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RESUMEN

La leucemia es el cancer mas comuUn en menores de 15 afos a nivel mundial,
representando el 40% de las neoplasias pediatricas. Entre las leucemias, la linfoblastica
aguda (LLA) constituye el mayor numero de casos (80%), presentandose mas comunmente

en edades preescolares.

En la terapia de la LLA, la 6-mercaptopurina cumple un rol fundamental y aunque su
beneficio esta demostrado, su administracion se asocia con la aparicion de eventos
adversos, como la neutropenia. Un factor que puede predisponer a la neutropenia es la

genética.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la asociacidén de variantes genéticas en el gen que
codifica para la enzima TPMT y del transportador SLC28A2 y variables clinicas con el inicio

y duracion de la neutropenia.

En total fueron incluidos 161 pacientes entre los Hospitales Dr. Roberto del Rio, Dr. Exequiel
Gonzalez Cortés y Dr. Luis Calvo Mackenna. Los polimorfismos TPMT rs1800460 G>A y
SLC28A2 rs11854484 C>T fueron evaluados mediante andlisis de sobrevida, la
significancia estadistica fue analizada con test de Log-rank. Las variables clinicas
estudiadas en este grupo de pacientes corresponden a “nivel de riesgo final” y “esquema
recibido” siendo los posibles esquemas de quimioterapia IB o IB aumentado, para su
estudio también se realizd andlisis de sobrevida y su diferencia fue testeada con test de

Log-rank.

A partir del andlisis realizado se concluye que no existe una asociacion significativa entre
los polimorfismos estudiados y la duracién o inicio de la neutropenia. No obstante, se
observa una correlacion entre las variables clinicas estudiadas y el inicio y duracion de la

neutropenia.
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ABSTRACT

Leukemia predominates as the most prevalent cancer among children aged under 15 years
old worldwide, representing 40% of pediatric neoplasms. Within the spectrum of leukemias,
acute lymphoblastic leukemia (ALL) stands out, accounting for 80% of cases. ALL primarly

affects preschool-age children.

In ALL therapy, 6-mercaptopurine plays a fundamental role and although its benefit is
proven, its administration is associated with the occurrence of adverse events, such as

neutropenia. A factor that may predispose to neutropenia is genetics.

The aim of this study was to investigate the association of genetic variants in the gene
encoding enzyme TPMT and the transporter SLC28A2, and clinical variables with the onset

and duration of neutropenia.

A total of 161 patients between Dr. Roberto del Rio, Dr. Exequiel Gonzalez Cortés and Dr.
Luis Calvo Mackenna Hospitals were included. TPMT rs1800460 G>A and SLC28A2
rs11854484 C>T polymorphisms were evaluated by survival analysis, and the statistical
significance was analyzed with the Log-rank test. The clinical variables studied in this group
of patients correspond to “final risk level” and “received regimen”, with possible
chemotherapy regimens being IB or IB augmented. Survival analysis was also performed,

and the difference was tested with the Log-rank test.

From the analysis performed, it is concluded that there is no significant association between
the studied polymorphisms and the onset or duration of neutropenia. However, a correlation

is observed between the studied clinical variables and the onset and duration of neutropenia.
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INTRODUCCION

La leucemia es el tipo de cancer mas comun entre nifios y adolescentes de hasta 15 afios
a nivel mundial, representa alrededor de un 40% de los diagndsticos de cancer pediatricos.
Las leucemias agudas constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas
por la expansién clonal rapida y descontrolada de las células progenitoras del sistema

hematopoyético.

Entre las leucemias agudas, la leucemia linfoblastica aguda (LLA) constituye el 80% de
casos, presentandose mas comunmente en edades preescolares (1). En Chile se presentan

aproximadamente entre 100 y 110 casos nuevos por afo en el sistema de salud publico (2).

En el caso de la LLA, el crecimiento descontrolado de las células progenitoras
hematopoyéticas en la médula 6sea o en el sistema linfatico produce un aumento de células
leucémicas. Estas células leucémicas invaden la médula 6sea y se diseminan a la sangre
periférica y otros lugares del cuerpo como bazo, higado, ganglios linfaticos, sistema

nervioso central (SNC) y testiculos (3).

Los sintomas, por lo general, comienzan a presentarse dias o semanas previo al
diagndstico, encontrandose entre los mas comunes fatiga, debilidad, palidez, sangrados
espontaneos, epistaxis, petequias y hematomas. Esto producto de la anemia y

trombocitopenia.

Una caracteristica adicional que se presenta en la LLA es la infiltracion de células
leucémicas en distintos organos, provocando alteraciones como hepatomegalia,
esplenomegalia o adenomegalia. De la misma manera, las células leucémicas pueden

infiltrarse en el periostio y en la médula ésea, causando dolor 6seo y articular (4).



Asi mismo, la penetracion de células leucémicas a nivel del sistema nervioso central puede
provocar paralisis de los nervios craneales, sintomas visuales o auditivos, estado mental

alterado, entre otros (5).

Los indices de supervivencia de la LLA han mejorado a lo largo de los afios gracias a la
evolucion de los tratamientos. En 1960, las cifras de supervivencia eran menores al 10%
en Europa y Estados Unidos, mientras que, en la actualidad, estas regiones sobrepasan el
80% (6,7). El indice de supervivencia en Chile es un 78% (8), similar a las cifras de paises

desarrollados.

Tratamiento de LLA

El tratamiento de la LLA consiste en protocolos de quimioterapia predominantemente
citotéxica, es decir, provocan muerte celular. La desventaja de este tipo de tratamientos es
que los medicamentos usados afectan tanto a células leucémicas como no tumorales, lo

que causa una alta toxicidad en el organismo.

Actualmente, en Chile se utiliza el protocolo “LLA-IC-BFM 2009 version PINDA”, sugerido por
el Programa Infantil de Drogas Antineoplasicas de Chile (PINDA). Este protocolo consiste en
un tratamiento de 24 meses de aproximadamente (104 semanas) dividido en 3 etapas,

induccidn a la remisién, consolidacion o intensificacién y mantencion o continuacion (9).

Los esquemas especificos de tratamiento que recibira cada paciente dependen del
inmunofenotipo (si los linfocitos afectados corresponden a estirpe B o T) y la estratificacion
de su nivel de riesgo. Los pacientes son clasificados en 3 categorias, riesgo estandar (RS),

intermedio (RI) y alto (RA).

Una vez ya conocido el nivel de riesgo del paciente y su inmunofenotipo, se escogen los
esquemas que seran parte del tratamiento, ya que existen variaciones en los esquemas.

Para induccion a la remisién se tiene como posibles elecciones IA o IA', seguido de IB o IB
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aumentado. La siguiente etapa es la consolidacion, para la cual se puede escoger entre
mM, M o HR, seguido del protocolo Il. Finalmente, la etapa de mantencién, que es comun
para todos los pacientes, excepto para aquellos de riesgo alto que hayan sido

trasplantados.

Dentro de la induccién a la remision, existe la intensificacion precoz, que corresponde a los
esquemas IB o IB aumentado, protocolos de interés en este trabajo, debido al uso de altas
dosis de 6-MP. Para los esquemas IB o IB aumentado, los medicamentos utilizados en el
caso de ambos esquemas son citarabina (ARA-C), metotrexato intratecal (MTX IT), 6-
mercaptopurina (6-MP) y ciclofosfamida (CPM). En el caso de IB aumentado ademas se

utiliza vincristina (VCR) y asparaginasa (ASP) como indica el Anexo 1.

6-mercaptopurina (6-MP) en el esquema de quimioterapia de LLA
La 6-mercaptopurina cumple un rol fundamental en el tratamiento de la LLA en las etapas
de intensificacion precoz, consolidacién y mantencién, variando la dosis y cantidad de dias

de uso segun el esquema (9).

Para la intensificacion precoz en protocolo IB, la dosis de 6-MP es 60 mg/m?/dia por 28 dias
consecutivos. Para IB aumentado se utiliza la misma dosis, pero la administracién se

distribuye en 2 bloques de 14 dias con un descanso de 15 dias entre ellos (Anexo 1).

La 6-MP es un profarmaco analogo de las purinas que, para ser activado, debe ser
metabolizado de forma intracelular. La 6-MP tiene 3 posibles rutas de metabolizacion,
siendo la enzima Hipoxantina Fosforribosil Transferasa (HPRT) la que produce el metabolito
activo. La 6-MP es catabolizada por HPRT para transformarla a tioinosina monofosfato
(TIMP). TIMP luego es catalizado por medio de inosina monofosfato dehidrogenasa (IMPD)
y guanosina monofosfato sintetasa (GMPS) para llegar a convertirse en tioguanosina

monofosfato. Posteriormente, por medio de sus respectivas kinasas, se transforma de
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tioguanosina monofosfato a trifosfato formando asi sus metabolitos activos, los nucledtidos

de 6-tioguanina (6-TGN) (10) (Anexo 2).

Las otras dos rutas por las cuales es catabolizada la 6-MP son XO (Xantina Oxidasa), que
produce el metabolito inactivo acido tiourico, y la ruta TPMT (Tiopurina Metiltransferasa)
que metila la 6-MP y la convierte en los metabolitos inactivos 6-metilmercaptopurina (6-

MMP) y ribonucleétidos de 6-metilmercaptopurina (6-MMPR) (10-12).

6-metil mercaptopurina
6-metil mercaptopurina ribonucleotidos

[

TPMT TPMT

Glutation HGPRT
Azatioprina ————» 6-mercaptopurina ——» 6-TIMP

X0 IMPDH

" "
B-tioguanina

Acido tiourico nucleétidos

Figura 1: Esquema rutas metabdlicas 6-MP. Extraido de publicacion
“Monitorizacion de la tiopurina metiltransferasa y de los metabolitos tiopurinicos
para optimizar el tratamiento con azatioprina en la enfermedad inflamatoria
intestinal”

Las toxicidades que se presentan mas frecuentemente debido al tratamiento con 6-MP son
de tipo gastrointestinales (vomitos, diarrea, nauseas, estomatitis) con =21/100 a < 1/10
pacientes, hepaticas (hepatotoxicidad, estasis biliar) con =21/100 a <1/10 pacientes,
trastornos metabdlicos o endocrinos (anorexia) con =1/1000 a <1/100 pacientes y

hematolégicos (mielosupresion) con 21/10 pacientes (13).

Las toxicidades de tipo hematoldgicas mas frecuentes son la leucopenia, trombocitopenia
y neutropenia (21/10 pacientes), ademas de anemia en menor medida, con =1/100 a <1/10
pacientes. Las toxicidades hematoldgicas pueden provocar la suspension o retraso en la

4



continuacion de la terapia, necesidad de disminucion de dosis o incluso abandono del

tratamiento por parte del paciente (5,13).

La neutropenia se define como un bajo recuento de neutrdfilos, un tipo de glébulo blanco
relevante para la contencion de infecciones que ademas es el primer elemento celular en
la cascada inflamatoria. En el caso de la LLA, la infiltracidon de las células leucémicas en la
médula 6sea interfiere con la produccion normal de células sanguineas, lo que produce una
disminucién de neutrofilos. Agregado a esto, la quimioterapia citotoxica utilizada en este

tratamiento también provoca neutropenia inducida por medicamentos.

Segun la version del ano 2017 de los Criterios Comunes de Toxicidad del Instituto Nacional
del Cancer de Estados Unidos (14), la severidad de la neutropenia se clasifica en 4 grados:
e Grado 1: neutrdfilos entre 1500 y 2000 células/mm?
e Grado 2: neutrdfilos entre 1000 y 1500 células/mm?

e Grado 3: neutrdfilos entre 500 y 1000 células/mm?3

e Grado 4: neutréfilos menores a 500 células/mm?

Cabe destacar también que se considera neutropenia profunda cuando se alcanza un
recuento absoluto de neutréfilos (RAN) < 100; asi mismo, con un RAN < 500 el riesgo de
infecciones serias aumenta (15). La mas destacada e importante en este sentido es la
neutropenia febril, un tipo de emergencia oncoldgica potencialmente mortal si no es tratada
a tiempo. El paciente puede presentar entre 6 a 8 episodios de neutropenia febril a lo largo
del tratamiento y en cada uno de ellos se requiere hospitalizacién, lo que finalmente
repercute en la programacion de la quimioterapia y compromete su efectividad al retrasar
los protocolos (16).

La neutropenia puede ser explicada por ciertas variantes genéticas, siendo las mas
destacadas en la literatura aquellas en los genes TPMT y Nudix Hidrolasa 15 (NUDT15)

(17) por su alta participacion en el metabolismo de este medicamento.



TPMT es una enzima ampliamente estudiada por el campo de la farmacogenética debido a
su conocido impacto en la metabolizacion de la 6-MP. Aproximadamente un 90% de la
poblacion adulta sana de origen caucasica son metabolizadores normales o extensivos (*1,
wild type), mientras que un 10% cuenta con algun polimorfismo en el gen, siendo *2, *3,
*3B y *3C los principales (18). Estos cuatro explican alrededor de un 95% de los casos de
actividad enzimatica deficiente, lo que lleva a una metabolizacién intermedia del
medicamento, y como consecuencia de esto aumenta tanto el riesgo de experimentar como

la gravedad de los eventos adversos (16, 17).

La enzima TPMT (wild type), es codificada por un gen de 34 kb localizado en el cromosoma
6p22.3, que consta de 10 exones y 9 intrones (245 aminoacidos). Existen mas de 20
variantes alélicas para este gen; la variante TPMT*3B (rs1800460), objeto de este estudio,
involucra la mutacion del gen en el exén 7, del Single Nucleotide Polymorfism (SNP) G460A,
que se traduce en el cambio aminoacidico Ala154Thr y una menor actividad de la enzima

(19).

La presencia de estos polimorfismos provocan una disminucién en la actividad enzimatica
de TPMT desviando el metabolismo de 6-MP a una mayor produccién de 6-tioguanina (6-
TG) (20). Este metabolito activo es responsable del efecto inmunosupresor y mielosupresor
por el bloqueo en la sintesis de DNA y RNA lo que conduce muerte celular, que al

encontrarse en mayor concentracion aumenta el riesgo de toxicidad (21).

En 2011, el Consorcio para la Implementacién de la Farmacogenética Clinica (CPIC)
publicé una primera guia clinica sobre el ajuste de dosis a realizar en pacientes segun su
fenotipo metabolizador de TPMT. Como indica esta guia en su versién actualizada del afio
2018, si el paciente es portador de un alelo que disminuye la funcion de TPMT se
recomienza realizar ajuste de dosis para disminuir la toxicidad hematolégica. Para

metabolizadores intermedios, la indicacion es partir con un 30 a 80% de la dosis normal y
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ajustar segun los eventos presentados, y para los metabolizadores pobres, partir con dosis

extremadamente bajas (13).

SLC28A2

El transporte de nucledsidos al interior de las células esta mediado por dos familias de
proteinas SLC (“Solute Carrier Family”), SLC28 y SLC29. SLC28 esta constituido por 3
subtipos de transportadores de nucledsidos concentrativos que son dependientes de sodio
extracelular (CNTs). CNT1, que corresponde a SLC28A1, transporta preferentemente
nucledsidos de pirimidina, CNT2 (SLC28A2) transporta preferentemente nucledsidos de

purina y CNT3 (SLC28A3) transporta tanto purinas como pirimidinas (22).

Los miembros de la familia SLC28 son cruciales para la respuesta a una variedad de
analogos de nucledsidos anticancerigenos y antivirales ya que modulan la entrada de estas

sustancias a la célula para finalmente llegar a su diana farmacolégica (23).

Al ser la 6-MP un analogo a las bases puricas, su ingreso a la célula esta dado
principalmente por SLC28A2 y en menor medida por SLC28A3, lo que indica la importancia

de este transportador en la accidén que pueda llegar a ejercer la 6-MP (24).

Actualmente el estudio del polimorfismo de SLC28A2 (rs11854484), objeto de este trabajo,
ha sido investigado principalmente respecto a su implicancia en el uso de farmacos
antirretrovirales en el tratamiento de VIH y antimetabolitos. Aunque la informacion
disponible sobre el polimorfismo es limitada, investigar como repercute en la LLA podria
proporcionar nueva informacion sobre su relacidon con la toxicidad hematoldgica y su

asociacion con la 6-MP (26, 27).

El uso de la farmacogenética como herramienta cobra especial importancia en

medicamentos relacionados con el tratamiento del cancer, debido a las numerosas



reacciones adversas que se presentan a causa de la toxicidad que causan los esquemas

de medicamentos utilizados (27-29).

Es por todo lo anteriormente expuesto que, para poder optimizar las terapias de LLA, es
necesario identificar cuales son las variantes genéticas que mas afectan la farmacocinética
y farmacodinamia de estos medicamentos mediante pruebas farmacogendmicas. Asi, sera
posible optar a disefiar una serie de pruebas genéticas de utilidad clinica en el pais para
crear un tratamiento personalizado a cada paciente, y de este modo, disminuir el grado de
toxicidad, mejorando la respuesta a los farmacos, y como consecuencia, mejorar la calidad

de vida y la atencién de los pacientes en tratamiento para LLA (30).



OBJETIVOS

General:

Estudiar la asociacion entre inicio y duracidon de la neutropenia y variantes genéticas de
TPMT y SLC28A2 en conjunto con variables clinicas relevantes, en relacion con el riesgo
de toxicidad al tratamiento con 6-mercaptopurina en esquemas de intensificacién precoz,

de pacientes pediatricos diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda.

Especificos:

e Determinar la asociacién entre la presencia del polimorfismo TPMT*3B (rs1800460)

y el inicio y duracién de neutropenia segun recuento absoluto de neutrofilos.

e Determinar la asociacion entre SLC28A2 (rs11854484) y su relacion con el inicio y

duracién de la neutropenia segun recuento absoluto de neutréfilos.

e Determinar la asociacién entre las variables clinicas descritas como “nivel de riesgo
final” y “esquema recibido” por el paciente con el inicio y duracién de la neutropenia

segun recuento absoluto de neutrdfilos.



METODOLOGIA

Disefio del estudio:

Estudio de cohorte mixta (componente retrospectivo y prospectivo) en pacientes pediatricos
diagnosticados con LLA en tres hospitales de la Region Metropolitana, Hospital Dr. Exequiel
Gonzalez Cortés (HEGC), Dr. Roberto del Rio (HRR) y Dr. Luis Calvo Mackenna (HLCM),

entre los anos 2013 y 2023.

Participantes:

Criterios de inclusion: Pacientes diagnosticados con LLA menores de 15 afios al momento
del diagndstico, tratados entre los afos 2013 a 2023 que se encuentren en seguimiento en

los hospitales.

Criterios de exclusion: Pacientes cuya informacion clinica no pudo ser obtenida. Pacientes
mayores de 12 afos que declinaron el asentimiento informado, a pesar de poseer el

consentimiento informado por parte de tutores legales.

Procedimiento:

Para la seleccion de los pacientes, un médico hematdlogo experto en leucemia pediatrica
identificé a los pacientes que cumplen los criterios de inclusion. Una vez que los pacientes
y/o tutores legales (segun los requerimientos de edad) aceptaron participar, se dejé

constancia en un consentimiento y asentimiento informado firmado (Anexos 4 y 5).

Para aquellos pacientes menores de 12 afios, la autorizacion fue mediante la firma de un
consentimiento informado por parte del tutor legal. Para los pacientes de 12 afios y menores
de 18 afios que aceptaron participar, se hizo mediante un consentimiento informado firmado

por el tutor legal, junto con un asentimiento informado firmado por el paciente. Si el tutor
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estuvo de acuerdo, pero el paciente no, la muestra se descartaba. Para aquellos pacientes

mayores de 18 afios, bastaba con que ellos mismos firmaran el consentimiento informado.

Posteriormente se recopild la informacion del paciente desde su ficha clinica, esta
informacion fue ingresada a la plataforma REDCap® utilizando un codigo para cada
paciente para asegurar su anonimato. La informacién ingresada a la plataforma abarco
aspectos sociodemograficos tales como sexo, edad de diagnéstico, comuna de origen,
prevision de salud, antecedentes morbidos, entre otros. Asi mismo, resultados de
examenes al momento de diagndstico, protocolos de quimioterapia utilizados, reacciones

adversas presentadas durante el tratamiento y parametros hematoldgicos detallados.

Procesamiento de la muestra:

A cada paciente se le solicitd una muestra de hisopado bucal (procedimiento no invasivo)
que fue tomada por un miembro del equipo de investigacién con el kit ORAcollect®-DNA
(OCR-100) de la cual se extrajo el ADN. Esto permitié obtener ADN de forma mas sencilla
que en otros métodos como la extraccidn de sangre, al tratarse de pacientes pediatricos la
utilizacion de una técnica no invasiva ayudo a que aceptaran con mayor facilidad ser parte

del estudio.

El procedimiento de extraccion se realizé con el E.Z.N.A. Tissue DNA kit de la marca Omega
Biotek® desde la muestra de saliva. Esto permitié obtener DNA de forma rapida y simple
para la genotipificacion. La pureza y concentracion del DNA obtenido fue medido a través
del espectrofotdmetro Nanodrop DeNovix DS-11 Spectrophotometer. La concentraciéon
minima aceptable para considerar una muestra como apta fue de 15 ng/mL y una razén de
absorbancia de 260/280 > 1,70. El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Carcinogénesis

Quimica y Farmacogenética de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
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Finalmente, una vez que la muestra fue analizada y la concentracion fue considerada como
suficiente, se procedi6 a realizar una contramuestra. Tanto la muestra como la
contramuestra fueron almacenadas a -20°C en el laboratorio de la Facultad de Medicina de

la Universidad para conservar su estabilidad.

Una vez que el ADN de las muestras fue cuantificado, se procedid a realizar la
genotipificacion mediante la técnica de real time Polymerase Chain Reaction (rt-PCR). El

analisis fue realizado con sondas Tagman®.

La técnica de rt-PCR fue realizada en un volumen total de 12 uL, de los cuales 5 pL
correspondieron a Master mix, 0,5 uL de sonda, 4,5 yL de agua libre de nucleasas y 2 uL

de la muestra de ADN (que corresponden a 30 ng/uL de ADN).

Para esta técnica la sonda contiene en su estructura un fluoréforo unido covalentemente al
extremo 5’ del oligonucledtido y un desactivador de fluorescencia (quencher) en el extremo
3’ unido a un oligonucleétido. Cuando la Taq polimerasa degrada la sonda durante la

amplificacion del ADN, emite fluorescencia que es detectada por el equipo.

Posteriormente, el protocolo de PCR fue ingresado en el equipo AriaMx Real-time PCR
System que consistid en un ciclo de 10 minutos a 95°C para provocar la activacion
enzimatica, seguido de 50 ciclos, cada uno de ellos compuestos por 15 segundos a 95°C
para desnaturalizar el ADN y 1 minuto con 30 segundos a 60°C para elongacién y extension

de la nueva hebra de ADN.

Finalmente, el resultado es analizado mediante las curvas de amplificacion; se ajusta el
umbral de deteccién para que el analisis de los datos sea uniforme para un mismo gen y

que los resultados sean comparables.
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Variables del estudio:

Las variantes estudiadas se encuentran en la Tabla 1 y fueron escogidas en base a

literatura (17,31).

Tabla 1: Variantes a estudiar (Single Nucleotide Polymorfism, SNP).

. Cambio Cambio Efecto en

Gen Variante s . s ,
Nucleotidico aminoacidico proteina

TPMT | rs1800460 460G>A Ala154Thr Menos
actividad

SLC28A2  rs11854484 65C>T Leu22Pro Menos
actividad

Las variables clinicas incorporadas son “nivel de riesgo final” y “esquema recibido”. El
sistema de clasificacién de nivel de riesgo inicial y final esta basado en la edad al
diagnostico, recuento inicial de leucocitos, respuesta precoz al tratamiento, los dos
marcadores genéticos 1(9;22) y t(4;11) y/o sus equivalentes moleculares (BCR/ABL y
MLL/AF4), la hipodiploidia < 44 y la enfermedad minima residual (ERM) por citometria de

flujo (CF) en el dia 15 de la terapia de induccion.

Se debe tomar en consideracion entonces que la clasificacion en los niveles de riesgo
existentes es realizada por el equipo tratante al momento del diagndstico en RS, Rl y RA,
pero en el transcurso de la terapia de induccion puede modificarse el nivel de riesgo del
paciente segun su respuesta a las primeras semanas de tratamiento. Todos los criterios
que se deben considerar en la categorizacién de los pacientes se encuentran en la Tabla

2.
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Tabla 2: Criterios de categorizacion de nivel de riesgo.
Grupo de

h Criterios
riesgo

¢ Recuento de blastos en sangre periférica
(SP) al dia 8: < 1000 blastos/uL Todos los criterios
. * 1afio < edad <6 afos deben cumplirse para
Estandar o« Recuento inicial de leucocitos < 20000/uL | ggp categorizado como
* Si estuviera disponible, ERMxCF <0,1% ' riesgo estandar
o MO M1/M2 en el dia 15
e M1 enla MO del dia 33

e RI vy, si estuviera disponible, ERMxCF>
10% o M3 en la MO del dia 15

e RSy, si estuviera disponible, ERMxCF>
Alto 10%

e SP en el dia 8: 21000 blastos/uL
e M2 o M3 enlaMO del dia 33
e Traslocaciéon t (9;22) ot (4;11)
Intermedio | Pacientes que no puedan ser estratificados como RS o RA.

Debe cumplir al menos
uno de los criterios

ERMXxCF: Enfermedad minima residual por citometria de flujo; MO: médula 6ésea; M1: porcentaje de
blastos <6%,; M2: porcentaje de blastos entre = 5% y < 25%; M3: porcentaje de blastos = 25% de
blastos

Respecto a los criterios de la Tabla 2, se utiliza la ERMxCF (enfermedad minima residual
por citometria de flujo) para reconocer las células malignas remanentes luego del
tratamiento antineoplasico. Tiene por objeto detectar a aquellos pacientes con mala
respuesta al tratamiento y reasignarlos a un mayor nivel de riesgo de ser necesario, y por
otro lado es una herramienta que permite identificar tempranamente a los pacientes en

riesgo de sufrir recaidas.

La variable clinica a estudiar fue la neutropenia. Especificamente, la duracion e inicio del
evento segun la definicién de grados de neutropenia de los Criterios Comunes de Toxicidad
del Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (14), RAN<1500, RAN<500, RAN<100
y RAN = 0. ElI RAN es un parametro hematolégico que indica la cantidad de neutréfilos en
sangre y se informa en el hemograma. En algunos casos ya viene calculado, si este no es

el caso se debe calcular. La forma de hacerlo depende de la informacién entregada en el
14



hemograma, por lo general se calcula multiplicando los glébulos blancos por el porcentaje

de neutrofilos segmentados mas neutrofilos banda (32).

Para el analisis estadistico se utilizd STATA 15.0 ®. Para la caracterizacion de la muestra
se utilizd estadistica descriptiva. La determinacion de la normalidad de las variables
estudiadas fue realizada con el test de Shapiro-Wilk. La diferencia estadisticamente
significativa fue asociada a un p < 0,05. Para aquellas variables en que se realizd
comparacion entre dos grupos que cumplieron con los supuestos de normalidad se aplico
la prueba t-test, y para aquellos en que se compararon mas de dos grupos se utilizé analisis

de varianza ANOVA.

En los casos de las variables no paramétricas se utilizaron las pruebas de U de Mann-
Whitney para la comparacion entre dos grupos y para aquellos en que se compararon tres

grupos se utilizé la prueba de Kruskall-Wallis.

Se realizé un analisis bivariado de asociacién entre las variantes genéticas y las variables
clinicas utilizadas (nivel de riesgo final y esquema utilizado), con el evento clinico de interés

(inicio de neutropenia) mediante la prueba estadistica de x> (chi-cuadrado).

La diferencia entre genotipos fue evaluada por medio de analisis de sobrevida (curva de
Kaplan Meier); con el test de Log-rank se tested la diferencia y para aquellos con una
diferencia significativa (p < 0,05) se realizé una regresion bivariada y multivariada de Cox
para determinar la fuerza de asociacion con el Hazard Ratio (HR) y el ic95%. Las variables
incorporadas en el modelo multivariado incluyen edad, sexo, esquema recibido y riesgo
final. El evento de interés estudiado fue el dia de inicio de neutropenia contemplando el total
de dias en protocolo de quimioterapia. Se realizé el mismo ejercicio para las variables

clinicas incorporadas en el trabajo.
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La duracién en dias de neutropenia segun las variables en estudio fue analizada de forma
descriptiva por medio de diagramas de caja. Para las variables que comparan 2 grupos, la
significancia estadistica fue corroborada por medio del test de U de Mann-Whitney, mientras
que para en caso de las variables que comparan 3 grupos se utilizé el test de Kruskall-
Walllis. Se consideré que existia una diferencia estadisticamente significativa para un valor

de p <0,05.
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RESULTADOS

Caracterizacion de la muestra

Tal como se indica en la Figura 2, en total fueron reclutados 190 pacientes entre los 3

centros de salud; 93 HEGC, 61 HRR y 36 HLCM. Para efectos del analisis, 29 pacientes

fueron excluidos por no cumplir con los criterios del estudio o por tener informacion

incompleta en su ficha clinica, dejando un total de 161 pacientes para analizar.

93 Pacientes

61 Pacientes

J6 Pacientes

Hospital Dr. Hospi " I
> g pital Hospital Dr. Luis
quugé%}; zalez Dr.Roberto del Rio Calvo Mackenna
Y
190 Pacientes
Reclutados
6 LLA
Philadelphia
2 LLA del (*)
lactante
1 Tratado
previo 2012
19 Ficha
incompleta
1 Tratado fuera
de Chile
Y

161 Pacientes
incluidos

Figura 2: Esquema de pacientes incluidos en el estudio.
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La Tabla 3 de caracterizacion sociodemografica presenta un resumen de caracteristicas de
la muestra de pacientes analizados (n=161). Se incluyen las variables como sexo, edad de

diagndstico, nacionalidad, regién de origen y prevision de salud.

Tabla 3: Caracterizacion sociodemogréfica.

Caracteristicas Pacientes n (%)
Sexo Femenino 75 (46,6)
Masculino 86 (53,4)
Edad de diagnéstico mediana (RIC) 4,8(2,9-7,8)
Edad de diagnoéstico (media * DE) 57134
Chileno/a 111 (68,9)
Nacionalidad Otra 13 (8,1)
Sin informacién 37 (23,0)
Arica y Parinacota 4 (2,5)
Tarapaca 6 (3,7)
Antofagasta 3(1,9)
Atacama 9 (5,6)
.. . Coquimbo 22 (13,7)
Region de origen Valparaiso 1(0.6)
Metropolitana 81 (50,3)
Libertador Bernardo O Higgins 29 (18,0)
Maule 1(0,6)
Sin informacion 5(3,1)
FONASA 157 (97,5)
Prevision ISAPRE 0 (0)
Sin informacion 4 (2,5)
A 72 (45,9)
B 48 (30,6)
Tramo FONASA C 20 (12,7)
D 17 (10,8)
Total 157 (100,0)

De los 161 pacientes, un 50,3% (81) corresponde a residentes de la Region Metropolitana,
seguido de la Regioén del Libertador Bernardo O’Higgins y Region de Coquimbo. Con
excepcion de un Centro Integral PINDA (Unidad de Oncologia Infantil de Alta Complejidad)
en Antofagasta, los pacientes desde la Region de Arica hasta Libertador Bernardo

O’Higgins deben trasladarse a la Regién Metropolitana para recibir tratamiento, lo que se
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ve reflejado en la Tabla 3. A partir de la Region de Valparaiso existen otros Centros

Integrales del PINDA donde los pacientes de la zona sur reciben su tratamiento.

En cuanto a la edad de diagndstico la mediana se encuentra en los 4,8 afios y se encuentran

distribuidos de la siguiente manera en rangos de edad:

Tabla 4: Rango de edad pacientes al diagnéstico

Rango de edad Pacientes n (%)
>1 afo y < 4 ainos 63 (39,1)
>4 anos y <9 ainos 63 (39,1)
>9 afnos y <14 ainos 28 (17,4)
>14 ainos y < 18 afnos 4 (2,5)
Sin informacién 3(1,9)
Total 161 (100)

No se reclutaron pacientes menores de 1 afio ya que en este grupo se utiliza un protocolo
especialmente disefiado para LLA del lactante que es el protocolo INTERFANT 06. para
estos pacientes el prondstico es el menos favorable con un indice de supervivencia del 46%

tal como se indica en la literatura.

Los puntos de corte relevantes de la edad al diagnéstico se encuentran en la Tabla 4. Los
rangos de edad fueron escogidos en base a informacion de publicaciones donde se
encontré que los pacientes diagnosticados entre 1 y 9 afios tienen el mejor indice de
supervivencia, siendo el peak de mejores resultados entre 1 y 4 anos con un indice de
supervivencia a 5 afos del 87% que luego decae entre los 5 y 9 afios con un indice de
supervivencia a 5 anos del 83%. Este patrén continda en aquellos pacientes diagnosticados
entre 9 y 14 afios con un indice de supervivencia a 5 afios del 71%, y finalmente entre 15y

19 afos con un indice de supervivencia a los 5 afios del 57% (33).
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Segun la literatura la mayor incidencia de casos es en edades preescolares,
especificamente entre los 2 y 5 afos de edad. En el grupo de pacientes de este trabajo un

44,1% (71) se encuentran en ese rango de edad (34).

En la Tabla 5 de caracterizacion clinica se presentan las condiciones de salud de los
pacientes al momento de ser diagnosticados, junto con los signos presentados. El estatus
SNC, nivel de riesgo inicial y riesgo final son parametros que se deben categorizar en los
pacientes al momento de diagndstico para decidir la quimioterapia a utilizar y el

requerimiento de radioterapia.

Tabla 5: Caracterizacion clinica.
Caracteristica

Ao de diagnéstico. Mediana (RIC)

Pacientes n (%)
2020 (2018 - 2021)

Asma 8(17,4)

Obesidad 10 (21,7)

L Hipotiroidismo 4 (8,7)
SALELENE (.je sl Sindrome de Down 3 (6,5)
prEVEa Otras condiciones 13 (28,3)
Condiciones de salud mental 8 (17,4)

Total 46 (100,0)

TEA 3(37,5)

Otros trastornos del animo 2 (25,0)

Condicién salud TDAH 1(12,5)
mental Trastorno adaptativo 1(23,5)
Depresion 1(12,5)

Total 8 (100,0)

Retina 2(1,2)

Paralisis del nervio craneal 1(0,6)

Hepatomegalia 99 (61,5)

Esplenomegalia 85 (52,8)

Organos involucrados = Timo/mediastino 6 (3,7)
al diagnéstico Testiculos/ovarios 7 (4,4)
Compromiso 6seo 5(3,1)

Adenomegalia 3(1,9)

Nefromegalia 5(3,1)

Total

161 (100,0)




SNC-1 126 (78,3)

SNC-2 7 (10,6)

Estatus SNC SNC-3 11 (6,8)

Sin informacion 7(4,4)

Total 161 (100,0)

Estandar 61 (39,4)

Medio 88 (56,8)

Nivel de riesgo inicial @ Alto 6 (3,9)
Sin informacion 6 (3,9)

Total 161 (100,0)

Estandar 18 (11,2)

Medio 109 (67,7)

Nivel de riesgo final | Alto 29 (18,0)
Sin informacién 5(3,1)

Total 161 (100,0)

TEA: trastorno del espectro autista; TDAH: trastorno por déficit de atencioén e hiperactividad;
SNC: sistema nervioso central.

Cabe destacar de la Tabla 5 de caracterizacion clinica que los pacientes pueden presentar

mas de un signo u érgano involucrado al momento de diagnéstico.

Los signos mas repetidos al momento del diagndstico fueron hepatomegalia y
esplenomegalia con un 61,5% (n=99) y 52,8% (n= 85) respectivamente. Para 73 pacientes,
estos signos se dieron en forma conjunta, lo que se traduce en un 45,3% del total de

pacientes.

En el estatus de SNC, un 78,3% (n= 126) corresponde a SNC-1, lo que implica la ausencia
clinica de leucemia que afecte al sistema nervioso central. Un 10,6% (17) corresponde a
SNC-2 lo que implica blastos identificados en el liquido céfalo raquideo (LCR) o una puncion
lumbar traumatica. Finalmente, un 6,8% (11) son categorizados SNC-3, lo que puede
deberse a la presencia de una masa tumoral en el cerebro, paralisis de nervio craneal o
compromiso retinal aislado. En SNC-3 los pacientes pueden presentar todos estos sintomas

o solo uno de ellos, asi como también pueden presentar sintomas de SNC-2, siendo no
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excluyente para ser catalogado como SNC-3. De siete de los pacientes no se encontrd

informacién respecto a su estatus de SNC, lo que corresponde a un 4,4% (7).

Tal como se indica en la Tabla 5, el nivel de riesgo inicial puede variar con el que finalmente
le fue asignado segun la respuesta en los primeros dias de tratamiento. De hecho, se logra
apreciar que, si bien el 39,4% (61) de los pacientes son categorizados al inicio con riesgo
estandar, este valor baja a un 11,2% (n= 18) debido a que son reclasificados en riesgo

intermedio o alto durante el primer protocolo de quimioterapia.

Tabla 6: Esquema de quimioterapia recibido.

Caracteristicas Pacientes n (%)
B 146 (90,7)
Esquema Recibido IB aumentado 15 (9,3)
Total 161 (100,0)
Duracion en dias (media + DE) 40+ 9,7

Esquema IB - - .
Duracion en dia, mediana (RIC) 40 (32-47)
Esquema IB Duracion en dias (media + DE) 73,1+£95
aumentado Duracion en dias, mediana (RIC) 73 (66 - 81)

Como se indica en la Tabla 6 la duracion del protocolo IB segun la guia PINDA es de 28
dias, con una duracion real promedio para este grupo de pacientes de 40 + 9,7 dias. Para
el protocolo IB aumentado, la duracién segun protocolo es 53 dias, siendo la duracion real

en este caso particular de 73,1 £ 9,5 dias.

Caracterizacion genética

Para TPMT*3B se hizo el analisis a 133 (82,6%) pacientes de los 161 que contaban con

toda la informacion disponible.
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Tabla 7: Caracteristicas TPMT*3B.
Caracteristicas TPMT*3B

(rs1800460)
Frecuencia alélica
Alelo C 0,974
Alelo T 0,026
Frecuencia genotipica Pacientes n (%)
Cc/C 126 (94,7)
CIT 7 (5,3)
TIT 0

Para SLC28A2, el anadlisis se realiz6 a 114 (70,8%) pacientes de los 161 con los que se
contaba con toda la informacién disponible, al igual que para TPMT*3B. Esta reduccion se

debid exclusivamente a falta de reactivos para realizar el analisis a la muestra completa.

Tabla 8: Caracteristicas SLC28A2.
Caracteristicas SLC28A2

(rs11854484)
Frecuencia alélica
Alelo C 0,671
Alelo T 0,329
Frecuencia genotipica Pacientes n (%)
Cc/iC 58 (50,9)
CIT 37 (32,4)
TIT 19 (16,7)

Asociacion entre polimorfismo TPMT*3B (rs1800460) y Recuento Absoluto de
Neutrofilos

Curvas de sobrevida sequn grado de neutropenia

Para el caso del polimorfismo TPMT*3B (rs1800460), no se encontré una diferencia
significativa entre el heterocigoto C/T, homocigoto C/C y el inicio de RAN<1500. Esto fue

probado con el test de Logrank con un p-valor= 0,4490. La mediana de sobrevida de inicio
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de neutropenia para los pacientes de genotipo C/T fue de 7 dias y para aquellos de genotipo

C/C fue de 9 dias.
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Figura 3: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<1500 por genotipo
polimorfismo TPMT*3B (rs1800460).

Como se aprecia en la Figura 4, no se encontré una diferencia significativa entre el
heterocigoto C/T, homocigoto C/C vy el inicio de RAN<500. Esto fue probado con el test de
Logrank con un p-valor= 0,5572. La mediana de sobrevida para los pacientes de genotipo

C/T fue de 23 dias y para aquellos de genotipo C/C fue de 21 dias.
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Figura 4: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<500 por genotipo
polimorfismo TPMT*3B (rs1800460).
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De acuerdo con la Figura 5, no se encontré una diferencia significativa entre el heterocigoto
C/T, homocigoto C/C vy el inicio de RAN<100. Esto fue probado con el test de Logrank con
un p-valor= 0,559. La mediana de sobrevida para los pacientes de genotipo C/T fue de 28

dias y para aquellos de genotipo C/C fue de 26 dias.
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Figura 5: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<100 por genotipo
polimorfismo TPMT*3B (rs1800460).

No se encontré una diferencia significativa entre el heterocigoto C/T, homocigoto C/C y el
inicio de RAN = 0. Esto fue probado con el test de Logrank con un p-valor= 0,087. La
mediana de sobrevida para los pacientes de genotipo C/T fue de 26,5 dias y para aquellos

de genotipo C/C fue de 27 dias.
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Figura 6: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN= 0 por genotipo
polimorfismo TPMT*3B (rs1800460).

En conclusién, para ninguno de estos casos se encontré una diferencia significativa entre

los genotipos y el inicio de RAN.

Analisis segun duracion en dias de neutropenia

En el estudio de la duracion en dias de la neutropenia segun genotipo, no se encontrd una
diferencia significativa en las medianas en ninguno de los casos (Figura 7). La diferencia

fue testeada con la prueba U de Mann-Whitney.
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Figura 7: Diagrama de caja de genotipos TPMT*3B y duracién en dias de a) RAN<1500,
b) RAN<500, c) RAN<100 y d) RAN= 0.

Asociacion entre polimorfismo SLC28A2 y Recuento Absoluto de Neutréfilos (RAN)

Curvas de sobrevida seqgun grado inicial de neutropenia

Para el analisis de SLC28A2 (rs11854484), se realiz6 un analisis de modelos de herencia

para determinar si este polimorfismo sigue un modelo dominante, recesivo o codominante,

siendo en este caso C el alelo normal.
Se realizé también analisis de sobrevida para el inicio del RAN<1500, en este caso no se

encontré una diferencia estadisticamente significativa al analizar con test de Logrank para

el modelo dominante (p = 0,6336), recesivo (p =0,1597) ni codominante (p = 0,9140) (Anexo
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6.1). La mediana de sobrevida para los pacientes de genotipo C/C fue de 7 dias, para

aquellos de genotipo C/T fue de 7 dias y para pacientes de genotipo T/T 8 dias.
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Figura 8: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<1500 segtin modelo
recesivo de SLC28A2 (rs11854484).

Se realiz6 analisis de curva de sobrevida para el inicio del RAN<500 y no se encontré una
diferencia estadisticamente significativa al analizar con test de Logrank para el modelo
dominante (p =0,8479), recesivo (p = 0,1941) ni codominante (p = 0,7223) (Anexo 6.2). La
mediana de sobrevida para los pacientes de genotipo C/C fue de 20 dias, para aquellos de

genotipo C/T fue de 17 dias y para pacientes de genotipo T/T 20 dias.
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Figura 9: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<500 segtin modelo
recesivo de SLC28A2 (rs11854484).

Se realizé analisis de sobrevida para el inicio del RAN<100 y no se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa al analizar con test de Logrank para el modelo dominante (p
= 0,1854), recesivo (p = 0,9898) ni codominante (p = 0,3403) (Anexo 6.3). La mediana de
sobrevida para los pacientes de genotipo C/C fue de 26 dias, para aquellos de genotipo C/T

fue de 26,5 dias y para pacientes de genotipo T/T 27 dias.

Inicio RAN<100

1.00
1

0.75
1

0.50
1

Logrank p-valor = 0,1854

Sobrevida

0.25
1

0.00
1

0 20 40 60 80 100
Tiempo (dias)

SLC28A2 CC SLC28A2 TT/CT |

Figura 10: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<100 segun modelo
dominante de SLC28A2 (rs11854484).
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Del mismo modo, se realiz6 analisis de sobrevida para el inicio del RAN =0 y no se encontro
una diferencia estadisticamente significativa al analizar con test de Logrank para el modelo
dominante (p =0,5034), recesivo (p = 0,6468) ni codominante (p = 0,6026) (Anexo 6.4). La
mediana de sobrevida para los pacientes de genotipo C/C fue de 35 dias, para aquellos de

genotipo C/T fue de 28 dias y para pacientes de genotipo T/T 27 dias.
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Figura 11:Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN= 0 segun modelo
dominante de SLC28A2 (rs11854484).

En conclusion, para SLC28A2 (rs11854484) no se encontrd una diferencia significativa en

el inicio de la neutropenia y el genotipo.

Analisis segun duracion en dias de neutropenia

Para los genotipos de SLC28A2 no se encontrd diferencia significativa en las medianas de
duracién en dias de neutropenia (Figura 12). La diferencia fue testeada con la prueba de

Kruskal-Wallis.
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Figura 12: Diagrama de caja de genotipos SLC28A2 y duracién en dias de a) RAN<1500,
b) RAN<500, c) RAN<100 y d) RAN= 0.

Al probar los modelos de herencia dominante y recesivo tampoco se encontré diferencia en

las medianas de duracién de neutropenia como se indica en la Tabla 9, la diferencia fue

testeada con la prueba de U de Mann-Whitney (Anexo 7).

Tabla 9: Test U de Mann-Whitney para mediana de duracion de neutropenia en dias para modelos

de herencia de SLC28A2.
Nivel de RAN Modelo dominante Modelo recesivo
RAN <1500 p = 0,5941 p = 0,6050
RAN <500 p=0,8137 p = 0,6836
RAN <100 p =0,4943 p = 1,000
RAN =0 p = 0,4594 p = 0,3959
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Asociacion entre esquema recibido (IB o IB aumentado) y Recuento Absoluto de
Neutroéfilos (RAN)

Curva de sobrevida segun grado inicial de neutropenia

Para el caso del esquema recibido (IB o IB aumentado) se encontré una diferencia
significativa en el inicio de RAN<1500 con un p-valor de 0,0053, lo que indica que el
esquema utilizado esta asociado con el inicio de la neutropenia. La mediana de sobrevida
para los pacientes que recibieron esquema IB fue de 8 dias y para aquellos con esquema

IB aumentado fue de 14 dias.
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Figura 13: Curva de sobrevida para andlisis de tiempo hasta inicio de RAN<1500 segun esquema
recibido.

De acuerdo con la Tabla 10 de resumen de la regresion multivariada de Cox los pacientes
que utilizaron el esquema IB tienen 2,5 veces mas riesgo de experimentar un RAN<1500
en comparacién con aquellos pacientes en esquema IB aumentado (esquema de
referencia), con un p — valor = 0,016. Las variables por las cuales fue ajustada este modelo,

que son sexo, edad y riesgo final no resultaron ser estadisticamente significativas.

32



Tabla 10: Resumen regresion multivariada de Cox para la relacién entre el esquema recibido e inicio
de RAN<1500.

Variable Hazgrd Intervalo de confianza del b - valor
ratio 95%

ETT IB aumentado 1,00 Referencia
B 2,5 1,19 5,32 0,016

Sexo Femenino 1,00 Referencia
Masculino 1,02 0,66 1,58 0,909
Edad 0,96 0,9 1,03 0,242

) Estandar 1,00 Referencia
R]lfnsgo Intermedio 0,41 0,22 0,78 0,007
Alto 0,59 0,25 1,38 0,225

Se realiz andlisis de sobrevida para el inicio del RAN<500 y no se encontré una diferencia
significativa entre los esquemas IB y IB aumentado, probado con test de Logrank p - valor
= 0,0865. La mediana de sobrevida para los pacientes que recibieron esquema IB fue de

20 dias y para aquellos con esquema IB aumentado fue de 32 dias.
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Figura 14: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<500 seguin esquema
recibido.

Si bien no se encontré evidencia en el test de Logrank (p = 0,0865) que indique que las
funciones de supervivencia entre los grupos definidos de pacientes en esquema IB y IB
aumentado son estadisticamente diferentes, en el modelo de regresion de Cox en su

conjunto si es significativo (p = 0,0051).
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Como se indica en la Tabla 11, en la variable esquema recibido, el HR es de 2,0 lo que
sugiere que para aquellos pacientes en esquema IB tienen dos veces mayor riesgo de
experimentar RAN<500 en comparacion con aquellos en IB aumentado. Aunque este
resultado para esquema recibido no es estadisticamente significativo a un nivel

convencional (p = 0,060), el valor p esta a un decimal del umbral de 0,05.

Tabla 11: Resumen regresiéon multivariada de Cox para la relacién entre el esquema recibido e inicio
de RAN<500.

Variable Hazgrd Intervalo de confianza o - valor
ratio del 95%

=seuEe IB aumentado 1,00 Referencia
B 2 0,97 4,14 0,06

Femenino 1,00 Referencia

Sexo .

Masculino 0,74 0,51 1,09 0,13
Edad 0,94 0,89 1,01 0,083

Estandar 1,00 Referencia
Riesgo final Intermedio 1,13 0,62 2,05 0,687
Alto 2,38 1,16 4,86 0,017

Se realizé un analisis descriptivo mediante curva de sobrevida para el inicio del RAN<100
y no se encontré una diferencia significativa entre los esquemas IB y IB aumentado, esto
fue probado con test de Logrank (p - valor = 0,2329). La mediana de sobrevida para los
pacientes que recibieron esquema IB fue de 26 dias y para aquellos con esquema IB

aumentado fue de 25 dias.
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Figura 15: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<100 segun esquema
recibido.

Se realiz6é analisis de sobrevida para el inicio del RAN= 0 y no se encontré una diferencia
significativa entre los esquemas IB y IB aumentado. Probado con test de Logrank p-valor =
0,9077. La mediana de sobrevida para los pacientes que recibieron esquema IB fue de 28

dias y para aquellos con esquema IB aumentado fue de 23,5 dias.
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Figura 16: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN= 0 segun esquema
recibido.
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Analisis de duracidn en dias neutropenia por esquema recibido

En cuanto a la duracién en dias de neutropenia segun esquema recibido, no se encontro
diferencia significativa en ninguno de los niveles de neutropenia estudiados. La diferencia

fue testeada con prueba U de Mann-Whitney.
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Figura 17: Diagrama de caja segun esquema recibido y duracién en dias de a) RAN<1500,
b) RAN<500, c) RAN<100 y d) RAN= 0.

Asociacion entre nivel de riesgo final del paciente (estandar, medio, alto) y el
Recuento Absoluto de Neutréfilos (RAN)

Para el estudio de nivel de riesgo final se encontré una diferencia estadisticamente
significativa en las curvas de sobrevida entre los tres niveles de riesgo para en el inicio de
RAN<1500 con un p-valor de 0,0027. La mediana de sobrevida para los pacientes de RS

fue de 6 dias, pacientes en RI fue de 10 dias y para aquellos en RA fue de 7 dias.
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Figura 18: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<1500 segtn nivel de
riesgo final.

Se realizo una regresion multivariada de Cox ajustado por sexo, edad y esquema recibido
como se muestra en la Tabla 12, siendo el Rl el valor de referencia, se observé una
diferencia que los pacientes con RS presentan 2,4 veces mayor riesgo de experimentar el

inicio de neutropenia, con un HR = 2,41 y p = 0,007.

En el caso de los pacientes de RA también se observé un riesgo relativo mayor de sufrir
neutropenia (HR = 1,425, p = 0,271) respecto a los pacientes en RI, pero esta asociacion

no fue estadisticamente significativa.

Tabla 12: Resumen regresiéon multivariada de Cox para la relacion entre el nivel de riesgo e inicio
de RAN<1500.

Variable Haze_lrd Intervalo de confianza b - valor
Ratio del 95%

Estandar 2,41 1,27 4,58 0,007

Riesgo final Intermedio 1,00 Referencia
Alto 1,43 0,76 2,68 0,271

Femenino 1,00 Referencia

Sexo .

Masculino 1,03 0,67 1,58 0,909
Edad 0,96 0,9 1,03 0,242

S=euEme IB aumentado 1,00 Referencia
B 2,54 1,18 5,41 0,016
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También, se encontré un resultado significativo en la curva de sobrevida; para RAN<500
esta diferencia fue probada con el test de Logrank con un p — valor de 0,0456. La mediana
de sobrevida para los pacientes de RS fue de 17 dias, pacientes en Rl fue de 24 dias y

para aquellos en RA fue de 13 dias.
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Figura 19: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<500 segun nivel de
riesgo final.

Se realizé una regresion de Cox (Tabla 13) donde el valor de referencia es RS y se encontrd
que, para los pacientes de RA, el HR es de 2,38 con un p-valor de 0,017, lo que indica que
el riesgo de experimentar el evento (inicio de RAN<500) es 2,38 veces mayor en
comparacion a los pacientes de RS. En cuanto a los pacientes en Rl con RS como
referencia, el HR es 1,13 lo cual no es estadisticamente significativo. Respecto a las
variables de ajuste utilizadas en el modelo (sexo, edad y esquema recibido), no se encontrd

una asociacion significativa.
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Tabla 13: Resumen regresiéon multivariada de Cox para la relacién entre el nivel de riesgo e inicio de

RAN<500.
Variable Haza_lrd Intervalo de confianza o - valor
Ratio del 95%

Estandar 1,00 Referencia
Riesgo final Intermedio 1,13 0,62 2,06 0,687
Alto 2,38 1,16 4,87 0,017

Sexo Femenino 1,00 Referencia
Masculino 0,74 0,51 1,09 0,133
Edad 0,95 0,89 1,01 0,079

=seuEe IB aumentado 1,00 Referencia
1B 1,94 0,94 4,03 0,072

De acuerdo con la Figura 20, para el inicio de RAN<100 (p-valor= 0,3032) no se encontro

una diferencia estadisticamente significativa, probado con test de Logrank. La mediana de

sobrevida para los pacientes de RS fue de 24 dias, pacientes en Rl fue de 24 dias y para

aquellos en RA fue de 25 dias.
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Figura 20: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN<100 segun nivel de
riesgo final.
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Para el inicio de RAN= 0 (p-valor= 0,3033) no se encontré diferencia significativa con la
prueba de regresion de Cox ni Logrank. La mediana de sobrevida para los pacientes de RS

fue de 17 dias, pacientes en RI fue de 28 dias y para aquellos en RA fue de 26 dias.
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Figura 21: Curva de sobrevida para analisis de tiempo hasta inicio de RAN= 0 segun nivel de
riesgo final.

Analisis de duracion en dias neutropenia segun riesgo final del paciente

Se observo una diferencia significativa en duracién de dias en neutropenia para pacientes
en RAN<1500. La significancia de estas diferencias fue confirmada por medio de la prueba

de Kruskal-Wallis con un p-valor de 0,0463.

De igual forma, como se indica para RAN<500, la significancia de estas diferencias fue
confirmada por la prueba de Kruskal-Wallis con un p-valor de 0,03. En el caso de RAN<100

y RAN= 0 no se encontré una diferencia significativa en la duracién de la neutropenia.
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Figura 22: Diagrama de caja segun nivel de riesgo y duracién en dias de a) RAN<1500,
b) RAN<500, c) RAN<100 y d) RAN=0.

En el caso de la figura 22-a), luego de realizar un analisis post hoc tras haber obtenido un
resultado significativo con el test de Kruskall-Wallis, la diferencia significativa en la duracion
de dias en neutropenia esta dado por los pacientes en RS versus los pacientes en RI, y
también por aquellos pacientes en RS versus pacientes en RIl. No se encontré una

diferencia significativa entre el grupo de pacientes en RS versus los pacientes de RA.

Para el caso de la figura 22-b), nuevamente, después de realizar un analisis post hoc por
un resultado significativo en el test de Kruskall-Wallis la diferencia significativa entre los
grupos esta dada por aquellos pacientes en RS y RA versus los pacientes en RI. No se

encontré una diferencia significativa entre los pacientes en RS y RA.
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DISCUSION

El estudio de los polimorfismos de los genes involucrados en la farmacoterapia de la LLA
es un claro ejemplo de los posibles beneficios de la farmacogenética en la aplicacién clinica.
La presencia de reacciones adversas potencialmente mortales, como es el caso de la
neutropenia producida por la 6-MP, indica la importancia de la medicina personalizada

segun cada paciente y sus particularidades.

La evidencia de estudios en Chile que busquen identificar en pacientes pediatricos con LLA
las frecuencias de polimorfismos de los genes mas importantes segun literatura, y su
impacto clinico segun las reacciones adversas presentadas y la gravedad de éstas es
escasa, por lo que este estudio es un primer acercamiento a identificar polimorfismos de

importancia clinica y su impacto en la neutropenia.

Por otra parte, no existe en Chile un estudio reciente que contemple caracterizacion de
pacientes pediatricos con LLA; el ultimo fue publicado en 1999 (35), por lo que los datos

que aporta este nuevo grupo de pacientes es de gran valor.

El polimorfismo TPMT*3B (rs1800460) se ha asociado con una menor actividad de la
enzima TPMT, lo que se traduce en mayor toxicidad en los pacientes. En algunos casos,
se hace necesario disminuir la dosis de 6-MP, lo que se ve de manera consistente en la
literatura (17). En el estudio realizado, se encontraron 7 (5,2%) pacientes heterocigotos
para el polimorfismo estudiado. Sin embargo, no se encontr6 una asociacion

estadisticamente significativa entre el polimorfismo y la duracion e inicio de la neutropenia.

Dentro de poblacién chilena, el unico estudio previo de genotipificacion para el gen TPMT
en pacientes pediatricos con LLA indica que de 103 pacientes reclutados ninguno presenté
el polimorfismo TPMT*3B (36), por lo que no se pudo realizar el analisis del polimorfismo y

su impacto en la toxicidad.
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En este contexto, la unica publicacidon con poblacion chilena es de Owen y cols, la cual
encontré una frecuencia de presentacion del polimorfismo para esta poblacion del 3,1%,
siendo el segundo grupo de poblacién que mas presenta este polimorfismo en comparacién
con poblacién americana mestiza (4%), europea (2,8%), asiaticos del este (0%), sudeste
asiaticos (0,4%) y africana (0,3%) (37). En este aspecto, lo esperado segun la literatura era
tener una menor cantidad de pacientes que presentaran el polimorfismo en poblacion

chilena.

Si bien existen publicaciones donde fue encontrada una relacion significativa entre genotipo
de TPMT y la toxicidad hematoldgica relacionada con 6-MP (38), también hay estudios
donde no se encontré esta diferencia estadisticamente significativa, como el caso de uno
de los escasos estudios realizados en Latinoamérica por Correa-Jiménez y cols en
poblacion colombiana, donde el polimorfismo TPMT*3B no tuvo relacion estadisticamente
significativa con la toxicidad hematolégica a causa de 6-MP (39). Esta variabilidad en los
resultados podria deberse a factores como la diferencia en la frecuencia del polimorfismo
en la poblacidon estudiada o numero de pacientes considerados en cada estudio

respectivamente.

El Consorcio para la Implementacién de Farmacogenética en la Clinica (CPIC) reconoce la
importancia de la presencia de este polimorfismo y recomienda, dentro de sus directrices
para los genotipos de TPMT (17), que en presencia de TPMT*3B se mantenga una
monitorizacion rigurosa de la mielosupresion en el paciente y se realice ajuste de dosis en

funcion de ello, por lo que es importante profundizar en su estudio (20).

Los resultados entre el polimorfismo de SLC28A2 (rs11854484) y la relacion con la duracion
e inicio de la neutropenia resultaron ser no estadisticamente significativos en ninguno de
los casos presentados. Para este polimorfismo en particular existe poca informacion

disponible.
43



La motivacion de incluir el gen SLC28A2 en este estudio se basa en la relacién encontrada
en la literatura con la toxicidad hematoldgica. Sin embargo, estos hallazgos son para la
variante rs2413775, mientras que la utilizada en esta investigacion (rs11854484) ha
mostrado toxicidad hematolégica en otras enfermedades (VIH, Hepatitis C y algunos tipos
de cancer) por accion de otros medicamentos como gemcitabina, ribavirina y peginterferon

alfa-2b, no asi por 6-MP (31,40).

En el trabajo realizado por Soo y cols (35) se encontré una asociacion de la presencia de
SLC28A2 (rs11854484) y la neutropenia. En este trabajo, el medicamento de interés fue
gemcitabina en cancer de pulmén de células no pequeinas. En el modelo de herencia para
este trabajo se encontré que, para el modelo dominante, aquellos pacientes con genotipo
CC tuvieron un menor grado de neutropenia en contraste con aquellos con genotipos

CT/TT.

En el trabajo realizado el resultado en el test de Logrank mas cerca a la significancia fue
para RAN<1500 con un p = 0,1597 para el modelo recesivo. Para RAN<500, también fue
el modelo recesivo con p = 0,1941.Sin embargo, para RAN<100 y RAN = 0 se acercé mas
a la significancia el modelo dominante con un p = 0,1854 y p = 0,5034 respectivamente, lo
que indica que para determinar el modelo de herencia que mejor se ajusta se debe

profundizar en su estudio.

El esquema de tratamiento utilizado por el paciente se analizé debido a la diferencia en la
administracion de 6-MP. Para el protocolo IB (duracion de 29 dias), la 6-MP es administrada
al comienzo del tratamiento por 28 dias consecutivos, mientras que en el protocolo 1B
aumentado (duracién de 56 dias), también se da la misma dosis por 28 dias, pero se
administra dividido en bloques de 14 dias consecutivos, con un descanso de 14 dias entre

blogues, como es indicado en el protocolo de tratamiento.
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Cabe destacar que la duracién de ambos esquemas mencionados en el parrafo anterior
son los estipulados en el protocolo de tratamiento, sin embargo, estos protocolos se
entregan de forma ambulatoria y el calendario particular para cada paciente no considera
dar quimioterapia en fines de semanas o feriados, lo que puede afectar la duracion del
esquema, junto con otros factores. Como se indica en la Tabla 6, los pacientes en esquema

IB tienen una duracion real de 40 £ 9,7 dias y aquellos en IB aumentado es 73,1 £ 9,5 dias.

Otros de los posibles factores que puede llevar a aumentar la duracién del protocolo es la
interrupcion del tratamiento en el caso de pacientes que presentan neutropenia febril y
deben ser hospitalizados por ello. Este evento lo sufrieron 55 pacientes (34,2%) durante el
protocolo. Por otro lado, también se debe interrumpir el tratamiento cuando el recuento de
parametros hematoldgicos es bajo, en el caso de leucocitos si estos son = 500/uL se debe

interrumpir el uso de ARA-C y 6-MP.

Como se indica en la Figura 13, se encontr6é una diferencia significativa en el inicio del
RAN<1500 (Logrank p-valor= 0,0053), siendo los pacientes en esquema IB quienes sufren
primero el evento en comparacion con el grupo de pacientes que recibieron el esquema IB
aumentado. Esto puede deberse principalmente a la diferencia al dar la 6-MP, ya que al ser
la mielosupresion su principal reaccion adversa, el administrar este medicamento por 28
dias sin descanso puede aumentar la probabilidad de llegar mas rapido a un estado
neutropénico en comparacion con aquellos pacientes que reciben el esquema IB
aumentado. En ese sentido, el esquema que recibe el paciente es un factor a considerar

para la monitorizacion de sus valores de RAN.

Para el caso de RAN<1500 en pacientes en esquema IB, la mediana de sobrevida fue de 8
dias. Para IB aumentado fue de 14 dias con un test de Logrank p = 0,0053, lo que indica
que la diferencia es significativa a pesar de que hasta el dia 14 del protocolo no hay

diferencias en los medicamentos administrados. Por otro lado, para RAN<500 en pacientes
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en esquema IB, la mediana de sobrevida fue de 20 dias. En esquema IB aumentado fue de
32 dias con un p = 0,0865, que tiene tendencia a la significancia. Posteriormente, al realizar

un analisis multivariado de Cox, resulté si ser significativo.

En cuanto a los demas analisis realizados segun el protocolo de RAN<100 y RAN= 0, no
se encontré una diferencia significativa entre ambos esquemas de inicio del evento, al igual
que en la duracion de la neutropenia. Esto puede deberse a que el impacto de la
administracion de 6-MP continua por 28 dias en contraste con bloques de 14 dias con

descanso entre ellos no es tan pronunciado en estos niveles de neutropenia.

Con respecto a la variable clinica “nivel de riesgo" del paciente una vez diagnosticado, se
realiza una categorizacion de riesgo inicial, la que puede variar segun la respuesta a las
primeras semanas de tratamiento, tal como se observa en la Tabla 5 de caracterizacién
clinica. Es posible apreciar una migracion importante de pacientes categorizados
inicialmente en riesgo estandar que, para la categorizacion final, son reclasificados como

riesgo intermedio o alto debido a la respuesta clinica.

Las variables contempladas para categorizar el nivel de riesgo tienen relacion con una
respuesta inadecuada a las primeras semanas de tratamiento (junto con variables
citogenéticas), razén por la cual el nivel de riesgo final fue escogido como la variable clinica

a analizar.

El nivel de riesgo final se asocié significativamente con el inicio del RAN<1500. Como se
indica en la Tabla 12 de resumen de la regresion multivariada, el grupo de pacientes en Rl
como grupo de referencia es el que tiene una diferencia significativa al inicio del RAN<1500

respecto al grupo en RS (p= 0,007). Para RA, esta diferencia no fue significativa.

Esto puede deberse, en parte, al esquema al que son asignados los pacientes segun su

nivel de riesgo. Como se ve en la regresion de Cox, el esquema recibido es uno de los
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factores que influye en la significancia de los resultados con un p = 0,016. Otros factores
que pudieron influenciar los resultados es el como estan distribuidos los pacientes, ya que

en su mayoria estan concentrados en el nivel RI.

Para RAN<500, en la regresién de Cox se puede ver que la diferencia significativa estuvo
dada entre aquellos pacientes en RS como valor de referencia versus los pacientes en RA

con un p-valor de 0,017.

Por otra parte, en el andlisis hecho con RAN<100 y RAN= 0 no se encontraron diferencias
significativas en duracién ni para el inicio de neutropenia. Estos resultados resaltan la
importancia de tener en consideracion el nivel de riesgo final en los pacientes como variable

en la neutropenia.

Cabe destacar que, como limitacion del estudio, a algunos pacientes con un RAN
consistentemente bajo por un periodo prolongado, se les administraba factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF) para ayudar en la recuperacion de la médula ésea,
produciendo asi mas glébulos blancos. No se considerd el uso de G-CSF puesto que la
informacion en cuanto a dosis y cantidad de dias recetados no estaba de forma clara en
todas las fichas clinicas. La administracién de G-CSF, puede haber tenido influencia sobre

el estado neutropénico de los pacientes, por tanto, sobre los resultados obtenidos.

Si bien ambos genes estudiados resultaron no influir en la neutropenia, este estudio estuvo
acotado solo a reactivos disponibles al momento de realizar la fase experimental en el

Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogendmica de la Universidad de Chile.

Otra de las limitaciones para realizar este trabajo fue la recopilacién de informacion de los
pacientes, ya que de los 190 reclutados con muestra disponible, 19 de ellos no contaban

con ficha completa, por lo que su informacién no pudo ser utilizada.
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Si bien los resultados obtenidos para los polimorfismos estudiados no fueron significativos,
se trata de un area de estudio en Chile que se encuentra en desarrollo y es relevante seguir
realizando analisis farmacogenéticos en este grupo de pacientes para obtener informacion

mas completa de la caracterizacion realizada.

TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3By TPMT*3C son las variantes mas prevalentes responsables
de aproximadamente el 95% de las mutaciones descritas para TPMT, por lo que, en
perspectiva al futuro, seria importante realizar un analisis de este grupo de pacientes con
toda esta bateria de polimorfismos de TPMT para tener una idea mas completa de los

resultados obtenidos en este trabajo con TPMT*3B.

Asi mismo, se puede observar de forma gréfica en el Anexo 3 la existencia de varios
transportadores de influjo de la superfamilia SLC (SLC28 y SLC29) que regulan el ingreso
de 6-MP a la célula, por lo que el analisis de todos esos transportadores seria un importante

complemento a lo estudiado con SLC28A2.

Dada la muestra conseguida de pacientes, es importante expandir las pruebas
farmacogenéticas realizadas a otras reacciones adversas también significativas en la LLA
pediatrica producto de la quimioterapia. Entre estos, por ejemplo, se destaca la necesidad
de analizar la relacién entre metotrexato y la mucositis, asi como también las reacciones
alérgicas graves asociadas a la administracion de asparaginasa. Asi, con mas informacién
disponible, es posible optimizar la seguridad del tratamiento y mejorar la calidad de vida de

los pacientes.
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CONCLUSION

No se encontraron resultados estadisticamente significativos en este trabajo en relacion
con el polimorfismo TPMT*3B para inicio ni duracion de neutropenia. Dado que en la
literatura existe evidencia de la importancia de los principales cuatro polimorfismos del gen
TPMT (TPMT*2, *3A, *3By *3C), se deben realizar mas analisis respecto a las toxicidades

hematoldgicas descritas en la literatura como relevantes.

De manera similar, no se encontraron resultados significativos para ninguno de los niveles
de neutropenia analizados con el polimorfismo de SLC28A2 (rs11854484). Para este
polimorfismo se cuenta con poca informacién disponible, por lo que se debe realizar mas
investigacion sobre posibles polimorfismos de los transportadores SLC y comprender como

éstos afectan la farmacodinamia de 6-MP.

En el caso de la variable clinica “esquema recibido”, se encontré una asociacion
estadisticamente significativa con el esquema de eleccidn y la presencia de neutropenia.
Los pacientes que reciben el esquema IB tienen 2,5 veces mas riesgo de presentar
RAN<1500 respecto a los pacientes que recibieron el esquema IB aumentado. En el caso

de RAN<500 también se encontrd una relacién estadisticamente significativa.

Este hallazgo sugiere que el esquema de quimioterapia y la forma en que es administrada
la 6-MP puede influir en el riesgo de desarrollar neutropenia, por lo que es un factor clinico

a tener en consideracién en pacientes que mantengan un RAN consistentemente bajo.

En el caso de la variable clinica “riesgo final” siendo el RI el valor de referencia, se observo
que para para los pacientes en RS presentaron 2,6 veces mas riesgo de experimentar
neutropenia para RAN<1500, mientras que para RAN<500 se encontré que los pacientes
en RA tienen 2,38 veces mas riesgo de experimentar el evento en comparaciéon con

pacientes en RS (grupo de referencia).
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Si bien los polimorfismos estudiados no mostraron una asociacién significativa, existe
evidencia de su importancia para ayudar a predecir la respuesta de la quimioterapia, por lo
que se requiere mas investigacion respecto a los polimorfismos relevantes para LLA. Se
demostro la relevancia de las variables clinicas analizadas, lo que destaca la importancia
de buscar factores clinicos que aporten a mejorar la seguridad de la quimioterapia y calidad

de vida de los pacientes.
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ANEXOS

Anexo 1: Representacion esquematica de los protocolos IB y IB aumentado, extraido de

Protocolo PINDA.

Protocolo I B

Intensificacion Precoz: RS , RI (rama-1), RA (rama-1)

CPM p.i. (n) 1,000 mg/m2/d
(+ MESNA: 400 mg/m? iv. x3 at h: 0, +4, +8)
ARA-Ci.v. 75 mg/m2/d
6-MP p.o.(28d) 680 mg/m2/d
MTX IT

Dose age-adapted: <1Y 1Y 2Y 23Y

MTX IT {mg) [ B 10 12

TEM: obligatery on d 532 (only HR if NR d 33}

[ [
T e
| |

% v

BM' ©
NIRRT |
I T 1 T l

Day 36 43 50 57 64

Protocolo IB Aumentado
Intensificacion Precoz: RI-2 & RA-2

1.000 mg/m2/d

CPM PI{1h)
R [T TR neon
6-MP po Gomgmyd L ] [ ]
VCR v 1.5 mg/m?/d | | | |
ASP Iv 5.000 U/m? 111001 AR
MTX ith. } 1 }
Day 36 43 50 57 64 71 78 85 92
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Anexo 2: Rutas 6-MP detalladas.
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Anexo 3: Ruta metabolizacion de 6-MP en el intracelular. Extraido de “PharmGKB”.
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Anexo 4: Formulario de consentimiento informado entregado a pacientes y tutores.

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
“Asociacion entre variantes genéticas y las reacciones adversas a la quimioterapia en
pacientes pedidtricos diagnosticados con Leucemia Linfobldstica Aguda”,

Patrocinante: Dra. Carmen Salgado Mufioz

Nombre del Investigador principal: Dr. Matias Martinez Olguin
R.U.T: 17.565.413-5

Institucion: Universidad de Chile

Teléfono: +56991817236 e-mail: matiasmartinez@ug.uchile.cl

Invitacion a participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Asociacion
entre variantes genéticas y las reacciones adversas a la quimioterapia en pacientes pediatricos
diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda”, debido a que buscamaos prevenir latoxicidad de
la quimioterapia, estudiando si hay factores genéticos que hagan a un paciente mds susceptible,
extendemos esta invitacion para estudiar la hospitalizacion de varios pacientes y saber si su genética
se relaciona a la respuesta a los medicamentos.

Obijetivos: Esta investigacion tiene por objetivos estudiar si existe una relacion entre la genética de
los pacientes y las posibles reacciones adversas que se pueden presentar durante la quimioterapia.
El estudio incluira a un nimero total de 250 pacientes, del Hospital Exequiel Gonzalez Cortés.

Procedimientos: La participacidn involucra una Unica toma de muestra desde un hisopo que se
pasara por el interior de la boca y la lengua, de esa muestra se extraera el ADN para analizar la
genética de cada paciente. La toma de muestra se hard mientras esté en el hospital (Control y
hospitalizacién, no tendrd que asistir en otro momento para esto). La muestra la tomara personal
calificado del Hospital Exequiel Gonzalez Cortés.

Luego nosotros accederemos a su ficha clinica y relacionaremos la informacion genética con los
eventos ocurridos durante la quimioterapia

Riesgos: La toma de muestra no produce ningun dolor, podria generar cosquillas o leve molestia,
cualquier problema que presentes indicale de inmediato a quién esta tomando la muestra.

Costos: No existe ninglin costo asociado a la participacion en este proyecto.

Beneficios: Los principales beneficios se reflejaran en los futuros pacientes con la misma
enfermedad, ya que contaremos con mas informacion para predecir su respuesta.

Compensacion: No existe una compensacion econdmica asociada a su participacion.

Confidencialidad: Toda lainformacién derivada de su participacion en este estudio sera conservada
en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de los investigadores o agencias
supervisoras de lainvestigacion, mediante codificacion de los datos personales como nombre y RUT,
por lo que no se podrd relacionar su informacién clinica con sus datos personales. Cualquier
publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion sera completamente
anonima.

Usos potenciales de los resultados de la investigacion: Con los resultados de la investigacion se
busca optimizar la quimioterapia de los pacientes con leucemia, intentando prevenir los efectos
adversos utilizando informacion genética.
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Voluntariedad: Su participacion en la investigacion es totalmente voluntaria y se puede retirar en
cualquier momento comunicdndolo al investigador o médico tratante, sin que ello signifique
modificaciones en el tratamiento habitual de su enfermedad.

Complicaciones: No se prevén complicaciones mayores asociadas al estudio, dado que el Unico
procedimiento del estudio no es invasivo.

Derechos del participante: Usted recibird una copia integra y escrita de este documento firmado.
Si usted requiere cualgquier otra informacion sobre su participacion en este estudio o bien conocer
los resultados puede comunicarse con:

Dr. Matias Martinez Olguin, teléfono +56991817236. Encargado del estudio.
Dra. Carmen Salgado Muiioz, +56990812127. Jefa de Servicio.

Otros Derechos del participante: En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el
Presidente del “Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos”, Dr. Manuel Oyarzin G.,
Teléfono: 2 - 978 95 36, Email: ceish.med@uchile.cl, cuya oficina se encuentra ubicada a un costado
de la Biblioteca Central de laFacultad de Medicina, Universidad de Chile en Av. Independencia 1027,
Comuna de Independencia.

Uso de la muestra: La muestra sera almacenada a una temperatura de -80°C en el laboratorio que
dirige el Dr. Luis Quifiones en la Universidad de Chile (Contacto: lquinone @uchile.cl) y se guardara
por un plazo de 5 afios, en plazo renovable seglin aprobacion de comité de ética. Una vez cumplido
el plazo, la muestra se eliminara siguiendo los protocolos de la Universidad de Chile.

La muestra solicitada podria ser usada en futuros estudios, con nuevos fondos. Siempre estrictamente

relacionados con la genética o expresion de genes y la relacion con la respuesta a la quimioterapia.
No se volvera a contactar ni debera acudir al hospital para una nueva muestra.

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de haber podido
aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto “Asociacion entre
variantes genéticas y las reacciones adversas a la quimioterapia en pacientes pediatricos
diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda”.

Nombre del Participante Firma Fecha
Rut.:
Nombre de Director Firma Fecha

de Institucion o Delegado
Art. 11 Ley 20120
Rut. :

Version 2.0 09INOVI2021 ¢ i EVESTIGAGI

Nombre del Investigador Firma Fecha
Rut. :
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Anexo 5: Formulario de asentimiento informado entregado a menores de 12 afios.

FORMULARIO DE ASENTIMIENTO INFORMADO

Hola, nosotros somos investigadores de la Universidad de Chile y el Hospital Exequiel
Gonzdlez Cortés y te estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion
“Asociacion entre variantes genéticas y las reacciones adversas a la quimioterapia en
pacientes pedidtricos diagnosticados con Leucemia Linfobldstica Aguda”, debido a que
buscamos prevenir la toxicidad de la quimioterapia, estudiando si hay factores genéticos
que hagan a un paciente mds susceptible, extendemos esta invitacién para estudiar la
hospitalizacion de varios pacientes y saber si su genética se relaciona a la respuesta a los
medicamentos.

Se invitard a participar a 250 nifios/adolescente del Hospital Exequiel Gonzdlez Cortés.

Procedimientos:

Para conocer la genética de cada uno, pasaremos un hisopo por el interior de |a boca (no
doloroso) mientras estés en el hospital (no tendras que venir de forma especifica para
esta), esto lo hard una enfermera/o o médica/o del hospital. Tu solo debes abrir la boca y el
tomador de muestra pasara el hisopo por el interior de la mejilla y la lengua.

Luego relacionaremos la informacidn genética derivada de la muestra con los resultados de
la hospitalizacion que obtendremos de la ficha clinica.

Un investigador hara algunas preguntas como en qué curso estds y con quién vives
actualmente, puedes responder solo lo que quieras, tus padres o tutores te pueden ayudar.

Riesgos:
La toma de muestra no produce ningun dolor, podria generar cosquillas o leve molestia,
cualquier problema que presentes indicale de inmediato a quién estd tomando la muestra.

Beneficios:

El beneficio principal sera para que los futuros pacientes puedan tener tratamientos mas
seguros, si encontramos alguna relacion entre la genética y la respuesta a los
medicamentos.

Voluntariedad:

La participacion es voluntaria, si decides no participar no habrd consecuencias negativas
para ti o tu familia, aun cuando tus tutores hayan dicho que puedes participar, |a decision
final es tuya. De todas formas, si decides participar, luego puedes retirarte en cualquier
momento o no realizar alguna actividad o responder a alguna pregunta que le incomode.

En la siguiente pagina te preguntaremos si deseas participar étienes alguna duda? iNo
temas en preguntar!

09INOV[2021 (e

59



Conclusion:

Después de que me explicaron y entendi toda la informacion de este documento y he
aclarado todas mis dudas, he decidido que:

|:] Si quiero participar. |:| No quiero participar.

Nombre del Participante Fecha

Para nifios que no saben leer:
Leer en voz alta: Si quieres participar marca la mano con el dedo hacia arriba, si no
quieres participar,marca la mano con el dedo hacia abajo.

09INOV]|2021 \ v
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Anexo 6: Curvas de sobrevida segun modelos de herencia SLC28A2.

6.1: Curva de sobrevida para RAN<1500 para modelos de herencia a) recesivo, b)

dominante y c) codominante.
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Sobrevida
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6.2: Curvas de sobrevida RAN<500 para modelos de herencia d) recesivo, e) dominante y

f) codominante
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6.3: Curva de sobrevida para RAN<100 para modelos de herencia g) recesivo, h)

dominante y i) codominante
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6.4: Curva de sobrevida para RAN = 0 para modelos de herencia j) recesivo, k) dominante

y ) codominante
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Anexo 7: Duracion en dias de neutropenia segun modelos de herencia para SLC28A2.

7.1 : Duracion en dias de RAN<1500 segun modelos de herencia a) recesivo y b) dominante
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7.2 : Duracion en dias de RAN<500 segun modelos de herencia c) recesivo y d) dominante
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7.3 : Duracion en dias de RAN<100 segun modelos de herencia €) recesivo y f) dominante
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7.4 : Duracién en dias de RAN = 0 segun modelos de herencia g) recesivo y h) dominante
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