CYP3A4
(rs2740574) y CYP2D6 (rs1065852) en pacientes diagnosticados con CCR, tal como se
demuestra en la tabla 2. El analisis se realizé en un total de 26 pacientes para cada
polimorfismo. En el caso del polimorfismo CYP3A4 (rs2740574), 22 pacientes (84,6%)
presentaron el genotipo A/A, 3 pacientes (11,5%) presentaron el genotipo G/A y 1
pacientes (3,8%) el genotipo G/G. En cuanto al polimorfismo CYP2D6 (rs1065852), 18
pacientes (69,2%) presentaron el genotipo C/C, 4 pacientes (15,4%) presentaron el

genotipo C/T y 4 pacientes (15,4%) presentaron el genotipo T/T.
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Tabla 2: Genotipificacién en pacientes con cancer colorrectal (n=26).

Variante genética

Frecuencia genotipica (%)

Frecuencia alélica (%)

AIA GIA GIG A G
CYP3A4 (1s2740574) | 18 (69,2) 4 (15,4) 4 (154) | 40(76,9) 12 (23,1)

cic CIT TIT C T
CYP2D6 (1s1065852) | 22 (84,6) 3(11,5) 1(3,8) | 47(90,4)  5(9,6)

La tabla 3 muestra la genotipificacién de los pacientes que experimentaron RAM en

relacién con los polimorfimos CYP3A4 (rs2740574) y CYP2D6 (rs1065852). En el caso del

polimorfismo CYP3A4, se observé que el 85,7% de los pacientes con CCR presentaban el

genotipo A/A, correspondiente al tipo WT para este polimorfismo. De manera similar, para

el polimorfismo CYP2D6, el 85,7% de los pacientes presentaban el genotipo C/C, que

también es el WT para este polimorfismo.

Tabla 3: Genotipificacibn en pacientes que presentaron RAM causadas por farmacos

opioides (n=14).

Variante genética

Frecuencia genotipica (%)

Frecuencia alélica (%)

AIA GIA GIG A G
CYP3A4 (1s2740574) | 12(85,7)  1(7,1) 1(7.1) | 25(89,3)  3(10,7)

CIC CIT T C T
CYP2D6 (1s1065852) | 12(85,7)  1(7,1) 1(7.1) | 25(89,3)  3(10,7)

RAM: reacciones adversas a medicamentos

21



En relacién con el tratamiento con opioides, la Tabla 4 caracteriza el uso de farmacos
opioides y las RAM. De los 26 pacientes que presentaron dolor, los tres farmacos opioides
mas utilizados fueron tramadol en 14 pacientes (53,8%), morfina en 12 pacientes (46,2%)
y fentanilo en 9 pacientes (34,6%). Cabe destacar que de los 19 pacientes que recibieron
tratamiento con opioides, solo 14 pacientes (53,8%) experimenté al menos una RAM

relacionada a los farmacos opioides.

Tabla 4: Distribucién de la utilizacion de farmacos opioides en pacientes con CCR (n=19).

Categoria Cantidad de pacientes (%)
Farmacos opioides  N° de pacientes tratados (n=19) N° de pacientes con RAM (n=14)
Tramadol 14 (73,7) 11 (78,6)
Morfina 12 (63,2) 6 (50,0)
Fentanilo 9 (47,4) 2 (22,2)
Buprenorfina 4(21,1) 3 (75,0)
Codeina 2 (10,5) 2 (100,0)
Metadona 2 (10,5) 1 (50,0)

CCR: cancer colorrectal.

Un analisis detallado revel6 que el 78,6% de los pacientes tratados con tramadol
experimentaron al menos una RAM. De manera similar, la prevalencia de RAM fue del
100% en los pacientes que recibieron codeina, del 75% en aquellos tratados con
buprenorfina y del 50% en los pacientes a los que se les administr6 morfina, como se

detalla en la Tabla 2.

En relacién a las causalidades de las sospechas de RAM utilizando el Algoritmo de
Naranjo, se encontré6 que de los 14 pacientes que presentaron RAM debido a la
administracion de farmacos opioides, el 17,3% de las RAM se clasific6 como definitva, el
40,4% como probable, el 26,9% como posible y el 15,4% como dudosa. Estos resutlados

se ilustran en la Figura 4.

22



Sospechas de RAM (n=52)

15,4%

= Definitiva = Probable = Posible Dudosa

Figura 4: Evaluacién de causalidad de las sospechas de RAM en 14 pacientes con

cancer colorrectal.

Al caracterizar las RAM segun CIE-11, se identificaron 24 RAM asociadas con el sistema
digestivo o el abdomen, incluyendo nauseas, vomitos, constipacion, diarrea y dolor
abdominal. Ademas, se destacaron 6 RAM asociadas con el comportamiento y el sistema
nervioso, entre las que se incluyen mareo, ansiedad, fatiga y dolor de cabeza. Las 52
RAM fueron provocadas por la administracién de farmacos opioides, como se muestra en

la Figura 5.
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Causada por
administracion

= Si mNo

Clasificacion de RAM por CIE-11
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Numero de RAM
Figura 5: Reacciones adversas por sistema afectado debido a la administracion de

farmacos opioides en pacientes con cancer colorrectal (n=14).

Nota: 7A0: insomnio. BD1: astenia. GA2: genitorragia. MB: mareos, ansiedad, dolor de cabeza,
fatiga. MC: taquicardia. MD1: polipnea, disnea. MD9-ME: nauseas, vOmitos, constipacion, diarrea,
dolor abdominal. MG: somnolencia, apetito reducido, anorexia. MF: retencién urinaria. RAM:
reacciones adversas a medicamentos.

4.4 Asociacion de las RAM con los polimorfismos de CYP3A4 y CYP2D6

Se analizo la asociacion entre la aparicion de RAM y la presencia de polimorfismos en los
genes CYP3A4 y CYP2D6. En el caso del polimorfismo CYP3A4 (rs2740574), el p-valor
de la prueba de Fisher es 0,6244. Esto indica que, con un nivel de significancia del 5%, no
se encontré una asociacion significativa entre los genotipos A/A, G/A'y G/G y la aparicion

de RAM debido a los farmacos opioides (Tabla 5).
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Tabla 5: Asociacion entre la aparicion de reacciones adversas con el genotipo CYP3A4

(rs2740574).
CYP3A4
(rs2740574) No Si Total p-valor
AlA 4 12 16
G/A 1 1 2 0,6244
G/IG 0 1 1
Total 5 14 19

Nota: Los genotipos se presentan en las filas, y la presencia o ausencia de reacciones adversas
en las columnas. Para el p-valor se empleé la prueba exacta de Fisher.

En contraste, para el polimorfismo de CYP2D6 (rs1065852), el p-valor de la prueba exacta
Fisher fue 0,1157. Esto sugiere que, con un nivel de significancia del 5%, no existe una
asociacion significativa entre los genotipos C/C, C/T y TT con la aparicién de RAM debido

a los farmacos opioides (Tabla 6).

Tabla 6: Asociacion entre la aparicion de reacciones adversas con el genotipo CYP2D6

(rs1065852).
CYP2D6
(rs1065852) No Si Total p-valor
c/C 2 12 14
CIT 1 1 2 0,1157
TIT 2 1 3
Total 5 14 19

Ademas se realiz6 un andlsis de asociacion entre la aparicion de RAM y los alelos para
cada polimorfismo en los genes CYP3A4 y CYP2D6. Para los alelos del polimorfismo de
CYP3A4, el p-valor de la prueba de Fisher es 1. Esto indica que, con un nivel de
significancia del 5%, no se encontr6é una asociacion significativa entre los alelos Ay G con

la aparicion de RAM debido a los farmacos opioides (Tabla 7).
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Tabla 7: Asociacion entre la aparicion de reacciones adversas con los alelos de CYP3A4

(rs2740574).
CYP3A4 (rs2740574) No Si Total p-valor
A 9 25 34 1
G 1 3 4
Total 10 28 38

Por otro lado, para los alelos del polimorfismo de CYP2D6, el p-valor de la prueba de
Fisher es 0,01857. Se puede afirmar que, con un significancia del 5%, existe una

asociacion significativa entre los alelos C y T con la aparicion de RAM debido a los

farmacos opioides (Tabla 8).

Tabla 8: Asaciacién entre la aparicion de reacciones adversas con los alelos de CYP2D6

(rs1065852).
CYP2D6 (rs1065852) No Si Total p-valor
C 5 25 30 .
T 5 3 8 0,01857
Total 10 28 38

*diferencia estadisticamente significativa (p<0,05).

En el andlisis del modelo de herencia dominante para la aparicion de RAM en la variante
genética CYP2D6 (rs1065852), el p-valor de la prueba de Fisher es 0,0463. Por lo tanto,
se puede afirmar que, con una significancia del 5%, existe una asociacioén significativa

entre el genotipo WT (C/C) y la agrupacion de genotipo mutado (C/T) y doble mutado

(T/T), con la aparicion de RAM debido a los farmacos opioides.

Tabla 8: Modelo de herencia dominante para la asociacién de reacciones adversas en la
variante genética CYP2D6 (rs1065852).

CYP2D6 (rs1065852) No Si Total p-valor
C/C 2 12 14 0.0463*
CIT+TIT 3 2 5 ’

Total 5 14 19
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Segun el andlisis de riesgo relativo, los pacientes con un genotipo mutado o doble mutado
tienen un riesgo de 0,24 de experimentar RAM en comparacién los pacientes con un
genotipo WT. Aunque el intervalo de confianza incluye el valor 1, no se considera
estadisticamente significativo. No obstante, se observa una tendencia hacia la

significancia (Tabla 9).

Tabla 9: Riesgo Relativo para el genotipo WT con la agrupacién del genotipo mutado y
doble mutado para CYP2D6 (rs1065852).

Riesgo relativo \ Estimado \ IC 95%
Genotipo Wild type / (Genotipo
mutado y doble mutado) 0,24 0,06 —1,18

Ademas, se evalud la asociacién entre los genotipos de ambos polimorfismos y cada
subgrupo de RAM debido a la administracién de farmacos opioides. En el caso del
polirmorfismo CYP3A4, los dos casos mas relevantes son MD90 un p-valor de 0,4444,
que representa las RAM de nauseas y vémitos y MEO5 con un p-valor de 0,7758, que
representa las RAM de constipacion y diarrea. Para ambos, no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa entre los genotipos de CYP3A4 (rs2740574) y la presencia
de las RAM MD90 y MEOQ5 por la administracién de farmacos opioides en pacientes con

CCR en etapa avanzada (Tabla 10).

Tabla 10: Asociacion entre los genotipos de CYP3A4 (rs2740574) y la presencia de MD90
y ME 05 en pacientes con cancer colorrectal (n=14).

iad Frecuencia genotipica CYP3A4
Prezer’”scu'g‘ © ROA'V' (rs2740574) p-valor
P grup A/A GIA GIG
MD90 S 10 2 1 0,4444
No 14 0 1
MEO5 S 9 1 0 0,7758
No 15 1 2

Nota: Representacion de 14 pacientes que presentaron RAM causada por la administracion de
farmacos opioides. MD90 incluye nauseas y vomitos, MEO5 incluye constipacion y diarrea.
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Por otro lado, para el polimorfismo CYP2D6, se observé que los dos subgrupos mas
destacable son MB22-24, que representa las RAM de ansiedad y fatiga, y MG42-43, que
incluye somnolencia, apetito reducido y anorexia. Se obtuvo un p-valor de 0,2698 para
MB22-24 y un p-valor de 0,04034 para MG42-43. Esto indica que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los genotipos de CYP2D6 (rs1065852) y la aparicion
de somnolencia, apetito reducido y anorexia debido a la administracién de farmacos

opioides en pacientes con CCR en etapa avanzada (Tabla 11).

Tabla 11: Asociacion entre los genotipos de CYP2D6 (rs1065852) y la presencia de
MB22-24 y MG42-43 en pacientes con cancer colorrectal (n=14).

. Frecuencia genotipica CYP2D6
Pref)ernSCL;E dreu R(')A‘M (rs1065852) p-valor
P grup cic CIT TIT
MB22-24 O 1 1 0 0,2698
No 23 1 2
MG42-43 Si 2 2 0 0,04034*
No 34 1 3

Nota: Representacion de 14 pacientes que presentaron RAM causada por la administracién de
farmacos opioides. MB22-24 incluye ansiedad y fatiga, MG42-43 incluye somnolencia, apetito
reducido y anorexia. *diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

5. Discusion

Esta investigacion ha aportado nuevos antecedentes sobre los genotipos CYP3A4
(rs2740574) y CYP2D6 (rs1065852), mostrando preliminarmente que estos influyen en la
toxicidad de los farmacos opioides. Los hallazgos contribuyen a la comprension de como
las variantes genéticas pueden estar asociadas con las RAM provocadas por los farmacos
opioides, ampliando asi nuestra comprension sobre la seguridad de los farmacos

opioides.
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En este sentido, se observé la asociacion entre la presencia de RAM y subgrupos
especificos de RAM para los polimorfismos de CYP3A4 y CYP2D6, de manera
independiente. Esta observacion es crucial para entender la variabilidad en la seguridad

de los farmacos opioides.

Para comenzar, se ha demostrado que las variantes genéticas en los polimorfismos
CYP3A4 y CYP2D6 estan en equilibrio de HWE en la poblacién general, predominando el
alelo A y del alelo C, respectivamente. Los resultados se correlacionan con los del
Proyecto de los Mil Genomas en el sitio Ensembl (28), o que respalda la afirmacién de
gue las frecuencias alélicas de ambos polimorfismos se mantienen constantes en la
poblacion chilena. Es importante recordar que la poblacion chilena tiene rasgos mestizos

y presenta una ligera heterogeneidad genética (49).

Segun el Proyecto de los Mil Genomas, los datos demograficos de América mas cercanos
a Chile provienen de Perl. Al comparar la composicién genética de la poblacion chilena
con la peruana, se observa que los resultados del HWE se asemejan mas a la poblacién
de América que a la poblacion peruana. Esto se debe a que en Perl existe una menor

proporcion de poblacién caucésica que en Chile, debido a factores historicos (50).

En los analisis de asociacién para el gen CYP3A4, no se encontré evidencia de una
asociacion entre la apariciéon de RAM por la administracién de farmacos opioides con el
genotipo o alelos del CYP3A4*1B en pacientes con CCR en etapa avanzada. Al comparar
estos resultados con la literatura existente, encontramos algunas controversias. Por lo
tanto, creemos que es necesaria una evaluacion diferenciada para cada farmaco opioide,

ya gue no existen estudios que engloben a todo el grupo terapéutico.

Un estudio de Levran O. et al. (51) sobre la metadona sefiala que la variante genética

CYP3A4*1B no tiene un impacto clinico significativo en el metabolismo de la metadona (p-
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valor = 0,48). Por otro lado, diversos estudios han demostrado que esta variante genética
se ha asociado con un aumento en los niveles plasmaticos de metadona (52-53).
Especificamente, el estudio de Kringen MK. et al. (54) mencionan que los portadores del
homocigoto *1B tienen una concentracion corregida por dosis de 13,7 nmol/L/mg en
comparacion con otros, que tienen una dosis promedio de 9,5 nmol/L/mg (p-valor =

0,009).

En estudios sobre buprenorfina, se informa que los pacientes que poseen la variante del
alelo *1B del gen CYP3A4 (homocigoto o heterocigoto) presentan un estado de
metabolizacion ultrarrdpido, por lo tanto, el medicamento aumenta su excrecidn
disminuyendo la efectividad, y requiriendo una dosificacibn mayor de buprenorfina para

estos pacientes (55-57).

En relacion al fentanilo, un estudio de Grimsrud KN. et al. (37) reportd que la presencia de
un alelo mutado en la variacién genética CYP3A4*1B se asocia con una disminucion en el
aclaramiento del farmaco en comparacién con el genotipo WT, lo que resulta en un
metabolismo mas lento. Por lo tanto, los pacientes podrian requerir una dosificacién
menor. Sin embargo, es importante considerar que segun PharmGKB, esta evidencia se
clasifica como de nivel 3, lo que indica un grado de respaldo cientifico relativamente bajo

para esta asociacion (58).

Aungue la literatura ofrece cierta informacion sobre los farmacos opioides, los datos que
vinculan el SNP rs2740574 con los opioides son limitado. Se ha encontrado que la
variante genética CYP3A4*1B puede dar lugar a un metabolismo rapido de metadona,
buprenorfina y fentanilo. No obstante, en este estudio, se observdé que los distintos
genotipos no mostraban cambios significativos en la aparicion de RAM. Esto contrasta
con lo reportado en la literatura, donde se esperaria encontrar cambios en la aparicion de

RAM si se presenta un metabolismo rapido para la variante genética CYP3A4*1B.
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La distincién respecto a la literatura existente puede deberse a varios factores. De los 19
pacientes analizados en relacién con la aparicion de RAM, s6lo 3 presentaron genotipo
A/G o G/G. Aunque esto deberia haber influido en la presencia o ausencia de RAM, el
tamafio de la muestra puede no haber sido suficiente para detectar una asociacion.

Ademas, la morfina que tuvo mayor presencia de RAM no fue abordada en este estudio.

En el caso del polimorfismo de CYP2D6, se demostré una asociacion entre la aparicion de
RAM por la administracion de farmacos opioides y los alelos del polimorfismo CYP2D6
(rs1065852) en la poblacion con CCR en etapa avanzada. Al comparar los resultados con
los hallazgos de estudios realizados en otras poblaciones, estos demuestran que los
individuos que poseen la variante genética en el alelo *10 presentan un metabolismo
intermedio, es decir, presentan una reduccion del 0,5 de la actividad metabolizadora en

tramadol, codeina y metadona (40,44,59-61).

En un estudio de Yu H. et al., se examinaron las fases | y Il del metabolismo del tramadol,
con un enfoque particular en las variantes genéticas de CYP2D6. Los hallazgos revelaron
gue los pacientes con alelos doble mutado presentaba una concentracién mas alta de

tramadol y su metabolito, N-desmetiltramadol (62).

Los resultados obtenidos de la asociacién con el gen CYP2D6 representan un hallazgo
relevante en comparacion con la literatura existente. Contrariamente a lo que se podria
esperar, los pacientes con ambos alelos WT, que presentan un metabolismo normal de los
farmacos opioides, no mostraron una menor probabilidad de aparicion de RAM. De hecho,
los resultados indicaron que los pacientes con al menos un alelo mutado tenian una

menor probabilidad de presentar RAM por los farmacos opioides.

Esto se puede explicar en que la mayoria de los pacientes en este estudio recibieron

tramadol, un profdrmaco cuyo metabolito es el responsable de la accién analgésica. Por lo
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tanto, los pacientes que presentan al menos un alelo mutado tendrian un comportamiento
de metabolizadores intermedios. Esto se traduciria en una concentracion menor del
metabolito activo en comparacion con un metabolismo normal y, en consecuencia, una

menor aparicion de RAM.

Mirando més a fondo la investigacion, se observd que la codeina tiene un 100% de
aparicion de RAM y el tramadol un 73,6% en los pacientes analizados. Estos hallazgos
son consistentes con la literatura y lo obtenido en esta investigacion sugieren que, para
los opioides que son profarmacos, como el tramadol y la codeina, podria haber un
aumento en la aparicion de RAM para los pacientes que no presentan mutacion en sus
alelos (56-59). Por lo tanto, estos resultados podrian implicar la necesidad de una menor
dosificacion para reducir la exacerbacién de las RAM en pacientes con CCR en etapa

avanzada.

En relacion con los subgrupos de RAM seglin el sistema involucrado, se encontrd
asociacion entre la presencia de RAM del subgrupo MG42-43 (incluye somnolencia,
anorexia y apetito reducido) y los genotipos de la variante genética CYP2D6. Los
resultados para la variante genética CYP2D6 se correlacionan parcialmente con la
literatura, ya que existe un estudio previo realizado por Saruwatari J. et al. que analizé el
efecto y las RAM de los farmacos antihistaminicos H1 en la variante genética CYP2D6.
En dicho estudio se demostré que la presencia del alelo mutado en el genotipo del
paciente se asociaba con un mayor riesgo de desarrollo de hipersomnia. Esta

hipersomnia se identific6 como una RAM causada por los antihistaminicos H1 (63).

Aunque los farmacos analizados en esta investigacién son opioides, y ambos tipos de
farmacos se metabolizan a través de la enzima CYP2D6, se observd que los pacientes
con genotipo C/T experimentaban somnolencia. Contrariamente, no se registrd

somnolencia en ningun paciente con genotipo doble mutado (T/T).
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En relacién con la RAM de desorden alimenticio, no se encontrd estudios que demuestren
una asociacion con la variante genética CYP2D6. Aungue existen investigaciones que
relacionan la actividad de la enzima CYP2D6 con sintomas de bulimia, estos estudios se
centran en la diferencia entre los metabolizadores ultrarrdpidos y los metabolizadores
pobres (64). Sin embargo, en el contexto de las RAM, no se puede deducir si la presencia
de una mutacién en el genotipo de un paciente conlleva un mayor riesgo de desarrollar

desorden alimenticio como RAM.

A pesar de las fortalezas de este estudio, también se reconocen ciertas limitaciones. La
primera limitacion reconocida en este estudio es la recoleccion de datos de los pacientes.
Se logro6 analizar el genotipo de 52 muestras, sin embargo, no se tuvo acceso a las fichas
clinicas de 25 de ellas. Ademas, se identificd6 un sesgo en la informacién proporcionada
por el equipo clinico tratante, debido a la falta de informacién detallada sobre las RAM

experimentadas por los pacientes.

Otra limitacién fue la disponibilidad de muestras. Muchas de ellas fueron extraidas hace
varios afios y algunas no estaban en condiciones Optimas para el procesamiento del ADN.
Esto se puede deber a que habian sido utilizadas por varios investigadores, lo que resultd
en un deterioro de las muestras obteniendo baja concentracion de ADN, baja pureza en
cuanto a la relacion de absorbancia 260/280nm, o bien, agotamiento del stock de la

muestra.

Dadas las dificultades mencionadas, el tamafio muestral analizado fue disminuyendo,
resultando en un nimero de pacientes menor al contemplado. Esto conlleva a que las
asociaciones entre las variantes genéticas y las RAM no tenga la potencia estadistica
necesaria para un resultado representativo de una poblacion mayor. Esta limitacién

subraya la necesidad de continuar con la investigacion en los farmacos opioides,
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especialmente considerando que los resultados obtenidos podrian ser relevantes para

futuros estudios.

A futuro se espera aumentar el tamafio de pacientes, con el fin de determinar con mayor
precision la asociacién entre las RAM causadas por los fArmacos opioides y las variantes
genéticas CYP3A4 (rs2740574) y CYP2D6 (rs1065852). Es importante destacar que, Si
bien esta investigacion estd enfocada en la farmacocinética, el analisis de la
farmacodinamia de los farmacos opioides también es crucial para abordar de forma

completa la farmacologia en el manejo del dolor de pacientes con CCR.

Como propuesta para futuros estudios, se sugiere crear un algoritmo para la dosificacion
de los farmacos opioides, no sélo considerando las variaciones genéticas, sino también
englobando los factores que afectan en gran medida la metabolizacion de los opioides,
como la presencia de comorbilidades, la edad, el peso, la talla, niveles plasmaticos del
farmaco, entre otras variables. Ademas, se propone explorar otras enzimas que se
involucren en la metabolizacién de los farmacos opioides, como el transportador ABCB1 y

la enzima COMT.

Mirando hacia el futuro, esta investigacion presenta varias oportunidades emocionantes
para su expansion. En este contexto, los hallazgos de este estudio podrian tener
aplicaciones potenciales en el area clinica. Al personalizar la dosificaciéon de los farmacos
opioides, basandonos en las variantes genéticas de cada paciente, podriamos mejorar la

calidad de vida del paciente por medio de la minimizacion de las RAM.

Financiamiento: Es proyecto de tesis fue financiado por el proyecto Fondecyt #1211948

6. Conclusiones

e En relacion con la asociacién entre la variante genética CYP2D6, los resultados

obtenidos muestran que los pacientes que presentan un genotipo mutado (C/T) o
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doble mutado (T/T) del rs1065852 tiene un menor riesgo (0,24) de experimentar RAM
después de recibir opioides en comparacién con aquellos con el genotipo WT (C/C).
Esto sugiere que la variante genética CYP2D6, especificamente la mutacion de la
enzima, podria ser un factor protector importante contra la aparicion de RAM en
pacientes tratados con opioides.

Para la variante genética CYP3A4, no se encontrdé asociaciéon entre la aparicion de
RAM debido a la administracion de farmacos opioides con respecto a su genotipo o
los alelos del rs2740574. Ademas, no se hallé6 una asociacién entre el genotipo del
rs2740574 y los 9 subgrupos de RAM.

Se encontrd asociacién entre el sistema MG42-43 (caracterizado por sintomas como
somnolencia, anorexia y apetito reducido) y los genotipos del rs1065852. Esto resalta
la relevancia de la farmacogenética en la personalizacion del tratamiento con opioides.
Sugiere que los pacientes con la variante genética CYP2D6 pueden necesitar un
monitoreo mas cuidadoso y posibles ajustes en el tratamiento para minimizar el
impacto de estas RAM, otorgando una buena calidad de vida al paciente.

En conclusién, el estudio demuestra que la variante genética CYP2D6 puede influir la
aparicion de RAM en los pacientes con CCR tratados con opioides. Sin embargo, se
necesita una investigacién mas detallada para comprender completamente su impacto

en las RAM relacionadas con opioides.
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8. Anexo

Anexo 1: Cuestionario del algoritmo de Naranjo

1. ¢Existen Notificaciones concluyentes 1 0 0
sobre esta reaccion?

2. ;Se produjo la reaccion adversa despues | 2 | -1 0
de administrar el farmaco sospechoso?

3. iMejoro la reaccion adversa tras 1 0 0

suspender la administracion del farmaco o
tras administrar un antagonista especifico?

4. ;Reaparecio la reaccion adversa tras re | 2 @ -1 0
administracion del farmaco?
5. Existen alternativas (diferentes del -1 2 0

farmaco) que podrian haber causado la
reaccioén por si misma?

6. ¢Reaparecio la reaccién adversa tras | -1 | 1 0
administrar placebo?

7. s Se detecto el farmaco en la sangre (oen = 1 0 0
otros fluidos) en

8. ¢ Fue la reaccion mas severa al aumentar | 1 0 0
la dosis 0 menos severa al disminuirla?

9. ; Tuvo el paciente alguna reaccién similar 1 | 0 0

causada por el mismo farmaco u otro
semejante en cualquier exposicion anterior?

10. ;Se confirmo el acontecimiento adverso | 1 0 0

por cualquier tipo de evidencia objetiva?

PUNTUACION TOTAL

Puntuacion: | Definitiva (= 9 | Probable (5- | Posible (1-4 | Dudosa
ptos) 8 ptos) ptos) (=0 ptos)

Naranjo CA, Busto U, Sellers EM, Sandor P, Ruiz |, Roberts EA, et al. A method for estimating the probability
of adverse drugs reactions. Clin. Pharmacol. Ther. 1981; 30(2):239-245.
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Anexo 2: Documento del consentimiento informado HCUCH

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TiTULO DEL PROYECTO

“VARIACIONES 'GENI'ETICAS Y,EPIGENETICAS COMO MODIFICADORES DE LA
RESPUESTA CLINICA DESPUES DE LA QUIMIOTERAPIA EN BASE A 5-
FLUOROURACILO EN PACIENTES CON CANCER DE COLON”

Nombre del Investigador Principal: Dr. Luis Quifiones Septlveda
Institucion: Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Teléfono(s): 09-90158341

Departamento: Oncologia Basico-Clinico

Nombre del Investigador Clinico: Dra. Olga Barajas B.
Institucion: Hospital Clinico de la Universidad de Chile
Teléfono(s): 229788917

Servicio: Oncologia

Invitacion a participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion
“Variaciones genéticas y epigenéticas como modificadores de la respuesta clinica después de la
quimioterapia en base a 5-fluorouracilo en pacientes con cancer de colon”, debido a que usted
cumple con los criterios de inclusion.

Antes de tomar la decision de participar lea atentamente este documento.

Objetivos: Este estudio tiene como objetivo obtener informacion que en un futuro permitira
disefar un perfil genético y molecular que facilite la prediccion de la respuesta a la quimioterapia
en cancer colorrectal, de tal manera que permita optimizar las dosis de los medicamentos
utilizados en la quimioterapia, para que se presenten menores efectos secundarios y mejor
eficacia.

Procedimientos: Su colaboracion en este proyecto puede consistir en dos formas:

-Si usted es considerado como parte del grupo de pacientes de la cohorte retrospectiva, se le
solicitara su autorizacion para acceder a su muestra de biopsia tumoral fijada en formalina e
embebida en parafina (FFPE). Esta muestra sera utilizada para obtener material genético (ADN)
con el objetivo de estudiar los genes y moléculas relacionados con la respuesta a la quimioterapia
en cancer colorrectal y las mutaciones tumorales presentes.

-Si usted es considerado como parte del grupo de pacientes de la cohorte prospectiva, la
donacion voluntaria de una muestra sanguinea del tamafio de una cucharada de sangre (12-
15ml), la cual sera extraida con un sistema estéril por personal calificado del centro de salud
donde Ud. es atendido, de tal manera de evitar cualquier riesgo. La muestra sera utilizada para
obtener derivados de la sangre y material genético (ADN) con el objetivo de estudiar los genes
y moléculas relacionados con la respuesta a la quimioterapia en cancer colorrectal.
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Adicionalmente, el proyecto contempla tomar parte del remanente de la biopsia del tumor
extraido en la cirugia para obtener ADN (material genético) y asi estudiar las mutaciones
tumorales. Las muestras seran procesadas y almacenadas por el Biobanco de Tejidos y Fluidos
de la Universidad de Chile, de tal manera que el remanente de sus muestras y material genético
que no sean usadas para este estudio, si Ud acepta, podrian ser utilizadas en el futuro en
investigaciones cientificas que cuenten con la debida autorizacion ética y que ayuden a
comprender mejor esta enfermedad u otras patologias relacionadas. Si usted forma parte de
este grupo, se le solicitara, de forma voluntaria, participar en el seguimiento durante su
tratamiento quimioterapéutico.

De forma adicional, se le solicitara su autorizacion para acceder a los datos clinicos relevantes
para este estudio: datos demograficos y antropométricos, examenes fisicos al momento de
ingreso al hospital de tratamiento, antecedentes mdrbidos, examenes bioquimicos,
hematoldgicos e imagenoldgicos, datos de anatomia patoldgica correspondientes a la muestra
tumoral, observaciones clinicas en cada ciclo de quimioterapia, y datos farmacoldgicos asociados
al tratamiento quimioterapéutico y del manejo del dolor (si corresponde). Todos estos datos
seran resguardados y codificados para mantener la anonimidad correspondiente.

Todos los datos y muestras bioldgicas obtenidas, seran manejadas bajo las normas de clinicas
de un biobanco. Un biobanco colecta, procesa, almacena y distribuye muestras y datos para
que sean utilizados en investigacion cientifica con la finalidad de acelerar el descubrimiento de
nuevas herramientas diagndsticas y tratamiento para diferentes patologias. Si sus datos o
muestras fuesen de utilidad para un estudio distinto al descrito en este documento, antes de
utilizarlos los investigadores deberan obtener una aprobacion del Comité de Etica de la
institucion en que se realice dicho estudio.

Para oficializar su colaboracion voluntaria en este estudio, usted debera llenar una breve ficha
clinica de la investigacion que incluye datos de identificacion personal y médica a la cual sélo el
equipo investigador y el personal del Biobanco de Tejidos y Fluidos de la Universidad de Chile
tendran acceso. Estos datos seran almacenados para este estudio y también para
investigaciones futuras.

Los estudios genéticos de este proyecto seran realizados (analisis de las muestras de ADN y su
almacenamiento transitorio) en el laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética
(CQF) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, ubicado en Carlos Schachtebeck
(ex Las Palmeras) 299 - Quinta Normal.

Es importante que sepa que las futuras investigaciones realizadas no necesariamente tendran
beneficios para usted y que podria ser necesario re-contactarlo. No se pagara ni se dara otro
incentivo por las muestras que sean entregadas para investigacion. Ademas, es muy importante
que sepa que, si no desea que se utilicen sus muestra y datos para futuras investigaciones, tiene
la libertad de decir que no, sin afectar de manera alguna la atencion de salud que habitualmente
recibe en los establecimientos primarios y secundarios a los que accede. Es decir, no habra
ninguna sancion ni menoscabo en la atencién médica que en la actualidad o a futuro necesite.
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Riesgos: La Unica molestia eventual puede ser la aparicion de un pequefio hematoma
(moretdn) en la zona de toma de muestra sanguinea lo cual es infrecuente y no representa un
riesgo relevante.

Costos: Este estudio no tiene costo alguno para Ud. Todo analisis o examen propio del proyecto
Yy que no son necesarias para el estudio o tratamiento habitual de su enfermedad seran
financiados por el presente proyecto de investigacion.

Beneficios: No existira un beneficio directo a su persona, sin embargo, los resultados obtenidos
con su muestra a futuro podrian permitir en pacientes en tratamiento de quimioterapia utilizar
esquemas terapéuticos mas personalizados, con menos reacciones adversas y mas efectivos.

Alternativas: Si Ud. decide no participar en esta investigacion y/o ser donante del Biobanco
no tendra ninglin impacto en su atencion de salud.

Compensacion: Ud. no recibird ninguna compensacion econémica por su participacion en el
estudio. El estudio no considera reembolso por concepto de movilizacion.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacion en este estudio sera
conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de los investigadores
o el Biobanco de Tejidos y Fluidos de la Universidad de Chile. Cualquier publicacion o
comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion sera completamente andnima.

Informacion adicional: Ud. o su médico tratante seran informados si durante el desarrollo de
este estudio surgen nuevos conocimientos o complicaciones que puedan afectar su voluntad de
continuar participando en la investigacion.

Voluntariedad y Revocacion: Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria
y se puede retirar en cualquier momento comunicandolo al investigador (mediante un formulario
de revocacion del consentimiento opcional) y a su médico tratante, sin que ello signifique
sanciones o pérdida de beneficios en nuestra institucion o modificaciones en el tratamiento
habitual de su enfermedad. De igual manera su médico tratante o el investigador podran
determinar su retiro del estudio si consideran que esa decision va en su beneficio.
Complicaciones: En el improbable caso de que Ud. presente complicaciones por la toma de
muestra de sangre, Ud. recibira el tratamiento médico completo de dicha complicacion,
financiado por el investigador principal, y sin costo alguno para Ud. o su sistema previsional.
Esto no incluye las complicaciones propias de su enfermedad y de su curso natural.

Derechos del participante: Usted recibira una copia de este documento firmado. Si usted
requiere cualquier otra informacion sobre su participacion en este estudio puede comunicarse
con:

Dr. Luis Quifiones Sepulveda, investigador cientifico (F: 09-90158341, e-mail:
Iquinone@med.uchile.cl) y Dra. Olga Barajas B. investigador Clinico (F: 229788917, e-mail:
olbeba@gmail.com).
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Si usted requiere mas informacion sobre su participacion como donante del Biobanco puede
comunicarse con la Dra. Alicia Colombo, Directora Cientifica, (F: 229789570, e-mail:
acolombo@hcuch.cl)

Otros Derechos del participante .
En caso de duda sobre sus derechos comunicarse con el Comité Etico Cientifico o de

Investigacion del Hospital Clinico Universidad de Chile, Teléfono: 229789008, Email:
comiteetica@hcuch.cl, ubicado en Dr. Carlos Lorca Tobar N° 999, 4 Piso Sector D, Comuna de
Independencia, Santiago.

Conclusion:

Después de haber leido y comprendido la informacion de este documento, de haber podido
aclarar todas mis dudas, entiendo que me puedo retirar cuando lo desee. Otorgo mi
consentimiento libre, informado y voluntario para participar en el proyecto “Variaciones
genéticas y epigenéticas como modificadores de la respuesta clinica después de la quimioterapia
en base a 5-fluorouracilo en pacientes con cancer de colon”

Consentimiento del participante:

Yo , RUT , entiendo que mi
participacion es completamente voluntaria, puedo elegir no donar datos y muestras, y revocar
mi permiso para que estos sean empleados. Si retiro mi autorizacién, mis muestras seran
destruidas. Como participante del estudio, tengo derecho a hacer preguntas sobre el tipo de
investigacion que se esta realizando. Por lo tanto:

a) Estoy de acuerdo con el uso de los datos y muestras para la investigacion “Variaciones
genéticas y epigenéticas como modificadores de la respuesta clinica después de la
quimioterapia en base a 5-fluorouracilo en pacientes con cancer de colon”:

z

SI NO
b) Autorizo a que se me contacte nuevamente frente a las situaciones que se consideren
necesarias:
SI NO

Teléfono y mail de contacto:

c) Estoy de acuerdo con que el remanente de mis muestras sea almacenado en el
Biobanco de Tejidos y Fluidos de la Universidad de chile y que mis datos y muestras
sean utilizadas en investigaciones futuras de esta patologia o relacionadas.

KTy
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st NO

d) Autorizo a que se me tomen nuevas muestras en caso de ser necesario o para el
seguimiento del estudio.

st NO

e) Estoy de acuerdo con que se acceda a mi ficha clinica o informacion de salud
relacionada con mi enfermedad.

S NO
Se me ha informado de que se me entregara una copia de este documento, asi como de que mi
participacion no implica un gasto econdmico para mi.

He leido la informacion y he tenido la oportunidad de hacer preguntas, siendo estas respondidas
satisfactoriamente.

Nombre del sujeto Firma Fecha y Hora
Run.
Nombre del Investigador Firma Fecha y Hora
Run.
Nombre del Director o Delegado Firma Fecha y Hora
Run.

Si se trata de un sujeto iletrado, no vidente u otra situacion, registrar nombre del sujeto y de su
apoderado (Testigo).

Nombre del Testigo Firma Fecha y Hora
Run.
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Revocacion del Consentimiento Informado

Yo suscribo REVOCAR voluntariamente el consentimiento
firmado anteriormente. Con fechade hoy....................... dando por finalizada mi participacion.

a) Solicito eliminacion de las muestras bioldgicas:  SI NO

b) Solicito sdlo eliminacion de mis datos personales: SI NO

Nombre del sujeto Firma Fecha y Hora
Run.

Si se trata de un sujeto iletrado, no vidente u otra situacion, registrar nombre del sujeto y de su
apoderado (Testigo).

Nombre del Testigo Firma Fecha y Hora
Run.

A completar por el profesional designado por el investigador principal o del Biobanco de tejidos

y Fluidos de la Universidad de Chile.

Con fecha de del , se revoca el consentimiento informado,

firmado por el(la)

Sr(a):

Nombre Investigador o su delegado Firma
RUT.

Nota: Enviar este formulario al investigador responsable de su muestra o al Biobanco de tejidos
y Fluidos de la Universidad de Chile.
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Anexo 3: Documento del consentimiento informado para INC.

PROTOCOLO CQF-EC-002 CODIGO DE PACIENTE:

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El objetivo de este documento es entregar la informacion necesaria para que Usted decida
voluntariamente si desea participar en esta investigacion.

Estimado Seior(a)

Nos dirigimos a usted con el propdsito de solicitar su colaboracion en el proyecto de investigacion
“VARIACIONES GENETICAS Y EPIGENETICAS COMO MODIFICADORES DE LA
RESPUESTA CLINICA DESPUES DE !‘A QUIMIOTERAPIA EN BASE A 5-
FLUOROURACILO EN PACIENTES CON CANCER DE COLON”

OBJETIVO

Este estudio tiene como objetivo obtener informacion que en un futuro permitira disedar un perfil
genético y molecular que facilite la prediccion de la respuesta a la quimioterapia en cancer colorrectal.
de tal manera que permita optimizar las dosis de los medicamentos utilizados en la quimioterapia. que
se presenten menores efectos secundarios y mejor eficacia.

PROCEDIMIENTOS

Su colaboracion en este proyecto consiste en la donacion voluntaria de una muestra sanguinea del
tamano de una cucharada de sangre (12-15ml). la cual sera extraida con un sistema estéril por personal
calificado del centro de salud donde Ud. es atendido, de tal manera de evitar cualquier riesgo. Esta
muestra sera utilizada para obtener derivados de la sangre y material genético (ADN) con el objetivo
de estudiar los genes y moléculas relacionados con la respuesta a la quimioterapia en cincer colorrectal.
Adicionalmente. el proyecto contempla tomar parte del remanente de la biopsia del tumor extraido en
la cirugia para obtener ADN (material genético) y asi estudiar las mutaciones tumorales. Las muestras
seran procesadas y almacenadas por el Biobanco de Tejidos y Fluidos de la Universidad de Chile de
tal manera que ¢l remanente de sus muestras y material genético que no sean usadas para este estudio.
si Ud acepta. podrian ser utilizadas en el futuro en investigaciones cientificas que cuenten con la debida
autorizacion €tica y que ayuden a comprender mejor esta enfermedad u otras patologias relacionadas.

Un biobanco colecta. procesa, almacena y distribuye muestras y datos para que sean utilizados en
investigacion cientifica con la finalidad de acelerar el descubrimiento de nuevas herramientas
diagnésticas y tratamiento para diferentes patologias. Si sus datos o muestras fuesen de utilidad para
un estudio distinto al descrito en este documento. antes de utilizarlos los investigadores deberan obtener
una aprobacion del Comité de Etica de la institucion en que se realice dicho estudio.

Para oficializar su colaboracion voluntaria en este estudio, usted debera llenar una breve ficha clinica
de la investigacion que incluye datos de identificacion personal y médica a la cual solo el equipo
investigador y el personal del Biobanco de Tejidos y Fluidos de la Universidad de Chile tendrin acceso.
Estos datos seran almacenados para este estudio y también para investigaciones futuras.

Los estudios genéticos de este proyecto serdn realizados (andlisis de las muestras de ADN y
almacenamiento transitorio) en el laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética (CQF)
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, ubicado en Carlos Schachtebeck (ex Las
Palmeras) 299 - Quinta Normal.
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PROTOCOLO CQF-EC-002 CODIGO DE PACIENTE:

Es importante que sepa que las futuras investigaciones realizadas no necesariamente tendran beneficios
para usted y que podria ser necesario re-contactarlo. No se pagard ni se dara otro incentivo por las
muestras que sean entregadas para investigacion. Ademas, es muy importante que sepa que, si no desea
que sc utilicen sus muestra y datos para futuras investigaciones, tiene la libertad de decir que no. sin
afectar de manera alguna la atencion de salud que habitualmente recibe en los establecimientos
primarios y secundarios a los que accede. Es decir. no habra ninguna sancion ni menoscabo en la
atencion médica que en la actualidad o a futuro necesite.

RIESGOS/BENEFICIOS
La Gnica molestia eventual puede ser la aparicion de un pequeio hematoma (moretén) en la zona de
toma de muestra sanguinea lo cual es infrecuente y no representa un riesgo relevante.

No existird un beneficio directo a su persona, sin embargo. los resultados obtenidos con su muestra a
futuro podrian permitir en pacientes en tratamiento de quimioterapia utilizar esquemas terapéuticos
mas personalizados. con menos reacciones adversas y mas efectivos.

COSTOS

Este estudio no tiene costo alguno para Ud. Todo analisis o examen propio del proyecto y que no son
necesarias para el estudio o tratamiento habitual de su enfermedad seran financiados por el presente
proyecto de investigacion. El estudio no considera reembolso por concepto de movilizacion.

CONFIDENCIALIDAD

Se le asegura que tanto el investigador principal como los demas integrantes del grupo de investigacion
garantizaran la privacidad de la informacion que surja por su participacion en el estudio. De la misma
forma el Biobanco de Tejidos y Fluidos de la Universidad de Chile le garantiza la privacidad. seguridad
e integridad de informacion asociada a sus muestras y datos que quedaran almacenados en el Biobanco
para estudios futuros.

La muestra serd almacenada mediante un cédigo. el cual no revelara informacion personal y a la cual
solo tendran acceso los investigadores del mencionado proyecto y el personal del Biobanco de Tejidos
y Fluidos de la Universidad de Chile. Los resultados obtenidos en este estudio pueden ser dados a
conocer a usted. solamente una vez que estos se encuentren disponibles y en la forma y formato que el
comité de ética pertinente lo establezca.

Ademas. es necesario extraer datos clinicos relevantes desde su ficha clinica, para esto, su identidad
sera codificada igual que sus muestras sanguineas. Solo el equipo de investigacion y el personal del
Biobanco tendran acceso a su ficha clinica.

Sus muestras seran almacenadas por un periodo de 5 afos en el laboratorio CQF. bajo la
responsabilidad del Dr. Luis Quifones Sepulveda y seran utilizadas exclusivamente para los fines de
este estudio en caso que no acepte a donar el remanente para el Biobanco. En el caso que acepte que el
remanente de sus muestras y sus datos sean almacenados en el Biobanco de Tejidos y Fluidos, el
almacenamiento serd de forma indefinida o hasta que se agoten. para el caso de la muestras.

M. Carlos Schachtebeck (ex Las Palmeras) 299 - Quinta Normal - PO Box 70111 Santiago 7 - Chile, 2de4
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PROTOCOLO CQF-EC-002 CODIGO DE PACIENTE:

VOLUNTARIEDAD

Su decision de participar en el estudio es absolutamente voluntaria. Si usted decide no participar en el
estudio o del almacenamiento de sus muestras y datos en el Biobanco. la atencion de salud no se vera
afectada en ninguin caso.

Ud. tiene el derecho de negarse a participar en el estudio o en el Biobanco. También, puede solicitar la
destruccion de sus muestra bioldgicas. sin expresar razon ni causa y sin que esto signifique perjuicio
alguno para usted.

DERECHOS DEL PARTICIPANTE

Si usted requiere cualquier otra informacion sobre su participacion en este estudio puede comunicarse
con el Dr. Luis Quifones Sepulveda. investicador cientifico (F: 09-90158341, e-mail:
Iquinone@med.uchile.cl) y Dra. Bettina Miiller investigcador Clinico (F: 225757251, e-mail:
bettina.muller@incancer.cl).

Si usted requiere mas informacion sobre su participacion como donante del Biobanco puede
comunicarse con la Dra. Alicia Colombo. Directora Cientifica, (F: 229789570. e-mail:
acolombo@hcuch.cl)

Nota: Este consentimiento informado puede contener palabras que usted no comprenda. Por favor,
consulte al médico responsable o a cualquiera de los colaboradores. cualquier palabra o informacion
que usted no comprenda claramente, antes o durante ¢l estudio

Carlos Schachtebeck (ex Las Palmeras) 299 - Quinta Normal - PO Box 70111 Santiago 7 - Chile, 3ded
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PROTOCOLO CQF-EC-002 CODIGO DE PACIENTE:

HOJA DE CONSENTIMIENTO

Fecha: nlissssnlivsnan

Yo L RUT
entiendo que mi participacion es completamente voluntaria, puedo elegir no donar datos y muestras, y revocar mi
permiso para que estos sean empleados. Si retiro mi autorizacion. mis muestras seran destruidas. Como
participante del estudio. tengo derecho a hacer preguntas sobre el tipo de investigacion que se estd realizando. Por
lo tanto:

Indique: Aspectos o ambitos
SIoNO

Conozco ; entiendo el (;BJ ETIVO del estudio.

Conozco y entiendo el OBJETIVO de un Biobanco

Comprendo y acepto los PROCEDIMIENTOS a los cuales debo someterme.

Conozco los posibles RIESGOS y BENEFICIOS asociados a mi participacion en este estudio.

Acepto los resguardos sobre la CONFIDENCIALIDAD de mis datos personales, resultados
médicos, analisis clinicos de laboratorio.

Estoy totalmente informado sobre la VOLUNTARIEDAD de mi participacion en este estudio,
y completamente consciente de la posibilidad de retirarme del estudio si yo asi lo determino.

He sido instruido sobre mi DERECHO a consultar cualquier duda referente al presente estudio
y el DERECHO a retirarme del estudio si yo asi lo determino cuando desee y el DERECHO de
retirar cualquier muestra biologica.

Estoy de acuerdo con el uso de los datos y muestras para la investigacion “VARIACIONES
GENETICAS Y EPIGENETICAS COMO MODIFICADORES DE LA RESPUESTA
CLINICA DESPUES DE LA QUIMIOTERAPIA EN BASE A 5-FLUOROURACILO EN
PACIENTES CON CANCER DE COLON™.

Estoy de acuerdo con que el remanente de mis muestras sea almacenado en el Biobanco de
Tejidos y Fluidos de la Universidad de Chile y que mis datos y muestras sean utilizadas en
investigaciones futuras de esta patologia o relacionadas.

Autorizo a que ser contactado nuevamente por el Biobanco de tejidos y Fluidos frente a las
situaciones que se consideren necesarias .

Se me ha informado de que se me entregari una copia de este documento, asi como de que mi participacion
no implica un gasto ecconémico para mi.

He leido y comprendido la informacion entregada para mi consentimiento informado, y se me han explicado
todas mis dudas.

RUT\ Firma RUT Y Firma Investigador RUT y Firma Delegado
~_Voluntario ‘Responsable o Delegado del Director del Centro

*Esta investigacion fue evaluada y aprobada por el comité de ética en investigacion en seres humanos CEISH de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. en caso de dudas sobre sus derechos favor consultar al Fono: +356 22-
9789336 o via email: ceish.meda uchile.cl

GE"‘SSM § No Rfaﬂos Schachtebeck (ex Las Palmeras) 299 - Quinta Normal - PO Box 70111 Santiago 7 - Chile, 4ded
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Anexo 4: Consentimiento informado para poblacién general.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO: CONFIGURACION DE UN BANCO DE COLECCION DE ADN
PARA ESTUDIOS FARMACOGENOMICOS EN POBLACION GENERAL
CHILENA

PATROCINANTE: Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética
Nombre del Investigador principal: Luis Quifiones S. / Matias Martinez O.
Institucidn: Facultad de medicina, Universidad de Chile

Teléfonos: 29770741-29770744.

Invitacién a participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto de
investigacion “Configuracién de un banco de coleccién de ADN para estudios
farmacogenémicos en poblacién general chilena’, debido a la alta tasa de
variabilidad de respuesta a los tratamientos farmacoldgico y la falta de conocimiento
de los factores de relevancia clinica involucrados en esta respuesta.

Objetivos: Este proyecto tiene por objetivo generar una coleccion fisica de material
genético, anénima para el andlisis de variantes genéticas (polimorfismos) y no
genéticas de factores asociados a la respuesta a medicamentos, en la poblacion
general chilena. Con ello se podra contar con una base de datos y un sistema
informatico para estudios farmacologicos en Chile, lo que sera relevante para
mejorar la terapia en numerosas enfermedades.

Procedimientos: Si Ud. acepta participar sera sometido, solamente una vez a:

- Extraccion de una muestra de sangre de 10 mL aproximadamente, la cual
sera realizada con un sistema estéril y por personal calificado, de tal manera
de evitar cualquier riesgo. Si usted presenta problemas con la extraccion de
sangre, podemos brindarle la posibilidad de que su donacién sea a través de
un sistema de extracciéon de mucosa oral.

- Llenado de una ficha clinica que incluye datos de identificacién personal e
historia médica. Tanto la informacién de la ficha, como los resultados
obtenidos en este estudio son absolutamente confidenciales y pueden ser
dados a conocer solamente a usted, una vez se encuentren disponibles.

- La muestra obtenida y toda documentacién asociada a ella tendra un plazo
maximo de almacenamiento de 15 arios, luego de lo cual ser4 eliminado del
biobanco, a menos que en dicha fecha usted vuelva a consentir su uso y/o la
extraccion de una nueva muestra.

Riesgos: La Unica molestia eventual que se prevé derivado de su participacion la
constituye la eventual aparicion de hematoma en la zona de toma de muestra. El
equipo de investigacion tomara las medidas necesarias para minimizar la aparicion
de cualquier problema.
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Cualquier otro efecto que Ud. considera que puede derivarse de la toma de la
muestra debera comunicarlo a Dr. Luis A. Quifiones en el teléfono 29770741 o
90158341.

Costos: El procedimiento se realizara sin costo alguno para Ud. durante el
desarrollo de este proyecto. El proyecto no contempla la toma de examenes para
alguna patologia en particular.

Beneficios Ademas del beneficio que este estudio significaré para el progreso del
conocimiento y el mejor tratamiento de futuros pacientes, su participacion en este
estudio no contempla otros beneficios directos que el de aumentar la informacién
con respecto a su posible respuesta a ciertos tratamientos con medicamentos.

Compensacion: Ud. no recibira ninguna compensacién econdmica por su
participacién en el estudio.

Confidencialidad: Toda la informacién derivada de su participacion en este estudio
sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de
los investigadores o0 agencias supervisoras de la investigaciéon. Cualquier
publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion seréa
completamente anénima. Las muestras seran analizadas utilizando solo un cédigo
y el listado que relaciona nombres con cddigos se mantendra guardada con acceso
solo al investigador principal.

Usos potenciales de los resultados de la investigacion: los resultados de esta
investigacion podran ser utilizados para en un futuro modificar las pautas
terapéuticas de diversas enfermedades.

Informacién adicional: Ud. o su médico tratante para cualquier tratamiento
farmacoldgico que a futuro pudiese tener, podran ser informados si lo requieren, con
objeto de disponer de nuevos conocimientos o cautelar potenciales complicaciones
que puedan afectar sus tratamientos con medicamentos.

Voluntariedad: Se reitera que su participacion en esta investigacion es totalmente
voluntaria y puede solicitar de manera escrita que se retire su muestra y datos
personales de la base de datos generada. Ello no significara ningn perjuicio a su
persona.

Derechos del participante: Usted recibirda una copia integra y escrita de este
documento firmado. Si usted requiere cualquier otra informacion sobre su
participacién en este estudio puede comunicarse con:

Investigador: Luis Quifones S. Teléfono: 29770741 o 90158341, mail:
lquinone@med.uchile.cl

cE\-SSMNORp.
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Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Comité de Etica del

Servicio Metropolitano de Salud Norte al

Teléfono: 25758506, Email:

lorena.carrasco@redsalud.gov.cl, cuya oficina se encuentra ubicada al interior del

Hospital San José, Comuna de Independencia.

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en
el proyecto “Configuracion de un banco de coleccion de ADN para estudios
farmacogenémicos en poblacion general chilena”.

Nombre del participante:

RUT

RUT

RUT

Firma Fecha
Nombre del Investigador designado
Firma Fecha
Nombre del Delegado del Director o Ministro de Fe
Firma Fecha
GESSMNORye
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Anexo 5: Equilibrio Hardy-Weinberg en la poblacién general (n=101) para las variantes
genéticas CYP3A4 rs2740574 y CYP2D6 rs1065852; valor de referencia p-valor > 0,05.

Varigrjtes Frecuencia genotipica Frecuencia alélica p-valor

geneticas AIA GIA GIG A G

rs2740574 0,84 0,16 0,00 0,92 0,08 1,00
c/C CIT TIT C T

rs1065852 0,72 0,23 0,05 0,84 0,16 0,13
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Anexo 6: Resultados de Causalidad de RAM segun el Algoritmo de Naranjo para cada

paciente.

Pacientes

RAM observada (Causalidad)

Farmaco opioide involucrado

Paciente 1

Vémito (Posible)

Morfina

Paciente 2

Nauseas (Probable)
Vémito (Probable)
Diarrea (Probable)

Tramadol

Paciente 3

Constipacion (Definitiva)
Fatiga (Definitiva)
Astenia (Definitiva)
Nauseas (Probable)
Vémito (Probable)
Disnea (Posible)

Tramadol, Codeina, Morfina,
Buprenorfina

Paciente 4

Nauseas (Definitiva)
Mareo (Definitiva)
Somnolencia (Probable)
Dolor de cabeza (Probable)
Diarrea (Probable)
Fatiga (Probable)
Apetito reducido (Posible)

Tramadol

Paciente 5

Constipacion (Definitiva)
Taquicardia (Probable)
Apetito reducido (Posible)
Astenia (Dudosa)
Disnea (Dudosa)
Ansiedad (Dudosa)
Retencion urinaria (Dudosa)
Genitorragia (Dudosa)

Tramadol, Codeina, Morfina

Paciente 6

Constipacion (Probable)
Diarrea (Probable)
Disnea (Posible)
Nauseas (Posible)
Insomnio (Posible)
Polipnea (Dudosa)
Taquicardia (Dudosa)
Apetito reducido (Dudosa)

Metadona, Morfina

Paciente 7

Nauseas (Probable)
Vémito (Posible)
Constipacion (Posible)

Fentanilo

Paciente 8

Vomito (Definitiva)

Tramadol
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Nauseas (Definitivo)
Diarrea (Probable)
Dolor de cabeza (Probable)
Disnea (Probable)

Paciente 9 Fatiga (Probable) Tramadol, Buprenorfina
Anorexia (Posible)
Tos (Posible)
Insomnio (Posible)
Paciente 10 Dolor abdominal (Probable) Tramadol
Constipacioén (Probable)
Paciente 11 Vémito (Probable) Tramadol, Fentanilo, Morfina
Dolor abdominal (Posible)
Paciente 12 Nauseas (Posible) Tramadol, Morfina
Paciente 13 Nauseas (Probable) Tramadol, Buprenorfina
Paciente 14 Vomito (Definitiva) Tramadol

Anexo 7: Asociacion entre los genotipos de CYP3A4 (rs2740574) y la presencia de RAM

por subgrupo en pacientes con cancer colorrectal (n=14).

. Frecuencia genotipica CYP3A4
Presencia de RAM (rs2740574) p-valor
P grup AIA GIA G/G

MD90 S| 10 2 1 0,4444
No 14 0 1

MEO5 Si 9 L 0 0,7758
No 15 1 2

MB22-24 S| 2 0 0 1
No 22 2 2

MG42-43 Si 4 0 0 1
No 32 3 3

VD11 Si 2 0 0 )
No 22 2 2

Representacion de 14 pacientes que presentaron RAM causada por la administracion de
farmacos opioides. MD90 incluye nauseas y vémitos, MEO5 incluye constipacion y diarrea,
MB22-24 incluye ansiedad y fatiga, MG42-43 incluye somnolencia, apetito reducido y
anorexia, MD11 incluye polipnea y disnea. RAM: reacciones adversas.

60




Anexo 8: Asociacion entre los genotipos de CYP2D6 (rs1065852) y la presencia de RAM
por subgrupo en pacientes con cancer colorrectal (n=14).

Presencia de RAM

Frecuencia genotipica CYP2D6

or SUbArupo (rs1065852) p-valor
P grup cIc cIT T
VD90 Si 11 1 1 .
No 13 1 1
MEO5 Si 9 1 2 0,7758
No 15 1 0
MB22-24 Si 1 1 0 0,2698
No 23 1 2
MG42-43 Si 2 2 0 0,04034*
No 34 1 3
VD11 Si 2 2 0 .
No 22 2 2

Representacion de 14 pacientes que presentaron RAM causada por la administracion de
farmacos opioides. MD90 incluye nauseas y vomitos, MEO5S incluye constipacion y diarrea,
MB22-24 incluye ansiedad y fatiga, MG42-43 incluye somnolencia, apetito reducido y
anorexia, MD11 incluye polipnea y disnea. RAM: reacciones adversas. *diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05)
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