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RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es un tumor maligno que afecta el intestino grueso y representa
una importante carga de enfermedad a nivel mundial. Ocupa el tercer lugar en incidencia y
el cuarto en mortalidad. Es especialmente relevante en Chile, donde se sitia como el
segundo cancer mas comun tanto en hombres como en mujeres. El tratamiento
quimioterapéutico de CCR incluye regimenes que combinan 5-fluorouracilo (5-FU) con otros
agentes citotoxico. La farmacogendmica (PGx) permite adaptar la seleccion y dosificacion
de farmacos segun las caracteristicas genéticas individuales de los pacientes. Algunos
polimorfismos genéticos han demostrado influir en la respuesta de los pacientes al
tratamiento con 5-FU. La hipotesis de este estudio es: “Las variantes genéticas implicadas
en la respuesta de la terapia basada en 5-fluorouracilo TYMS rs2853542, ABCC4
rs9561778 y ABCG2 rs2231142 se asocian a una mayor sobrevida y la variante TYMS
rs45445694 se asocia a menor sobrevida de pacientes con cancer colorrectal avanzado”™.
La metodologia consistié en un estudio observacional de cohorte retrospectiva que incluy6
a pacientes con CCR en etapas lll y/o IV tratados con esquemas quimioterapéuticos
basados en 5-FU. La respuesta al tratamiento se evalu6 mediante un seguimiento
retrospectivo hasta los 24 meses. Se utiliz6 PCR convencional y en tiempo real asociado a
sondas TagMan® para analizar la variabilidad genética, y se recopilaron los datos clinicos
de los pacientes. Los andlisis realizados incluyeron pruebas de equilibrio de Hardy-
Weinberg y analisis de sobrevida con curvas de Kaplan-Meier y modelos de regresién de
Cox. Los resultados obtenidos revelaron que las variantes genéticas estudiadas estaban
en equilibrio de Hardy-Weinberg en la poblacion chilena. Se observaron diferencias en los
genotipos entre muestras tumorales y no tumorales para las variantes TYMS rs45445694 y
rs2853542. Se identific6 una asociacion entre rs9561778 ABCC4 y una menor sobrevida
global, asi como la presencia de metastasis hepatica en pacientes con CCR avanzado. Sin
embargo, estas asociaciones no alcanzaron significancia estadistica en todas las pruebas
realizadas debido al tamafio limitado de la muestra. Este estudio proporciona informacion
valiosa sobre la variabilidad genética en la poblacion chilena y en pacientes con CCR, asi
como sobre las posibles asociaciones entre variantes genéticas y la respuesta al

tratamiento en este grupo de pacientes.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is a malignant tumor that affects the large intestine and
represents a significant burden of disease worldwide. It ranks third in incidence and
fourth in mortality. It is especially relevant in Chile, where it is the second most common
cancer in both men and women. Chemotherapeutic treatment of CRC includes regimens
that combine 5-fluorouracil (5-FU) with other cytotoxic agents. Pharmacogenomics
(PGXx) allows drug selection and dosing to be adapted according to the individual genetic
characteristics of patients. Some genetic polymorphisms have been shown to influence
the response of patients to treatment with 5-FU. The hypothesis of this study is: “The
genetic variants involved in the response to 5-fluorouracil-based therapy TYMS
rs2853542, ABCC4 rs9561778 and ABCG2 rs2231142 are associated with longer
survival and the TYMS rs45445694 variant is associated with lower survival in patients
with advanced colorectal cancer”. The methodology consisted of a retrospective
observational cohort study that included patients with CRC in stages Ill and/or IV treated
with 5-FU-based chemotherapeutic regimens. Response to treatment was assessed by
retrospective follow-up up to 24 months. Conventional and real-time PCR associated
with TagMan® probes was used to analyze genetic variability, and clinical data of the
patients were collected. The analyzes performed included Hardy-Weinberg equilibrium
tests and survival analyzes with Kaplan-Meier curves and Cox regression models. The
results obtained revealed that the genetic variants studied were in Hardy-Weinberg
equilibrium in the Chilean population. Differences in genotypes between tumor and non-
tumor samples were observed for the TYMS variants rs45445694 and rs2853542. An
association was identified between rs9561778 ABCC4 and lower overall survival, as well
as the presence of liver metastasis in patients with advanced CRC. However, these
associations did not reach statistical significance in all tests performed due to limited
sample size. This study provides valuable information on genetic variability in the
Chilean population and in patients with CRC, as well as on possible associations

between genetic variants and response to treatment in this group of patients.



1. INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer ha aumentado en 19,3
millones de casos nuevos y 10 millones de muertes por cancer en 2020. En Chile, se
diagnosticaron mas de 54.000 casos de céncer (IARC, 2023). Dentro de los mas
prevalentes se encuentra el cancer colorrectal (CCR) que se describe como un tumor
maligno que se origina dentro de las paredes del intestino grueso. En el mundo, el CCR
reporta casi 2 millones de casos nuevos y cerca de 1 millon de muertes en 2020, asi mismo,
en Chile, fue el segundo cancer mas comun, tanto en hombres como en mujeres, con 6 mil

casos nuevos y con 3 mil muertes anuales (IARC, 2023).

Solo el 40% de los CCR son diagnosticados en etapa temprana (etapas I-1l) debido a que
en esta enfermedad los sintomas son comunes y poco frecuentes en CCR tempranos, a
diferencia de estadios avanzados en donde la sintomatologia puede incluir cambio en los
hébitos intestinales, hemorragia rectal y hematoquecia, entre otros (MINSAL 2013). Debido
a esto, la sobrevida disminuye del 90% en pacientes con CCR en etapa temprana a un 11%

en pacientes con CCR metastasico (CCRm), alos 5 afios. (American Cancer Society, 2019).

1.1 BIOLOGIA MOLECULAR DEL CCR

El CCR se desarrolla a partir de un pélipo, una lesién precursora neoplasica que progresa
durante aproximadamente 10 a 15 afios en la mayoria de los casos (Dekker et al., 2019).
La célula de origen en la mayoria de los casos corresponde a una célula madre del tracto
digestivo. Estas células son el resultado de la acumulacion progresiva de alteraciones
genéticas y epigenéticas que inactivan genes supresores de tumores y activan oncogenes
(Nassar & Blanpain et al., 2016).

Existen dos principales vias de lesiones precursoras, la via tradicional de adenoma-
carcinoma (también denominada secuencia de inestabilidad cromosémica) que conduce al
70-90% de los canceres colorrectales, y la via de la neoplasia serrada (10-20 % de canceres
colorrectales) (Perea et al., 2011). Complementariamente, se han descrito al menos 3

mecanismos asociados al desarrollo de CCR, dentro de los cuales podemos destacar a: La
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via de inestabilidad cromosomica (CIN), la de inestabilidad de microsatélites (MSI) y
fenotipo metilador de islas CpG (CIMP) (Lengauer et al., 1998, Li et al., 2021).

CIN incluye la activacion de la via Wnt, la inactivacibn mutacional del gen supresor de
tumores APC (Adenomatous polyposis coli), la inactivacion/delecion mutacional de TP53 y
la pérdida de funcién de p53 (Nguyen et al., 2020). CIN se caracteriza por aneuploidias y
alteraciones estructurales como el nimero de copias somaticas, deleciones, inserciones,
amplificaciones o pérdida de heterocigosidad, esta via es la responsable del 70 al 85% de
los casos de CCR esporadicos (Lengauer et al., 1998; Worthley & Leggett, 2010; Nguyen
et al., 2020).

La via de inestabilidad de microsatélites forma parte del 15 al 20% de los casos de CCR
(Boland & Goel, 2010; Lengauer et al., 1998). Los microsatélites son secuencias de ADN
que contienen motivos repetitivos que tienden a acumular mas mutaciones que otras
regiones genodmicas (Richman, 2015). La inactivacion de los genes mismatch repair (MMR)
como MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 y PMS2 generan un sistema mismatch repair defectuoso
(dMMR) que resulta en la acumulaciéon de mutaciones, generando la MSI. La pérdida de
funcién de MMR da como resultado una hipermutacién genética, impulsando el desarrollo
de CCR (Arzimanoglou et al., 2015; Li et al., 2021).

Por dltimo, el CIMP es un subconjunto de CCR que ocurre a través de una via de
inestabilidad epigenética y que se caracterizan por una gran hipermetilacion de los sitios
promotores de islas CpG, lo que resulta en el silenciamiento de varios genes supresores de
tumores u otros genes relacionados con tumores como genes de reparacion del ADN (Lao
& Grady, 2011; Simons et al., 2013).

1.2 DIAGNOSTICO DEL CCR

La etiologia de CCR es multifactorial, incluye predisposicion genética, presencia de
enfermedades inflamatorias intestinales y factores de riesgo como: fumar, el sobrepeso,
una dieta rica en carnes rojas y procesadas, el abuso de alcohol y la edad (American Cancer
Society, 2020; Dekker et al., 2019).

El CCR es generalmente una enfermedad asintomatica hasta que alcanza una etapa
avanzada, los signos y sintomas mas frecuentes son el sangrado rectal oculto o manifiesto,
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cambio en los habitos intestinales, anemia o dolor abdominal (American Cancer Society
2020, MINSAL 2013). Para diagnosticar CCR se utiliza la colonoscopia, los CCR tempranos
pueden aparecer como lesiones mucosas muy sutiles como un pélipo lateral plano e inocuo.
Estas lesiones requieren una inspeccion de la mucosa completa y una preparacion intestinal

Optima (Corley et al., 2014).

1.3 TRATAMIENTOS PARA CCR

En algunos canceres tempranos (Etapa 0 y ) tras el diagnéstico, los pdlipos malignos
pueden ser resecados endoscépicamente en bloque, permitiendo una evaluacién precisa
de las caracteristicas de alto riesgo y de los margenes profundos y laterales (Hayashi et al.,
2013). El principal tratamiento para el CCR en etapa | y Il es la cirugia para extraer el tumor

o parte del colon (colectomia parcial) (Hayashi et al., 2013).

Para el CCR en etapa Ill donde el cancer se ha propagado a los ganglios
linfaticos cercanos, pero no a otras zonas del cuerpo, el tratamiento consiste en colectomia
parcial o total, extirpacion de ganglios linfaticos cercanos y de quimioterapia adyuvante y/o
neoadyuvante (American Cancer Society, 2020). En etapa IV el cancer ya se ha propagado
a oOrganos (como el higado o pulmones) y tejidos distantes. Se
administra quimioterapia antes y/o después de la operacioén, si el cancer se ha propagado
demasiado como para tratarlo exclusivamente con cirugia. En la mayoria de los casos, el

principal tratamiento consiste en quimioterapia paliativa (Haller et al., 2011).

El principal esquema quimioterapéutico para tratar CCR consiste en el uso de 5-
fluorouracilo (5-FU) en conjunto con otro citotdxico por via intravenosa. Para mejorar la
citotoxicidad y eficacia terapéutica del 5-FU se utiliza en conjunto con leucovorina (LV, acido
folinico), La LV actla estabilizando al complejo FAUMP-TS, inhibiendo de forma prolongada
y eficaz a la timidilato sintasa (TS) (DeLap, 1988; Chionh et al., 2017). La combinacion de
5-FU con la LV ha demostrado la mejora de la sobrevida de los pacientes y la tasa de

respuesta tumoral de la salud de los pacientes (Thirion et al., 2004).

Para aumentar la eficacia, 5-FU/LV se combina con oxaliplatino, un complejo de platino de
diaminociclohexano que forma aductos de ADN (esquema FOLFOX) o irinotecan que inhibe

la topoisomerasa | durante la replicacion y/o transcripcién (esquema FOLFIRI) (Akhtar et
14



al., 2014; Wellstein et al., 2018). Las terapias combinadas FOLFOX y FOLFIRI se han
establecido como regimenes citotdxicos eficaces para el tratamiento del CCRm, mejorando

la sobrevida (Gustavsson et al., 2015)

Por otra parte, el 5-FU puede ser administrado como pro-drogas orales lo que permitiria
brindar una administracion prolongada del farmaco; son absorbidas intactas a través de la
mucosa gastrointestinal y posteriormente convertidos enzimaticamente a 5-FU en el higado
o dentro del tumor, esto permite exponer el 5-FU al tumor por mas tiempo, en
concentraciones mas bajas comparadas con la via intravenosa, minimizando los efectos
adversos toxicos (Lamberti et al., 2005). La capecitabina es una de las principales pro-droga
de 5-FU, se desarroll6 para imitar la infusion continua de 5-FU y evitar las complicaciones
de la administracion intravenosa. Es administrada por via oral junto a oxaliplatino (esquema
CapeOX). Los esquemas FOLFOX y CapeOX se utilizan como primera linea del tratamiento
del CCR avanzado (etapa lll y IV) en Chile (MINSAL, 2013).

1.4 MECANISMO DE ACCION DEL 5-FLUOROURACILO

El 5-FU es un analogo de las pirimidinas y su blanco terapéutico es la enzima TS (codificada
por el gen TYMS). TS es una enzima clave en la sintesis de novo de desoxitimidina
monofosfato (dTMP), un nucleétido que se utiliza como mondmero en el ADN a partir de
desoxiuridina monofosfato (dUMP), este proceso es necesario para la replicacién vy
reparacion del ADN (Strimpakos et al., 2009). La mayor parte de 5-FU se cataboliza a 5,6-
dihidro-5-fluorouracilo (DHFU) por la enzima dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), lo
gue lleva a la formacion de acido a-fluoro-B-ureido-propionico (FUPA) y luego a -fluoro-B-
alanina (FBAL), excretada posteriormente por via renal (Miura et al., 2010; Saif et al., 2009).

Al ingresar 5-FU a la célula, se convierte en 5-fluorouridina (FUMP), por accién de la orotato
fosforribosil transferasa (OPRT) en presencia de fosforribosil pirofosfato (PRPP) o por las
acciones de uridina fosforilasa (UP) y uridina quinasa (UK). FUMP se fosforila a fluorouridina
difosfato (FUDP), que puede fosforilarse nuevamente a fluorouridina trifosfato (FUTP).
Ademas, FUDP a través de la enzima ribonucle6tido reductasa (RNR) se metaboliza a

fluorodeoxiuridina difosfato (FAUDP) que puede metabolizarse a fluorodesoxiuridina
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monofosfato (FAUMP) o a fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) (Longley et al., 2003).
FAUMP puede ser biotrasnformado por otras vias, a partir de 5-FU, por la timidina fosforilasa
(TP) y timidina quinasa (TK) (Figura 1).

En si, 5-FU no presenta efectos citotoxicos, los efectos antitumorales se producen tras su
interaccion con los azucares fosforilados a través de reacciones catalizadas
enzimaticamente y su conversién en metabolitos activos (Saif et al., 2009). Por ejemplo,
FUTP se incorpora al ARN en lugar de uridina trifosfato (UTP) y FAUTP se integra al ADN
en vez del desoxitimidina trifosfato (dTTP), interfiriendo con la producciéon normal de
proteinas, lo que conduce a la muerte celular (Nicum et al., 2000; Hammond et al., 2016).
Por otra parte, FAUMP inhibe la actividad de TS formando un complejo ternario con 5,10-
metilenetetrahidrofolato (CH,THF), esto bloquea el acceso de dUMP al sitio de unién de
nucleétidos de TS provocando la acumulacién de dUMP. dUMP se fosforila a desoxiuridina
trifosfato (dUTP) lo que causa dafio al ADN (Mitrovski et al., 1994). Ademas, el bloqueo de
dUMP inhibe la sintesis de dTMP que produce el agotamiento de dTTP, esto desequilibra
la reserva de desoxinucleétidos (ANTP) que interrumpe la sintesis y reparacion del ADN,
induciendo la muerte celular en las células tumorales (Longley et al., 2003; Miura et al.,
2010).

La capecitabina debido a que se administra por via oral se absorbe a través de la pared
gastrointestinal, luego en el higado se metaboliza a fluorodeoxiuridina (5-DFUR) por
carboxilesterasa (CES) y citidina desaminasa (CDA), el 5-DFUR se transforma en 5-FU
mediante TP y/o UP (Johnston & Kaye, 2001) (Figura 1).

14



5-FU Célula Cancerigena

«+— 9 DFUR «— Capecitabina
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Figura 1. Mecanismo de accion de 5-FU en CCR. Los numeros representan las diferentes
enzimas involucradas en la metabolizacion de 5-FU. ABC: Transportador de tipo ABC.
FUTP: Fluorouridina trifosfato. FdUDP: Fluorodeoxiuridina difosfato. FdUMP:
Fluorodesoxiuridina monofosfato.TS: Timidilato sintasa dUMP: desoxiuridina monofosfato.
dUTP: desoxiuridina trifosfato. FdUT: Fluorodeoxiuridina trifosfato. 5-DFUR:

fluorodeoxiuridina. LV: Leucovorina. dTMP: Desoxitimidina monofosfato. Creado en

Biorender.com
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1.5 VARIABILIDAD GENETICA ASOCIADA A LA RESISTENCIA DE LA TERAPIA
CON 5- FLUOROURACILO

La medicina de precisién (MP) tiene un enfoque emergente para el tratamiento y prevencion
de enfermedades donde se considera la variabilidad individual en los genes, el ambiente y
estilo de vida de cada paciente (Van der Wouden et al., 2020). Dentro de la MP, la
farmacogendmica (PGx) adapta la seleccion y la dosificacion de farmacos a las
caracteristicas genéticas de cada paciente, refiriéndose al polimorfismo de genes
especificos que inducen una respuesta individual a los medicamentos o susceptibilidad a

reacciones adversas a los medicamentos (Vogel 1959 ; Relling et al., 2020).

1.5.1 Polimorfismos de TYMS asociada a la resistencia de la terapia con 5-

fluorouracilo.

Uno de los mecanismos de resistencia al 5-FU es el aumento de la expresién de la proteina
TS. La sensibilidad de las células a 5-FU puede verse afectado por las variantes genéticas
del gen TYMS, los niveles de expresion del gen TYMS/proteina TS y las concentraciones
intracelulares de desoxinucle6tidos (ANTP) y CH.THF (Zhou et al., 2012).

Estudios indicaron que la baja expresion de TS en pacientes con CCR con tumores
avanzados se asocio con una mayor sensibilidad individual a la terapia basada en 5-FU
(lyevleva et al., 2007). Estudios con lineas celulares de CCR vy tejidos tumorales han
demostrado que la terapia con 5-FU contribuy6 al aumento de la expresion de TS (Longley
et al., 2003). Esto puede ser consecuencia de retroalimentacion negativa en el que TS sin
ligando se une a su propio ARNm e inhibe su propia traduccion (Chu et al., 1994). Cuando
TS se une de manera estable a FAUMP, TS ya no puede unirse a su propio ARNm ni
suprimir su traduccion, aumentando la expresion de TS (Longley et al., 2003).

Una baja cantidad de TS en las células tumorales puede estar asociado con un curso menos
agresivo de la enfermedad y un prondstico mas favorable de los pacientes. Los niveles
bajos de TS pueden provocar dafios graves en el ADN y dado que las células cancerigenas

poseen un mayor grado de proliferacibn en comparacion con las células sanas, la
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disminucion de TS en el tejido tumoral puede conducir a una disminucién del sustrato dTMP,
inhibiendo su replicacion y proliferacion. (Allegra et al., 2003; Aprile et al., 2009).

Algunos polimorfismos afectan las diferencias en la sensibilidad de los pacientes al
tratamiento con 5-FU. Unos de estos polimorfismos corresponden al rs45445694 que se
encuentra en la region 5-UTR (5 -untranslate region) del gen TYMS, es una secuencia
Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) de 28 pares de bases, repetida 2 o 3 veces
(2R o 3R), donde se encuentran los genotipos: 2R/2R, 2R/3R, 3R/3R (Figura 2a y 2b)
(Funke et al., 2008). El andlisis en tejidos tumorales sugirié una correlacién entre el genotipo
2R/2R y la baja expresion de TYMS en pacientes con CCR avanzado (Castro-Rojas et al.,
2017). En un meta-andlisis de 39 estudios con datos de hasta 2402 pacientes se encontro
que el genotipo TYMS, 2R/2R se asocié significativamente con un beneficio clinico
mejorado (Jennings et al., 2012).

Otra variante de TYMS es rs2853542, que posee un cambio de base de G>C en el
nucleétido 12 de la segunda repeticion del alelo 3R en el 5 UTR (Figura 2c). Esto
disminuye la capacidad transcripcional de TS, se cree que es porque el cambio G>C
suprime un sitio de unién adicional para el factor de transcripcibn 1 ascendente
estimulador (USF-1). Los genotipos 2R/2R, 2R/3RC y 3RC/3RC se asocian a una baja
expresion de TS (Mandola et al., 2003; Zeng et al., 2011). Mientras que el alelo G se ha
relacionado con el aumento de la expresion de TS, e in vitro se ha visto que los genotipos
2R/3G, 3C/3G, 3G/3G son de alta expresién de TS, por lo que se ha descrito que hay
menor respuesta al 5-FU, por lo tanto, un aumento en la mortalidad de los pacientes CCR
(Yim et al., 2010).
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Figura 2. Polimorfismos genéticos de TYMS rs45445694 y TYMS rs2853542,
incluidos en esta tesis
a) TYMS rs45445694, 3 repeticiones de 28 pares de bases en 5 UTR. b) TYMS
rs45445694, 2 repeticiones de 28 pares de bases en 5 UTR ¢) TYMS rs2853542, cambio

de base de G>C en el nucledtido 12 de la segunda repeticion del alelo 3R en el 5 UTR.
Creado por Biorender.com

1.5.2 Polimorfismos de ABCC4 Y ABCG2 asociada a la resistencia de la terapia con

5- fluorouracilo.

Los transportadores de membrana son proteinas responsables del transporte de sustratos

dentro y fuera de las células (Giacomini et al., 2010). Se dividen en dos grandes
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superfamilias: transportadores de casete de union a ATP (ABC) y transportadores de soluto
(SLC). Dentro de los transportadores ABC estan: La glicoproteina P (P-gp,ABCB1 o0 MDR1),
la proteina de resistencia al cancer de mama (BCRP/ABCG2, ABCP o MXR1) y las

proteinas asociadas a la resistencia a multiples farmacos (MRP) (Giacomini et al., 2010).

La sobreexpresidn de ciertos transportadores en las células cancerigenas en la membrana
plasmética es un factor clave en el desarrollo de resistencia a los agentes
quimioterapéuticos (Szakacs et al., 2006). Los mecanismos de quimiorresistencia basados
en proteinas de transporte consiste en la expulsion de farmacos desde las células
cancerigenas a través de proteinas transportadoras de membrana, disminuyendo la
disponibilidad intracelular de los farmacos quimioterapéuticos y su accion (Hu et al., 2016).
Algunos polimorfismos de interés asociados a CCR son el polimorfismo rs2231142
(8:c.421G>T) que se ubica en el gen ABCG2, con un cambio de tipo missense, de glutamina
por lisina en el aminoacido 141 de la proteina ABCG2, generando una disminucion en su
funcion. Estudios mostraron que los pacientes con el genotipo GG que recibieron un
régimen FOLFOX/CapeOX (incorporacién de la pro-droga de 5-FU, capecitabina) tuvieron
una tasa de respuesta reducida, en comparacion con aquellos con el genotipo GT o TT
(Zhao et al., 2014). El otro polimorfismo es rs9561778, un SNP del gen ABCC4, con un
cambio intrénico (11:9.95061461G>T). Se ha descrito que este polimorfismo podria estar
ubicado dentro de un sitio de union del factor de transcripcién, dentro de una secuencia
enhancer que afectaria el nivel de expresion del gen ABCC4, aumentando su funcion (Low
et al., 2009). Se ha visto que otros polimorfismos de ABCC4 se han relacionado
significativamente con la eficacia de la quimioterapia basada en 5-FU y capecitabina en
pacientes con CCR (Chen et al., 2017).

Considerando las implicancias que pueden tener los polimorfismos de las variantes
genéticas asociadas a las enzimas de metabolizacion y transporte de 5-FU y como esto
puede afectar la sobrevida global de pacientes con CCR en etapas avanzadas se postula

la siguiente hipoétesis:
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2. HIPOTESIS
Las variantes genéticas implicadas en la respuesta de la terapia basada en 5-fluorouracilo
TYMS rs2853542, ABCC4 rs9561778 y ABCG2 rs2231142 se asocian a una mayor
sobrevida y la variante TYMS rs45445694 se asocia a menor sobrevida de pacientes con

cancer colorrectal avanzado.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Analizar la relacion entre las variantes genéticas de TYMS rs45445694 y rs2853542,
ABCC4 rs9561778 y ABCG2 rs2231142 implicadas en la respuesta de la terapia basada en

5-fluorouracilo y la sobrevida global de pacientes con cancer colorrectal avanzado.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1) Determinar la frecuencia de las variantes genéticas de TYMS rs45445694 y rs2853542,
ABCC4 rs9561778 y ABCG2 rs2231142 en un grupo de la poblacién general chilena.

2) Determinar la frecuencia de las variantes genéticas de TYMS rs45445694 y rs2853542,
ABCC4 rs9561778 y ABCG2 rs2231142 en pacientes con cancer colorrectal avanzado
con terapia basada en 5-fluorouracilo.

3) Evaluar la relacion de las variantes genéticas de TYMS rs45445694 y rs2853542,
ABCC4 rs9561778 y ABCG2 rs2231142 con la sobrevida global de pacientes con

cancer colorrectal avanzado con terapia basada en 5-fluorouracilo.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 SELECCION DE PACIENTES

4.1.1 Tipo de estudio
Se realizé un estudio observacional de cohorte retrospectiva. Con pacientes con CCR etapa
[ll'y/o IV tratados con esquemas quimioterapéuticos basados en 5-FU en primera o segunda
linea, pertenecientes al Biobanco de Fluidos y Tejidos del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile (BTUCH) e Instituto Nacional del Cancer (INC).

Se realizé seguimiento retrospectivo para evaluar la respuesta mediante la sobrevida global
(método de Kaplan Meier con test de log-rank y modelo regresién de Cox) hasta los 24
meses. Se consideraron como expuestos a aquellos pacientes con la(s) variante(s)

genética(s) y a los pacientes sin la(s) variante(s) genética(s) como no expuestos.

4.1.2 Calculo tamafio muestral
Para el calculo de tamafio muestral se realiz6 la aproximacion basada en el estudio de
Ruzzo et al., 2006. Se considerd un Risk Ratio (RR) de 2,21 obtenido en dicho estudio para
el genotipo TYMS rs45445694, que tiene frecuencia de 29%, intervalo de confianza del

959%, poder estadistico del 80% y una tasa de censura del 3%.

El calculo fue realizado a través de la pagina Sample-Size.net (www.sample-size.net)
basados en la formula Schoenfeld arrojando un tamafio muestral inicial de 69 pacientes, 20
son el grupo expuesto y 49 el grupo no expuesto. Finalmente, para esta tesis, se logré

obtener un total de 65 pacientes.

4.1.3 Criterios de inclusion y exclusién

Los criterios de inclusion son:

(1) Paciente mayor de 18 afios diagnosticados con cancer colorrectal etapa lll y IV con
consentimiento firmado que autorice que sus muestras pueden ser usados en
estudios de investigacion.

(2) Paciente que cuente con identificacion del hospital de tratamiento.

(3) Paciente tratado con esquemas basados en 5-FU como primera linea de

tratamiento.
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Los criterios de exclusion son:

(1) Pacientes con histologia diferente a adenocarcinoma.

(2) Pacientes sin muestra de tumor primario en el hospital de cirugia.

(3) Pacientes incluidos en estudio clinico intervencional como parte del tratamiento de
cancer colorrectal metastasico.

(4) Pacientes que presenten inestabilidad de microsatélites.

(5) Pacientes que hayan abandonado el tratamiento por motivos desconocidos.

(6) Pacientes que presenten algun tipo de cancer secundario con tratamientos
quimioterapéuticos.

(7) Pacientes que sean tratados con tratamiento biolégico como tratamiento de primera

linea.

4.2 EXTRACCION DE ADN TUMORAL Y/O GERMINAL DESDE BIOPSIAS
FIJADAS EN FORMALINA Y EMBEBIDAS EN PARAFINA (FFPE)
En las etapas iniciales del proyecto se seleccionaron las areas de los tejidos FFPE,
identificados previamente por el anatomopatdlogo del BTUCH, tumorales y/o germinales
para la extraccién de ADN. Se utilizo el kit Allprep DNA/RNA FFPE Kit, Qiagen®, siguiendo
el protocolo del proveedor. En el laboratorio se tenia una disponibilidad de 65 pacientes con
el ADN ya extraido, por lo que este procedimiento era sélo para las nuevas muestras de
pacientes incorporados. Sin embargo, durante el periodo de esta tesis, no se realiz6 el

procedimiento debido a que las muestras no llegaron a tiempo.

4.3 CUANTIFICACION Y CONTROLES DE CALIDAD DEL ADN
El ADN extraido se cuantific6 y se determind su relacibn 260/280 nm mediante
espectrofotometria con el equipo Denovix DS-11 (nanodrop). La integridad del ADN fue

analizada previamente en un gel de agarosa al 0,8% en las etapas iniciales del proyecto.

4.4 ANALISIS DE VARIABILIDAD GENETICA EN ADN GERMINAL Y TUMORAL
La concentracion de ADN usada para los andlisis moleculares fue de 10-20 ng/uL. La
determinacién de los polimorfismos genéticos se realizO mediante PCR en tiempo real
asociado a sondas TagMan® para ABCC4 rs9561778 y ABCG2 rs2231142, para esto se
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utilizaron los programas de PCR recomendado por el fabricante para estas sondas. Las
determinaciones se realizaron en los equipos Stratagene Mx3000p y AriaMx Real-Time
PCR marca Agilent®.

Para las determinaciones de las mutaciones de células tumorales y germinales de TYMS
rs45445694 se utiliz6 PCR convencional con gel de agarosa al 2% o gel de poliacrilamida
al 18%. Los primers utilizados fueron forward 5-GCGGAAGGGGTCCTGCCA-3' y el
reverse 5-TCCGAGCCGGCCACAGGCAT-3'. La amplificacion se realizé con las siguientes
condiciones, 5 min a 95°C, luego 30 ciclos con una temperatura de 95°C por 15 s, después
68°C por 15 s, posteriormente una temperatura de extension 72°C por 10 s, para finalizar

con una temperatura de 72°C por 5 minutos (Figura 3).

_— s 102 pb
I 130 pb w130 pb
3R
102 pb 9R3R
2R

Figura 3. Esquema PCR convencional TYMS rs45445694. Fragmento de 102 pares de
bases corresponde al genotipo de 2 repeticiones (2R), fragmento de 130 pares de bases
corresponde al genotipo de 3 repeticiones (3R), el carril con 2 bandas corresponde al
heterocigoto, 2R3R.

La determinacion de TYMS rs2853542 se realizO mediante PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism PCR). Se utilizaron los productos PCR obtenidos del PCR

de TYMS rs4544569 junto con la enzima de restriccion BsuRI (Haelll) Fast Digest, con una
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incubacién de 15 minutos a 37°C, posteriormente se visualizé en gel de poliacrilamida al
18% (Figura 4).

%

o e = = =\ S\

[
[
[ 26/2C 2C/2C 3G/3C 3C/3C 2C/3C 2G/3C 2G/3G
] - Em gy ==
. 26/2G 97pb  97pb 36/3G 94pb  94pb gng 94pb
EE N R p—
s 66pb  66pb 66pb 66pb 66pb  66pb
[
mE . [
28pb  28pb 28pb
[
[
[
[

Figura 4. Esquema PCR-RFLP para TYMS rs2853542. 2G/2G: 66pb, 2G/2C: 97 y 66 pb,
2C/2C: 97 pb, 3G/3G: 66 y 28 pb, 3G/3C:94, 66 y 28 pb, 3C/3C: 94 pb, 2C/3C: 97 y 94 pb,
2G/3C: 94y 66 pb, 2G/3G: 66 y 28 pb.

4.5 RECOLECCION DE DATOS CLINICOS
Se realizé la revisibn de las fichas clinicas de los pacientes seleccionados para la
recopilacién de los datos. Entre estos datos incluyeron: Sexo, edad, fecha del diagndstico,
fecha de fallecimiento, fecha de tratamiento quimioterapéutico de primera linea y esquema
utilizado, fecha de tratamiento quimioterapéutico de segunda linea y el esquema utilizado,
diagnostico del médico anatomopatélogo, TNM, diagndstico oncologia médica, cancer
secundario, grado del tumor, co-morbilidades asociadas, habito tabaquico, habito
alcohdlico, entre otros. Todos estos datos clinicos se recopilaron en un Electronic Case

Report Form (CRF) adecuado al estudio, mediante la plataforma RedCap®.
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4.6 ANALISIS ESTADISTICOS
Para analisis estadisticos en poblacién general chilena se realiz6 un test de 2 para verificar
si la poblacion se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (Rohlfs & Weir, 2008).
Para andlisis estadisticos de asociacion de la respuesta terapéutica, en términos de
sobrevida, se realizaron por curvas de Kaplan-Meier, donde se utilizaron las fechas de
fallecimiento de los pacientes. Para determinar las diferencias significativas entre las curvas
se utilizé el test de log-rank. Las variables genéticas se analizaron mediante modelos de
herencia codominante, recesiva, dominante y multiplicativa. Este andlisis se realizo
mediante el analisis de regresion de Cox, donde se determinaron los datos de Hazard Ratio
(HR) de cada una de las variables. Se realizaron de manera univariada y se determinaran
aguellos con p-value significativo. Los analisis fueron realizados utilizando el paquete
estadistico Survival en el software R 3.5.3 del programa RStudio®. Se considerd para todos

los analisis un poder estadistico de 80% y una significancia del 95%.

4.7 CONSIDERACIONES ETICAS
El proyecto fue aprobado por el Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Metropolitano
Norte (SSMN) y el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile, de acuerdo con las normas sugeridas en la Declaracion de Helsinki (Helsinki, 1964)
y considerando el uso de las buenas practicas clinicas (GCP) (Anexo |, Anexo Il, Anexo
[ll'y Anexo V). Los procedimientos realizados en este estudio se realizaron contemplando
las leyes nacionales N° 20.120 (sobre la investigacion cientifica en el ser humano, su
genoma prohibe la clonacién humana), N° 19.628 (sobre la proteccion de la vida privada) y
N° 20.584 (Regula los derechos y deberes que tienen las personas en relacién con acciones

vinculadas a su atencién de salud).

La toma de datos clinicos se realiz6 mediante la presentacién de una dispensa de
consentimiento informado (Anexo Il). Se completé un eCRF con los datos obtenidos desde
las fichas clinicas (Anexo V). La recoleccion de muestras y datos fue mediante el BTUCH,
lo que permite asegurar el correcto resguardo de muestras bioldgicas y datos clinicos de

los pacientes.
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5. RESULTADOS

5.1 DETERMINACION DE FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS DE LAS
VARIANTES GENETICAS DE TYMS, ABCC4 Y ABCG2 EN PACIENTES DE
POBLACION GENERAL CHILENA.

La determinacion de las variantes genéticas de ABCC4 y ABCG2 se realizaron mediante
PCR en tiempo real asociado a sondas TagMan®. Los ejemplos de resultados
representativos obtenidos son los descritos en la figura 5.

a) b)

GIG GIT

TT Control negativo

Figura 5. Ejemplo de representacién de la presencia de los genotipos mediante
analisis de PCR en tiempo real asociado a sondas TagMan®.

a) Curva representativa de genotipo homocigoto G/G. b) Curva representativa de genotipo
heterocigoto G/T. c¢) Curva representativa de genotipo homocigoto T/T. d) Curva

representativa para control negativo (sin ADN).
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La variante genética TYMS rs45445694 se analiz6 por PCR convencional en gel de agarosa
al 2% o poliacrilamida al 18%. Los resultados representativos obtenidos son los descritos

en la figura 6.

300 bp
200 bp

150 bp

100 bp -
75 bp , 2R/3R 2R 3R
50 bp L .

35bp
25 bp
20 bp

15bp

10 bp

Figura 6. Representacion de los genotipos de TYMS rs45445694 mediante analisis de
PCR convencional en gel de poliacrilamida. Carril 1 y 2: Ladder. Carril 3 y 4: 2R/3R.
Carril 5: 2R/2R, Carril 6: 3R/3R.

La variante TYMS rs2853542 se analizé por PCR-RFLP. Los resultados representativos

obtenidos son los descritos en la figura 7.
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Figura 7.Representacion de los genotipos de TYMS rs2853542 mediante analisis de
PCR-RFLP. Carril 1, 7 y 11: 3C/3C. Carril 2 y 8: 2G/3C. Carril 3: 3C/3G, Carril 4: 2C/3C,
Carril 5: 2G/2G, Carril 6 y 10: 3G/3G y Carril 9: 2C/2G.

Las frecuencias alélicas y genotipicas determinadas obtenidas se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes genéticas ABCG2
rs2231142, ABCC4 rs9561778 y TYMS rs45445694 y rs2853542 en poblacion general

chilena.

Variante Genotipo Porcentaje (n) | Alelo Frecuencia P-value o x2
Genética para EHW
ABCC4 GG 81,7% (85) 0,899 Xx>=1,031
rs9561778 GT 16,3% (17) T 0,101

TT 1,9% (2)
ABCG2 GG 78,6% (81) 0,883 Xx°=0,332
rs2231142 GT 19,4% (20) T 0,117

TT 1,9% (2)
TYMS 2R/2R 21,5% (23) 2R 0,453 X°= 0,157
rs45445694 2R/3R 47,6% (51) 3R 0,547

3R/3R 30,8% (33)
TYMS cC 9,5% (10) C 0,395 x>= 115 p-
rs2853542 CG 60% (63) G 0,605 value= 0,013
n=105 GG 30,5% (32)

EHW: Equilibrio Hardy-Weinberg; n: Tamafio muestral; x2: Valor de test de chi-cuadrado.
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Las variantes de ABCG2, ABCC4, TYMS se analizaron por el test x2 para comprobar si
estaban en EHW. Como este valor fue menor a 3,84 (con 1 grado de libertad, 0=0,05) para
las variantes genéticas de ABCG2, ABCC4, TYMS (rs45445694), no se rechazo la hipotesis

nula, lo que indica que la poblacién estd en EHW.

En el caso de TYMS rs2853542, el valor de x2 fue mayor a 3,84, esto puede deberse a la
presencia de muchos heterocigotos (Stern., 1943). Por lo que se somete a un segundo test,
el test exacto, que es mas adecuado para la distribucibn de genotipos para este
polimorfismo (Wigginton et al., 2005). El test arrojé un p-value de 0,013. Si se considera un
p-value mayor a 0,01 para cumplir con el EHW (Rohlfs & Weir, 2008), se puede indicar que

la variante genética TYMS rs2853542 se encuentra en EHW.

5.2 DETERMINACION DE FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS DE LAS
VARIANTES GENETICAS DE TYMS, ABCC4 Y ABCG2 EN PACIENTES CON
CANCER COLORRECTAL AVANZADO.

Las caracteristicas de los 65 pacientes con CCR avanzado se observan en la tabla 2. Las
caracteristicas incluyen, sexo, tipo de muestra (si se obtuvo por cirugia o colonoscopia),
lugar de la localizacién del tumor si es en la zona derecha o izquierda del colon y si hay
presencia o no de metastasis en el higado o en el pulmén. Al momento de revisar las fichas
clinicas, se observé que no todos los pacientes registraron de la localizacion del tumor,

metastasis hepatica y metastasis en el pulmén.

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes con CCR

Caracteristicas Numero de Pacientes (%)
Sexo
Masculino 32 (49,2%)
Femenino 33 (50,8%)
Tipo de muestra
Cirugia 55 (84,6%)
Colonoscopia 10 (15,4%)
Localizacion del tumor
Derecha 13 (20%)
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Izquierda 40 (61,5%)

Sin datos 12 (18,5%)
Metastasis hepatica

Si 36 (55,4%)

No 15 (23,1%)

Sin datos 14(21,5 %)
Metéstasis en pulmén

Si 30 (46,2%)

No 29 (44,6%)

Sin datos 6 (9,2 %)

%: Porcentaje

De las 65 muestras tumorales de los pacientes con cancer de colon extraidas en el
laboratorio, alrededor de un 10% de ellas presentaba problemas con su calidad (razén
260/280 menor a 1,6) y, en algunos casos, no se encontraba disponible el ADN del paciente,
por lo que el n muestral inicial disminuyé para algunos analisis moleculares. Alrededor de
un 50% de los pacientes poseian dos tipos de muestras, tumoral y no tumoral (tejido
adyacente), por lo que se utilizaron ambas muestras para los andlisis en algunos casos.
Los genotipos obtenidos tanto a nivel germinal como tumoral son idénticas para ABCG2 y
ABCCA4. Para la variante de TYMS rs45445694, se encontraron diferencias en células
germinales y tumorales, presentandose en el segundo caso principalmente el genotipo
2R/3R para casi todas las muestras de pacientes con cancer colorrectal. Para TYMS
rs2853542 también se encontraron diferencias entre células germinales y tumorales,
presentandose Unicamente el genotipo heterocigoto C/G. Las frecuencias alélicas y

genotipicas determinadas en el estudio se observan en la tabla 3.

30



Tabla 3. Frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes genéticas ABCG2
rs2231142, ABCC4 rs9561778, TYMS rs45445694 y TYMS rs2853542 en pacientes con

cancer colorrectal.

Variante Genética Genotipo Porcentaje (n) | Alelo Frecuencia
ABCC4 rs9561778 GG 95,56%(43) G 0,967
n=45 GT 2,22%(1) T 0,033

TT 2,22%(1)

ABCG2rs2231142 | GG 85,969%0(49) G 0,903
n=57 GT 8,77%(5) T 0,096
TT 5,26%(3)

TYMS rs45445694 | 2R/2R 3,39%(2) 2R 0,500
(muestras 2R/3R 93,22% (55) 3R 0,500

tumorales)

3R/3R 3,39%(2)
n=59
TYMS rs45445694 | 2R/2R 25% (6) 2R 0,500
(muestras No [ZR/AR 50% (12) 3R 0,500
tumorales)

3R/3R 25% (6)
n=24
TYMS rs2853542 cC 0% (0) C 0,500
(muestras cG 100% (14) G 0,500
tumorales)
n=14 GG 0(0)
TYMS rs2853542 cC 9,1%(1) C 0,364
(muestras no ¢ 18,2%(2) G 0,636
tumorales)

GG 72,7% (8)
n=11

n: tamafo muestral

31



5.3 DETERMINACION DE LA RELACION DE LAS VARIANTES GENETICAS DE
ABCC4 Y ABCG2 CON LA SUPERVIVENCIA GLOBAL DE PACIENTES CON
CANCER COLORRECTAL AVANZADO CON TERAPIA BASADA EN 5-
FLUOROURACILO.

En las figuras 8, 9, 10 y 11 se muestran las curvas Kaplan-Meier mas representativos de
sobrevida para las variantes genéticas de ABCC4, ABCG2 y TYMS vy la presencia de
metastasis hepatica. No se realizaron estos anadlisis para TYMS rs2853542, debido a que

se presentd sélo un genotipo en las muestras tumorales de pacientes.

En las tablas 4, 5, 6 y 7 se muestran los resultados obtenidos de las regresiones de Cox y
Hazard ratio (HR). Estos resultados fueron obtenidos de los analisis de asociacion de las
variantes genéticas (ABCC4 rs9561778, ABCG2 rs2231142 y TYMS rs45445694) con la
sobrevida global de pacientes con CCR avanzado en modelos de herencia (dominante,
recesivo y codominante). Ademas, se analiz6 la asociacion de la presencia de metastasis

hepatica con la sobrevida global de pacientes con CCR avanzado.

En pacientes CCR avanzado la menor sobrevida se observo en los genotipos GG de
ABCG2 y 2R3R+3R3R de TYMS, sin embargo, no llegaron a valores significativos en el test
de log-rank (0,41 y 0,44, respectivamente). En el caso de ABCC4, el modelo dominante
(GT+TT) el test de log-rank fue estadisticamente significativo (p-value = 0,039). Sin
embargo, solo hubo un caso que present6 el genotipo GG y el p-value del modelo fue 0,076.
Para los pacientes con CCR, se observo que la presencia de metastasis hepatica se asocio

con una menor sobrevida con un test de log-rank de 0,042.

Se realiz6 un analisis multivariable con los 3 polimorfismos genéticos GG de ABCG2, 3R3R
de TYMS, y GT+TT ABCC4. En la tabla 7 se muestran los datos de las regresiones de Cox
(p-value), Hazard ratio (HR), el R? y p-value del modelo multivariable (el R? fue 0,1555 vy el
p-value del modelo es 0,2554).
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Figura 8. Curva de sobrevida global de pacientes con CCR en tratamiento basado en
5-FU con modelo recesivo para variante rs2231142 de ABCG2. Linea roja representa la
sobrevida global de los pacientes que presentan genotipos G/T y T/T y la verde representa
la sobrevida global de los pacientes que presentan genotipo G/G de la variante ABCG2
rs2231142.
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Figura 9. Curva de sobrevida global en variante de pacientes con CCR en tratamiento
basado en 5-FU con modelo dominante de la variante rs9561778 de ABCC4. Linea roja
representa la sobrevida de los pacientes que presentan genotipos T/G y T/T y la verde
representa la sobrevida de los pacientes que presentan genotipo G/G de la variante
rs9561778 ABCC4.
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Figura 10. Curva de sobrevida global de pacientes con CCR en tratamiento basado
en 5-FU en modelo dominante de la variante TYMS rs45445694.

Linea roja representa la sobrevida de los pacientes que presentan genotipos 2R2R y 2R3R
y la verde representa la sobrevida de los pacientes que presentan genotipo 3R3R de la
variante rs9561778 ABCC4.
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Figura 11. Curva de sobrevida global asociado a presencia o ausencia de metastasis

hepatica en pacientes con CCR en tratamiento con 5-FU. La linea roja representa la

sobrevida de los pacientes con CCR en tratamiento con 5-FU con ausencia de metastasis

en el higado. La linea azul representa la sobrevida de los pacientes con CCR en tratamiento

con 5-FU con presencia de metastasis en el higado.

Tabla 4. Modelo univariable, estudio de asociacion CCR a sobrevida global, en

modelos de herencia dominante, recesivo y codominante en ABCC4 rs9561778.

Variante ABCC4rs9561778

genética

Modelo de | Dominante Recesivo Codominante
herencia GG +GT GG

p-value 0,076 0,886 Genotipo GT:0,99
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Genotipo TT: 0,08

HR 6,819

0,8639 (Genotipo GG)

Genotipo GG: 1,0
Genotipo GT: 2,346e-08
Genotipo TT:6,65

HR: Hazard Ratio.

Tabla 5. Modelo univariable, estudio de asociacién de CCR a sobrevida global, en

modelos de herencia dominante, recesivo y codominante en ABCG2 rs2231142.

Variante ABCG2 rs2231142

genética

Modelo de | Dominante Recesivo Codominante

herencia GG +GT GG

p-value 0,733 0,412 GT: 0,866
GG: 0,682

HR 1,284 1,487 GG:1,0
GT: 0,8567
TT: 1,351

HR: Hazard Ratio.

Tabla 6. Modelo univariable, estudio de asociacién de CCR a sobrevida global, en

modelos de herencia dominante, recesivo y codominante en TYMS rs45445694.

Variante TYMS rs45445694

genética

Modelo de | Dominante Recesivo Codominante

herencia 2R2R + 2R3R 3R3R

p-value 0,674 0,454 2R3R: 0,655
3R3R: 0,824

HR 1,535 0,4682 2R2R:1
2R3R:1,5776
3R3R:0,7288

HR: Hazard Ratio.
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Tabla 7. Modelo multivariable, estudio de asociacion de polimorfismos de TYMS
rs45445694 (3R3R), ABCC4 (GT+TT) y ABCG2(CC) con sobrevida global de pacientes
con CCR.

Variante genética | TYMS (3R3R) ABCG2 (CC) ABCC4 (GT+TT)
HR 7,974e-01 1,496e-01 3,559e+07
p-value 0,9979 0,7205 0,0837

R?: 0,1555 p-value modelo: 0,2554

HR: Hazard Ratio. R?: pseudo r cuadrado de modelo multivariable.

Tabla 8. Modelo multivariable , estudio de asociacion de polimorfismos de TYMS
rs45445694 (3R3R), ABCC4 (GT+TT) y ABCG2(GG), ademéas de la presencia de
metéstasis hepatica con la sobrevida global de pacientes con CCR.

Variante TYMS (3R3R) | ABCG2 (GG) | ABCC4 Metastasis Hepéatica
genética (GT+TT) Presente
HR 1,316e-08 0,7668 5,669 2,868
p-value 0,9987 0,6758 0,1151 0,0953
R2: 0,3291 p-value modelo: 0,0881

HR: Hazard Ratio. R? r cuadrado de modelo multivariable.

5.4 RE-CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Para el nuevo célculo del tamafio muestral se consideré un HR de 6,819 obtenido de este
trabajo para el genotipo ABCC4 rs9561778 que tiene la frecuencia alélica menor de un 3,3%
en la poblacion general chilena, intervalo de confianza del 95%, poder estadistico del 80%

y una tasa de censura del 3%.

El calculo se realiz6 a través de la pagina Sample-Size.net (www.sample-size.net) basados
en la féormula Schoenfeld arrojando un tamafio muestral de pacientes 142, en donde son el

grupo expuesto 128 y el grupo no expuesto 14.
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6. DISCUSION

Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes genéticas de TYMS,
ABCC4 y ABCG2 en pacientes de poblacién general chilena. Esto se hizo debido a que no

hay informacién de las frecuencias de estos polimorfismos en poblacion general chilena.

Las frecuencias genotipicas para ABCC4 rs9561778, fueron GG: 81,7%, GT: 16,3% y TT:
1,9% y las frecuencias alélicas fueron G: 0,899y T: 0,101. Tanto las frecuencias genotipicas
como alélicas fueron muy cercanas a las mostradas en poblaciébn amerindia de 1000
Genomes Project (Ensembl.org, 2023). Dentro de la poblacién amerindia se incluyen los
datos de las poblaciones de Medellin Colombia, Lima Perd, Puerto Rico y con ancestria
mexicana en los angeles California. Sin embargo, no se encuentran datos de la poblacion

chilena.

Las frecuencias genotipicas para ABCG2 rs2231142 fueron GG:78,6%, GT:19,4% y TT
1,9% vy las frecuencias alélicas fueron G: 0,883 y T: 0,117. Estas frecuencias son muy
cercanas a los valores globales, donde los valores se parecen mucho mas a las frecuencias
de la poblacién asiatica del sur, que incluyen datos de poblaciones de Bangladesh, India,
Pakistan y Sri Lanka de 1000 Genomes Project (Ensembl.org, 2023).

Para TYMS rs45445694 las frecuencias genotipicas fueron 2R2R: 21,5%, 47,6% y 30,8%
y las alélicas 2R: 0,453 y 3R: 0,547. No hay informacion en las bases de las frecuencias
genotipicas para poblaciéon general. Con respecto a las frecuencias alélicas estas tienen
valores bastante alejados de los datos de las bases de datos. Por ejemplo, en gnomAD
genomes las frecuencias alélicas en la poblacién mundial es 2R: 0,992 y 3R: 0,008 y en la
poblacién amerindia 2R: 0,997 y 3R: 0,003 (Ensembl.org, 2023).

Las frecuencias genotipicas de TYMS rs2853542 fueron CC: 9,5% CG: 60% GG: 30,5% y
las frecuencias alélicas C: 0,395y G: 0,605. Las frecuencias alélicas de gnomAD genomes
para poblacion mundial es C: 0,439 y G: 0,561 y para la poblacién amerindia fue C: 0,504
y G: 0,496 (Ensembl.org, 2023). No hay informacién en las bases de las frecuencias
genotipicas para TYMS rs2853542.

Las frecuencias en poblacién general chilena de ABCC4 rs9561778, ABCG2 rs22311142 y
TYMS rs45445694 se encuentran en Equilibrio Hardy-Weinberg (EHW). El EHW considera
que las frecuencias alélicas y genotipicas se mantienen constantes de generacion en
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generacion (Rohlfs & Weir, 2008). Esto demostrd que las muestras de poblacion general
cumplen con ser una poblacién representativa de poblacién general chilena para estas

variantes genéticas.

Los genotipos obtenidos en tejido germinal y tumoral son idénticos para los polimorfismos
de ABCG2 y ABCCA4. Las frecuencias genotipicas para ABCC4 fueron GG: 95,56% (43),
GT:2,22% (1) y TT: 2,22% (1) y las frecuencias alélicas G: 0,967 y T: 0,033 para muestras
de paciente con CCR. Solo hay 3 estudios asociados a la variante genética ABCC4
rs9561778 hasta la fecha (Che et al., 2018; Takahashi et al., 2022; Low et al., 2009). No
hay estudios de este polimorfismo en pacientes con CCR ni con cancer sélido. En un estudio
de caso control donde se correlacionaron varios polimorfismos genéticos del gen ABCC4
(entre ellos rs9561778) y la susceptibilidad a la enfermedad de Kawasaki en una poblacién
del sur de China, las frecuencias genotipicas fueron GG: 49,16% (381), GT: 42.84% (332),
TT: 8% (62) (Che et al., 2018). Es dificil la comparacién debido a las caracteristicas de los
pacientes, que presentan enfermedades diferentes, son de etnias distintas y la cantidad de
pacientes es muy alta, comparado con este estudio. Sin embargo, es un avance al ser de
los pocos estudios donde se analiza este polimorfismo en pacientes con CCR en poblacion

chilena.

Las frecuencias genotipicas de ABCG2 rs2231142 en pacientes con CCR fueron GG:
85,96%, GT: 8,77% y TT: 5,26% y las frecuencias alélicas fueron G: 0,903 y T: 0,096. Las
frecuencias obtenidas en este trabajo son muy diferentes comparados con otros estudios.
Por ejemplo, en un estudio con pacientes con cancer gastrico (n = 95) y 141 controles
(pacientes sin cancer) de la poblacién de Belén, en la Amazonia brasilefia la frecuencia
genotipica de GG: 69,9% (65), GT: 26,9% (25) y TT: 3,2% (3) y la frecuencia alélica fue G:
0,8 y T:0,2 (de Castro et al., 2020). En otro estudio de 102 de pacientes de poblacion
mexicana con cancer de mama avanzado, que fueron sometidos a quimioterapia
neoadyuvante de 5-fluorouracilo, doxorrubicina y ciclofosfamida, la frecuencia genotipica
GG: 54,9% y GT: 45,1% y la frecuencia alélica G: 0,775 T: 0,225 (Turijan-Espinoza et al.,
2021). En otro estudio con 108 pacientes chinos donde se investigd la funcion de los
polimorfismos genéticos asociados a la hipoxia (entre ellos ABCG2 rs2231142) en la
prediccion de la respuesta al tratamiento y la sobrevida en pacientes con cancer gastrico
metastasico (CGM) tratados con EOF (oxaliplatino y 5-fluorouracilo combinados con
epirrubicina) como quimioterapia de primera linea, las frecuencias genotipicas fueron GG:

49,4%, GT: 38,2% y TT: 12,4% (Tang et al., 2018). En el estudio de Nichetti et al., 2019, un
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donde se analizaron SNPs que afectan los genes implicados en el transporte de oxaliplatino
a través de la membrana plasmatica de 120 pacientes de Italia con CCRm tratados con
quimioterapia basada en oxaliplatino (FOLFOX, CapeOX y FOLFIRI) las frecuencia
genotipicas fueron mas cercanas a la de este estudio, con GG: 77,5% y GT+TT: 22,5%,
ademas, las frecuencias genotipicas del grupo externo que se utilizé para la validacion de
datos de un centro externo fue GG: 83,8% y GT+TT: 16,2% (Nichetti et al., 2019).

Para la variante de TYMS rs45445694, se encontraron diferencias en muestras tumorales
y no tumorales, presentandose en el primer caso principalmente el genotipo 2R/3R para
casi todas las muestras de pacientes con cancer colorrectal. Las frecuencias genotipicas
para muestras de pacientes con CCR fueron 2R/2R: 3,39%, 2R/3R: 93,22% y 3R/3R:
3,39%. Mientras que las frecuencias alélicas fueron 2R: 0,500 y 3R: 0,500. Comparado
estos resultados con dos estudios siendo el primero, un estudio espafiol donde se evalu6
la asociacién entre polimorfismos como TYMS rs45445694 y reacciones adversas en 239
pacientes con CCR tratados con regimenes basados en capecitabina, las frecuencias
genotipicas y alélicas fueron 2R/2R: 18,4%, 2R/3R: 48,5%, 3R/3R: 33,05%, 2R: 0,42 y 3R:
0,58 (Garcia-Gonzélez et al., 2015). El segundo trabajo corresponde a un estudio
retrospectivo de 63 pacientes con CCR tratados con FOLFOX la frecuencia genotipica fue
3R/3R: 25,4%, 2R/3R: 52,4% y 2R/2R: 22,2% (Castro-Rojas et al., 2017). En ambos
estudios las frecuencias son muy distintas a la de este trabajo, esto puede deberse a que
las muestras de ambos estudios fueron aisladas de sangre, en contraste con la de esta
tesis que fueron muestras tumorales. En Brody et al., 2006 se menciona que el analisis de
muestras no tumorales no suele reflejar el genotipo del tumor. Por otro lado, se analizaron
24 muestras no tumorales de paciente con CCR, donde 11(45,8%) mantuvieron el genotipo
heterocigoto entre las muestras tumorales y no tumorales, 4 (16,7%) presentaron un cambio
de homocigoto 3R en las muestras no tumorales a heterocigoto en la muestra tumoral, 2
(8,3%) presentaron un cambio de homocigoto 2R no tumoral a heterocigoto en las muestras
tumorales, 1 (4,2%) mantuvo el genotipo homocigoto para 3R en ambas muestras, 2 (8,3%)
mantuvieron el genotipo homocigoto 2R para el genotipo homocigoto para 2R, 4 (16,7%)
no pudieron ser comparados debido a que no estaban disponibles las muestras tumorales
de los pacientes. En Castro-Rojas et al., 2017, se analizaron 16 muestras de tumores y
tejidos adyacentes de pacientes con CCR para el analisis de expresion de TYMS,
mostrando una correspondencia del 100%. Sin embargo, en Uchida et al., 2004 y Kawakami

et al., 2002 si se muestran diferencias en los genotipos entre muestras tumorales y de
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tejidos adyacentes en pacientes con CCR. Debido a los resultados obtenidos en este
trabajo, queda la duda si esta variacién entre ambas muestras (tumorales y no tumorales)
afecta la expresion de TS, tanto a nivel de ARNm como en los niveles de proteina, por lo
que se sugiere realizar un analisis que incluya la expresion del ARNm de TYMS. Los datos
sugieren que el numero de copias de TYMS en el tumor de un paciente puede ser una
variable que afecta la capacidad de respuesta al 5-FU (Mandola et al., 2003) pero puede
ser dificil en la metodologia debido a que el nimero de copias no tiene por qué ser uniforme

entre las células de un cancer metastasico.

Para TYMS rs2853542 también se encontraron diferencias entre células germinales y
tumorales, presentandose solamente el genotipo heterocigoto C/G en las muestras
tumorales. En las muestras germinales, las frecuencias genotipicas fueron CC: 9,1%, CG:
18,2% y GG: 72,2%. Similar a lo que pas6 con TYMS rs45445694, se presume que el
andlisis de las muestras de tejido adyacente no suele reflejar el genotipo del tumor (Brody
et al., 2006). Las frecuencias genotipicas fueron muy distintas comparadas con un estudio
con 130 pacientes del norte de Portugal con cancer pulmonar de células no pequefas
(CPCNP) avanzado (etapas llIA, 11IB y IV) tratados con quimioterapia basada en platino.
Las frecuencias genotipicas fueron CC: 14,4%, CG: 80,8% y GG: 4,8% (Lima, 2014). Las
diferencias pueden deberse a la cantidad de pacientes, ademas de que en ese estudio
utilizaron muestras de sangre, lo que seria mas cercano a los resultados de las muestras
de tejido adyacente y no a las tumorales. Sin embargo, hay diferencias también en las
frecuencias genatipicas de las muestras tumorales y las muestras de sangre, esto puede
deberse no solo a la cantidad de pacientes sino también a la poblacion, sin embargo, no
hay informacion en las bases de datos de las frecuencias genotipicas para esta variante

genética.

Con respecto a la relacion de TYMS rs45445694, ABCC4 rs9561778 y ABCG2 rs2231142
con la sobrevida global de pacientes con cancer colorrectal avanzado con terapia basada
en 5-fluorouracilo, en el analisis univariable para la relacién de la sobrevida asociado a la
variante de ABCC4 rs9561778, el modelo que se ajusté mejor fue el dominante (GG vs
GT+TT), el valor del test de log-rank fue 0,039, este test permite comparar la distribucion
del tiempo hasta que ocurre un evento de interés (muerte) en grupos independientes y
comprobar que son distintas (Gad & Rousseaux., 2002). Los dos grupos comparados fueron
pacientes que poseen genotipo GG y pacientes con genotipo GT+TT, dado que log-rank

<0,05, se puede comprobar que ambos grupos comparados son distintos. EI HR es el riesgo
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relativo de que ocurra un evento (en este caso la muerte) de un grupo comparado al otro
(Molina, 2015). Se realiz6 una regresion de Cox, se hizo un andlisis univariable que dando
un valor HR de 6,819 para el modelo dominante para ABCC4, lo que significa que hay
6,819 veces el riesgo de que ocurra el evento. Sin embargo, el p-value: 0,076 indica que
el resultado no es significativo. Esto puede deberse a la cantidad de pacientes incluidos en
los andlisis estadisticos. EI HR es parecido a lo detallado en Takahashi et al., 2022
(GIT+TIT vs. G/G, HR: 6.69, p<0.01) un estudio farmacogendmico observacional con 85
pacientes adultos con neoplasias hematolégicas que recibieron un tratamiento de
acondicionamiento inmunosupresor para facilitar un implante progresivo con menor
morbilidad, con ciclofosfamida, fludarabina e irradiacién corporal total. En este estudio se
realizaron analisis univariables y multivariables de variantes genéticas asociados al

tratamiento farmacologico.

Para ABCG2 rs2231142 el modelo que se ajusté mejor fue el recesivo (GG), el valor del
test de log-rank fue 0,412, el HR: 1,487 y p-value: 0,41. Sin embargo, no es significativo
(debido a la cantidad de pacientes), esto puede provocar diferencias con otros estudios,
como, por ejemplo, en un estudio retrospectivo realizado en la Universidad Médica de China
(Shenyang, China) con 580 pacientes con CCR avanzado confirmado histopatol6gicamente
que recibieron régimen FOLFOX (n = 464) y CapeOX (n = 116). La sobrevida global
asociada al polimorfismo de ABCG2 rs2231142 (log-rank <0,0001) se prolongé
significativamente entre los portadores de GG+GT (Modelo dominante) en comparacion con

aguellos pacientes portadores del genotipo GG (Huang et al., 2022).

En TYMS rs45445694 el modelo que se ajustdé mejor fue el modelo recesivo (3R3R) el test
de log-rank fue 0,44, p-value: 0,454 y HR: 0,4682. El valor de HR muestra que el genotipo
3R/3R, se asociarian con un factor protector, asociandose con una mayor sobrevida del
paciente. Sin embargo, no es significativo (debido a la cantidad de pacientes). Sin embargo,
seria contrario con lo visto en Huang K et al., 2016 donde se analizaron y correlacionaron
genotipos de TYMS y su eficacia quimioterapéutica, demostrando que los genotipos 2R/3R
y 2R/2R se asociaron con una mejor eficacia quimioterapéutica que el genotipo 3R/3R de
TYMS rs45445694.

TYMS rs2853542 no se pudo relacionar con la sobrevida global debido a que en las
muestras de pacientes con CCR, todas presentaron el mismo genotipo. Se podria haber

esperado que la variante G>C mostrara una tendencia a una peor respuesta
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quimioterapéutica con cada copia del alelo G (Meulendijks et al., 2017, Castro-Rojas et al.,
2017). Ademéds, se observé que la presencia de metéstasis hepatica se asocié a una
disminucion de la sobrevida global de los pacientes con CCR, esto se ha visto previamente.

(National Cancer Institute Surveillance, 2021).

Con respecto al analisis multivariable de la relacibn de TYMS rs45445694, ABCC4
rs9561778 y ABCG2 rs2231142 con la sobrevida global de pacientes con cancer colorrectal
avanzado con terapia basada en 5-fluorouracilo. El modelo dio un R2: 0,1555 y un p-value:
0,2554. No hay estudios en Chile ni en el mundo que incluyan modelos multivariables de
todas las variantes genéticas de este trabajo, sin embargo, en Hu et al., 2018 se analiz6
ABCG2 rs2231142 junto a 7 variantes genéticas mas. Este estudio incluydé un andlisis
multivariable de 580 pacientes con CCR, entre ellas ABCG2 rs2231142 donde se evaluaron
correlaciones entre los SNPs y biomarcadores de resultados graves en las Ultimas etapas
del desarrollo del CCR como diferenciacion tumoral de grado 3 (n = 523), estadio clinico IV
(n = 73) y metéstasis en los ganglios linfaticos (n = 557). En este estudio, concluyeron que
portar del genotipo CT/CC de la variante genética de XPA rs10817938, el genotipo GT/TT
de la variante genética ABCG2 rs2231142 y el genotipo CC de la variante genética de
ABCG2 rs2622621 aumentan la sobrevida global en pacientes con diferenciacién tumoral
de grado Il o estadio clinico IV y o estado de ganglio linfatico positivo, en este estudio para
un modelo multivariable, lo que consideraria que el alelo T de ABCG2 rs2231142 tiene un
efecto protector, apoyando el resultado obtenido de este trabajo en donde se consideré que

el alelo G tiene un efecto asociado al riesgo y a la disminucién de la sobrevida global.

Por ultimo, respecto al analisis multivariable de la relacion de TYMS rs45445694, ABCC4
rs9561778, ABCG2 rs2231142 y la presencia de metastasis hepética con la sobrevida
global de pacientes con cancer colorrectal avanzado con terapia basada en 5-fluorouracilo.
El modelo dio R% 0,3291 y p-value: 0,0881. Ambos modelos no alcanzaron la significancia,
sin embargo, el modelo con metastasis hepatica estd mas cerca de ser significativo, debido
a que la metastasis hepatica se asocia con la disminucién en la sobrevida global de forma
significativa incluso en el modelo univariable. En ambos casos no se alcanzaron p-value
significativos, probablemente por la cantidad de pacientes analizados, ya que si nos
basamos en el re-calculo del n muestral obtenido con las frecuencias de la poblacion
general chilena, en donde se indica que se necesita al menos 142 pacientes, y lo

comparamos con el total de pacientes analizados en esta tesis (65 pacientes), nos
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encontramos que solo llegamos a un 46% del n muestral requerido para alcanzar la potencia

y el poder estadistico necesarios para responder la hipétesis planteada.

7. CONCLUSIONES

e Las frecuencias genotipicas y alélicas para las variantes ABCC4 rs9561778 y ABCG2
rs2231142 y TYMS rs2853542 obtenidas fueron similares a las encontradas en
poblaciones amerindias y asiaticas del sur, respectivamente. Casi todas las variantes
genéticas estuvieron en EHW, exceptuando a TYMS rs2853542, lo que sugiere que las
muestras de poblacion general son representativas y libres de sesgos significativos de
seleccion.

e Se observo que la presencia del alelo T de ABCG2 rs2231142, el genotipo GG de
ABCC4 rs9561778 y la presencia del alelo 2R muestran una tendencia a ser factores
de riesgo en relacion con la sobrevida global de pacientes con CCR avanzado. Por otra
parte, la presencia de metastasis hepatica se asocid significativamente con una
disminucién de la sobrevida global en pacientes con CCR.

e Se hallaron diferencias entre las frecuencias genotipicas de las muestras tumorales y
las no tumorales de pacientes con CCR para las variantes TYMS rs45445694 vy
rs2853542. Estas discrepancias pueden sugerir que el andlisis de muestras no
tumorales puede no reflejar completamente el genotipo del tumor para estas variantes
genéticas.

e En vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que en esta tesis no se cumplié
la hipétesis propuesta debido a que los analisis de sobrevida global no alcanzaron
resultados significativos.

e Este estudio proporciona una comprension de las frecuencias genéticas en la poblacién
chilena y su posible asociacién con la sobrevida de pacientes con cancer colorrectal
avanzado. Sin embargo, se sefiala la necesidad de estudios adicionales con muestras
mas grandes para validar y ampliar estos hallazgos. Ademas, destaca la importancia de
comprender la variabilidad genética en pacientes con CCR y su impacto en la respuesta
al tratamiento. Los resultados obtenidos proporcionan una base sélida para
investigaciones futuras sobre la farmacogenémica en el contexto del CCR. La

identificacion de asociaciones entre variantes genéticas especificas y la sobrevida de
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los pacientes sugiere la posibilidad de desarrollar algoritmos farmacogendémicos para
personalizar la dosificacion de medicacion en pacientes con CCR en funcion de sus
perfiles genéticos. Estos avances podrian mejorar significativamente la eficacia y la
seguridad de los tratamientos, abriendo nuevas vias para la atencion clinica mas precisa

y efectiva de los pacientes con CCR.
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9. ANEXO I. CARTA DE APROBACION FONDECYT

Santiago, octubre 07 de 2022

Dr. Luis Quifiones
Investigador Principal

Dpto. de Oncologia

Basico Clinica U. de Chile
Instituto Nacional del Cancer
Presente

Ref.: Proyecto de Investigacion titulado: 'Variaciones genéticas vy epigenéticas como
modificadores de la respuesta clinica después de la quimioterapia en base a 5-
fluorouracilo enpacientes con cancer de colon

Estimado Dr. Quifiones:

Habiendose recibido carta de fecha 26 de septiembre de 2022 por la cual se da respuesta a
lo indicado por este Comité, se adjunta nueva version del proyecto y solicitud de Dispensa
del Consentimiento Informado (versiones 2.0) con las modificaciones solicitadas, las que se
aprueban y se listan a continuacion:

1. Protocolo CQF-EC-02-22, version 2.0, Santiago de Chile, Septiembre de 2022.
2. Anexo II Solicitud de dispensa al Consentimiento Informado al Protocolo CQF EC-02-
22.

Esta aprobacion es valida por un plazo de 12 meses a contar de esta fecha. En caso de
requerir tiempo mas alla de ese plazo, se debera solicitar una extensién del mismo.

El CEI-SSMN solicita al Investigador Responsable presentar un informe final al término del
proyecto.

Sirvase recibir adjunto documento de Consentimiento Informado timbrado, fechado y
firmado por el suscrito.
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Se listan los Integrantes del Comité de Etica de la Investigacion del Servicio de Salud
Metropolitano Norte:

Dr. Juan Jorge Silva Solis

Dr. Marco Clavero Pérez

Dra. Maria de los Angeles Avaria Benaprés

Dra. Katherina Llanos Parra

Dra. Carolina Heresi Venegas

Dr. Roberto Torres Ulloa

Abogada Carolina Carvajal Tadres

E.U. Marla Solari Verdugo

E.U. Alejandra Cura Capurro

A.S. Luis Garcia Hurtado, Representante de la Comunidad

Lo saluda atentamente,

oe+-SSMNORy,
%%mﬂ Asasu ds Bﬂw

Servicio de Salud = '
voottane Y5 JUAN JORGE SILVA SOLIS

PRESIDENTE - CEI-SSMN
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10. ANEXO II. SOLICITUD DE DISPENSA AL CONSENTIMIENTO INFORMADO

SOLICITUD DE DISPENSA AL CONSENTIMIENTO INFORMADO DE
INVESTIGACION

INVESTIGADOR RESPONSABLE: DR LUIS QUINONES SEPULVEDA
INVESTIGADOR PRINCIPAL INC: DRA BETTINA MULLER

PROTOCOLO DE INVESTIGACION CQF-EC-02-22

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

Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética (CQF), Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. Fono: 02-29770741

Instituto Nacional del Cancer (INC), C.R. Oncologia Médica.
VERSION 2.0

Santiago de Chile — Septiembre de 2022

GE\-SSM. NORTG "
%a”ismsg;:]w:m o8 EM

Gio de Salud
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1
Carlos Schachtebeck (ex Las Palmeras) 299 - Quinta Normal - PO Box 70111 - Santiago - Chile

07 oCT 222
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PROTOCOLO CQF-EC-02-22

SOLICITUD DE DISPENSA AL CONSENTIMIENTO
INFORMADO DE INVESTIGACION

I.- IDENTIFICACION DEL ESTUDIO:

INVESTIGADOR RESPONSABLE: DR LUIS QUINONES SEPULVEDA
INVESTIGADOR PRINICPAL INC: DRA BETTINA MULLER

Titulo del Estudio: 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

Fecha de presentacion: Septiembre de 2022

1.- JUSTIFICACION DE LA DISPENSA

Se solicita |a dispensa del Documento de Consentimiento Informado de acuerdo a los siguientes motivos:

La investigacion hara uso de datos sensibles identificables.
NO se necesilara conlaclar a los participantes para oblener informacion adicional
Esta dispensa solo aplica a los pacientes incluides en la cohorte de descubrimiento (estudio
retrospeclivo), y que al momenlo de considerar su inclusion (historia clinica) estén fallecidos.

¢ Elgrupo relrospectivo (cohorte de descubrimiento) incluird pacientes diagnosticados hasta enero de
2020.

Adicionalmente mencionamos que la informacién indicada como datos sensibles seran antecedentes clinicos
recogidos mediante formulario de reportes de casos (CRFs) desde las fichas clinicas de los centros
participantes, sin necesidad de comunicacion con los sujelos para informacion adicional,

Por otra, la metodologia del estudio incluye los analisis moleculares de la biopsia de diagnéstico del tipo
FFPE (3-5 cortes de 10 pm) y que permanecen en el archivo de anatomia-patologica del hospital o centro de
diagndstico del cancer.

CE-SSMNORy
b Servic g
LUIS ABEL Eirmado digitalmenze por LUS { , Metroooitann Nnte
| ABEL QUIRONES SEPULVEDA
(S)EUPISEVI‘;%SA ;‘.;;:: 2022.00.26 22.02:56 / /‘I' 07 ocT 2777
Investigador Principal: Investigador Clinico: .
Dr. B.Q. Luis Quifiones S. PhD Dra. Betlina Muller M
Profesor Titular. U. DE CHILE DOCO. MIthco, NG _—
2

Carlos Schachtebeck {ex Las Palmeras) 299 - Quinta Normal - PO Box 70111 - Santiago - Chile
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11. ANEXO Ill. BUENAS PRACTICAS CLINICAS

Sanliago, octubre de 2022

DECLARACION DE CUMPLIMIENTO DE LAS BUENAS PRACTICAS CLIMICAS.

Este Comité de Elica de la Investigacion del Servicio de Salud Metropolitano Norte, esta
organizado, actua y emite sus dictamenes en pleno acuerdo con la Declaracion de Helsinki
{1964 y sus madificaciones de 1975, 1983, 1980, 1996, 2000 y 2013), con las Normas de la
“Buena Practica Clinica” (GCP) establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
WHO) 1986, la ICH Harmonized Tripartite Guidelines for Good Clinical Practice (1988), por
las Normas Eficas Internacionales para las Investigaciones Biomédicas con sujetos
humanos (Organizacion Panamericana de la Salud) y por el Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS), 1996 y 2002 las Operational Guidelines
for Ethics Committees that Review Biomedical Research (WHO, 2000) y por las
Regulaciones Macionales: MNorma Técnica Numero 57 del 4 DE Junio Del 2001, del
Ministerio de Salud del Gobierno de Chile: Regulacion de la Ejecucion de Ensayos Clinicos
que utilizan Productos Farmacéulicos en Seres Humanos, Ley N° 20120 Sobre la
Investigacion Cientifica en el Ser Humano, su Genoma, y Prohibe la Clonacién Humana y
Ley N® 20 584 sobre Derechos y Deberes de los Pacientes.

GE‘ESM'HDHTE ’
qhw'"’d Asasor e et

Servo 30 SaOR. JUAN JORGE SILVA SOLIS
e et PRESIDENTE - CEI-SSMN



12. ANEXO IV. CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROTOCOLO CQF-EC-002 CODIGO DE PACIENTE:

NFORMADO

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 propésito de solicitar su colaboracion en el proyecto de 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®

OBJETIVO

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

PROCEDIMIENTOS

Su colaboracion en este proyecto consiste en la donacion voluntaria de una muestra sanguinea del
tamaiio de una cucharada de sangre (12-15ml), la cual serd 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 serd utilizada para obtener derivados de la sangre y material genético (ADN) con el objetivo
de estudiar los genes ¥ moléculas relacionados con la respuesta a la quimioterapia en ciancer colorrectal.
Adicionalmente. ¢l proyecto contempla tomar parte del remanente de la biopsia del tumor extraido en
la cirugia para obtener ADN (material genético) v asi estudiar las mutaciones tumorales. Las muestras
serdn procesadas y almacenadas por ¢l Biobanco de Tejidos v Fluidos de la Universidad de Chile de
tal manera que ¢l remanente de sus muestras v 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 v que ayuden a comprender mejor esta enfermedad u otras patologias relacionadas.

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

Para oficializar su colaboracion voluntaria ¢n este estudio, usted deberd llenar una breve ficha clinica
de la investigacion que incluye datos de identificacion personal y médica a la cual sdlo el equipo
investigador y ¢l personal del Biobanco de Tejidos v Fluidos de la Universidad de Chile tendrin acceso.
Iistos datos serin almacenados para ¢ste estudio v también para investigaciones futuras,

Los estudios genéticos de este provecto seran realizados (andlisis de las muestras de ADN v
almacenamicnto transitorio) en el laboratorio de Carcinogénesis Quimica v Farmacogenética (CQF)
de la Facultad de Medicina de Ja Universidad de Chile. ubicado en Carlos Schachtebeck (ex Las
Palmeras) 299 - Quinta Normal,

BRSSO Ry e e st oy sortont - 1 Sooiog0 7 ke I de 4
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PROTOCOLO CQF-1C-002 CODIGO DE PACIENTE:

Es importante que sepa que las futuras investigaciones realizadas no necesariamente tendrin beneficios
para usted y que podria ser necesario re-contactarlo. No se pagara ni se dard otro incentivo por las
muestras que sean entregadas para investigacion. Ademis, es muy importante que sepa que. si no desea
que se utilicen sus muestra ¥ 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 dnica molestia eventual puede ser la aparicion de un pequeiio 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
mis personalizados. con menos reacciones adversas y mas efectivos,

COSTOS

Este estudio no tiene costo alguno para Ud. Todo andlisis o examen propio del proyecto y que no son
necesarias para el estudio o tratamiento habitual de su enfermedad serdn 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 ¢l Biobanco de Tejidos y Fluidos de la Universidad de Chile le garantiza la privacidad, seguridad
¢ integridad de informacion asociada a sus muestras y datos que quedarin almacenados en el Biobanco
para estudios futuros,

La muestra serd almacenada mediante un codigo. el cual no revelard 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 fa forma y formato que el
comité de ética pertinente lo establezca.

Ademis, es necesario extraer datos clinicos relevantes desde su ficha clinica, para esto. su identidad
serid codificada igual que sus muestras sanguineas. Solo ¢l equipo de investigacion v el personal del
Biobanco tendrin acceso a su ficha clinica.

Sus muestras serin almacenadas por un periodo de 5 afos en el laboratorio CQF, bajo la
responsabilidad del Dr, Luis Quiflones Septlveda v serin utilizadas exclusivamente para los fines de
este estudio en caso que no acepte a donar el remanente para ¢l Biobanco. En el caso que acepte que el
remanente de sus muestras v sus datos sean almacenados en el Biobanco de Tejidos y Fluidos. el
almacenamiento seri de forma indelinida o hasta que se agoten, para el caso de la muestras.

QE\-SSM.NQRTEMWrawm)m-mw-msamum;-m 2ded
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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 almacenamicnto de sus mucsteas v datos en el Biobanco, la otencidn de salud no se veri
afectada en ningtin caso.

Ud. tiene el derecho de negarse a perticipar en el estudio o en el Biobanco. También, puede solicitar la
destrugcion de sus muestra biologicas, sin expresar razon ni causa v sin gue esto signifique perjuicio
alguno para usted,

DERECHOS DEL PARTICIPANTE

Si usted requiere cualguier otra informacion sobre su participacion en este estudio puede comunicarse
con ¢l Dr. Luis Quifiones  Sepialveds.  investigador  cientifico  (F: 0990138341, c-mail:
Iquinonecmed.uchilecl) ¥ Dra. Betting Miiller investigador Clinigo (F: 225737251, ¢-mail:
Bentinaemuellered incancer.cl ).

Siusted requiere més informacion sobre su participacion como donante del Biobanco puede
comunicarse con ln Dra, Alicin Colombo, Directora  Cientifica, (F: 229789570, e-mail;
aeolombogiheuch.cly

Moz Exte consentimiento informado prede contener palabras gie asivd no congrenda. Por favor,
consnfte al wdelice respomsable o a caalgica de fox colaborodores, cualguier pralalre o informacion
gue wsted no conmprenda clavamente, ames o duvante of exilio
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PROTOCOLO CQF-EC-002 CODIGO DE PACIENTE:
HOJA DE CONSENTIMIENTO
5| OB YA Iy oRen

Yo _LRUT_

entiendo que mi participacion es completamente voluntaria, puedo elegir no donar datos y muestras, ¥ revocas mi
permiso para gue estos sean empleados, Sioretiro mi autorizacion, mis muestras serdn destruidas, Como
participante del estudio. tengo derecho a hacer preguntas sobre el tipo de investigacion que se estii realizando. Por
lo tanto:

Indique: AsT:ectm o imbitos
' SloNO

Conozco y entiendo el OBIETIVO del estudio.
Conozco y entiendo el OBJETIVO de un Biobanco
Comprendo y acepto los PROCEDIMIENTOS a los cuales debo someterme.

Conozeo los posibles RIESGOS v l;l;.NliFl(‘IOS asociados o mi participacion en este estudio,
Acepto los resguardos sobre la CONFIDENCIALIDAD de mis datos personales, resultados
‘ médicos, amilisis clinicos de laboratorio.
\ Estoy totalmente informado sobre la VOLUNTARIEDAD de mi participacion en este estudio,
y complketamente consciente de la posibilidad de retirarme del estudio si yo asi lo determino,

He sido instruido sobre mi DERECHO a consultar cualguier duda referente al presente estudio
y ¢l DERECHO i retirarme del estudio si vo asi lo determino cuando desee v ¢l DERECHO de
retivar cualquier mucstra biolégica,

Estoy de acuerdo con el uso de Jos datos y muesiras para la investigacion “"VARIACIONES
GENETICAS Y l_-‘.I‘IGF.NF.TICAS COMO MODIFICADORES DE LA RESPUESTA
CLINICA DESPUES DE LA QUIMIOTERAPIA EN BASE A 3-FLUOROURACILO EN
PACIENTES CON CANCER DE COLON".

Estoy de scuerdo con que ¢l remanente de mis muestras sea almacenado en el Bioﬁmco 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 i que ser contactado nuevamente por el Biobanco de tejidos v Fluidos frente a las
situaciones que se consideren necesarias |

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

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

~ RUTyFirma | RUTY Firma Investigador | RUT y Firma Delegado
Voluntario ~ Responsable o Delegado | del Director del Centro

*Esta investigacion fire evalmada v aprobada por ef comité de dtica en investigacion en seres hmanos CEISH e la
Factind de Medicina de fa Cniversidad de Chile. en case de didas sobre sus derechos favar consultar al Foro: + 356 22-
ITRIII6 o via emeil ceishaned wuchile.ct

GE"SSM-NORf"G“W‘"‘“”"“;mm%?””’"5""‘”"""""" 4:lc4
h"'“‘uo«mh””
L] £7 ocT 22 %E‘Q
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13. ANEXO V. FORMULARIO DE REPORTE DE CASOS (CRF)
INSTRUCCIONES DE LLENADO

Registrar TODOS los campos requeridos con lapiz pasta azul. Utilice letra imprenta y legible.

Si la informacién no se encuentra en la ficha clinica de papel o electrénica, indicar No disponible (N/D).
Si la informacién no corresponde responderse, utilice la abreviatura No aplica (N/A).
Si comete un error en el llenado corrija de tachando cruzado, registrar su firma y la fecha dd/mm/aaaa.

ANTECEDENTES DEMOGRAFICOS Y CLINICOS AL INGRESO AL
CENTRO DE TRATAMIENTO

A. IDENTIFICACION DEL CASO, CODIGOS Y RESPONSABLES

Ficha clinica
hosp.
tratamiento

Cod.

Biopsia:

Cad.
Transitorio:

Cod.

NorayBank:

Nombre de quién recoge
los datos

Nombre de quién traspasa a

base de datos

Fecha de recogida de
datos (término):

Fecha de traspaso de datos

(término):

B. ANTECEDENTES CLINICOS AL INGRESO (HOSPITAL DE TRATAMIENTO)

Peso Talla Sexo: F M Etnia: Si No ¢, Cuél?
(Kg): (m):
IMC: SC Grupo sanguineo: Factor RH:
(m?):
C. EXAMEN FiSICO AL INGRESO (HOSPITAL DE TRATAMIENTO)
Cédigo | Sistema Anormal | Normal Observaciones
1 Apariencia general
2 Sistema cardiaco
3 Pulmones
4 Abdomen
5 Extremidades
Signos Pulso (Ipm) Presion diastolica Presion sistélica
vitales (mmHg) (mmHg)
ECOG | 0 I |2 3 | | 5 | ND_ |

Comentarios:
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A. ANTECEDENTES MORBIDOS AL INGRESO (MARQUE CON UNA X)

Fecha de diagnostico:

Polipos digestivos Si No (dd/mm/aaaa)
Poliposis colonica o adenomatosa familiar Si No (F;((j:/hrﬁrtrzis;;:l%r)lostlco:
Colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn Si No (F;((j:/hrﬁrtrzis;;:l%r)lostlco:
Céncer distinto a colorrectal Si No (Fde c(i:/hr:n”(rjs ; &;:g&lr)lOStICOZ
Artritis reumatoide Si No (Fde g;‘;lgs ad &;:g&lr)lOStICOZ
Artrosis Si No (F; 3;‘;;5;;:%3‘08“00:
Sindrome de colon irritable Si No (F;é:?;r?s;;z%r;ostlco:
Hipertension Si No (F;grgr?]?;al:%r)lostlco:
Diabetes Si No (Fggfgrﬁ;;:gr)“’s“”:
Hipercolesterolemia Si No (F;é:?;r?s;;z%r;ostlco:
L - . Fecha de diagndstico:
Insuficiencia renal cronica Si No (dd/mm/aaaa)
. . . Fecha de diagnéstico:
Epilepsia Si No (dd/mm/aaa%)
Cardiopatias Si No (Fde glhrﬁr%?; ;Z%r;ostlco:
. . Fecha de diagnéstico:
Tuberculosis Si No (dd/mm/aaaa)
- . Fecha de diagndstico:
Gastritis Si No (dd/mm/aaaa)
. Fecha de diagndstico:
Otras S No (dd/mm/aaaa)
. Fecha de diagnéstico:
otras S| No (dd/mm/aaaa)
. Fecha de diagndstico:
otras S| No (dd/mm/aaaa)
Habito de droga Si No Desc Frecuencia Duracion
Habito tabaquico Si No Desc Frecuencia Duracion
Habito alcoholico Si No Desc Frecuencia Duracion

Comentarios:
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II.  ANTECEDENTES DE CIRUGIAY ANATOMIA PATOLOGICA

| DATOS DEL DONANTE POSTERIOR A LA CIRUGIA

E. Estadio Clinico

E.1 Presuncion Diagnostica

E.2 Tratamiento previo ~ Si__No
*Si la respuesta es No pasar a la pregunta B1

E.3 Tipo de tratamiento previo __Quimioterapia ___Hormonoterapia
__Radioterapia __Ensayo clinico
__Inmunoterapia __ Otros

E.4 Respuesta al tratamiento previo | __ Sin respuesta ___Respuesta moderada
__Respuesta Leve _Respuesta total

| Respuesta moderada
E.5 Fecha de valoracién respuesta al tratamiento previo (dd/mm/aaaa) / /

| F. Datos de cirugia

F.1 Fecha de cirugia (dd/mm/aaaa)

/ /

F.2 Procedimiento quirargico

Colonoscopia

Cirugia
F.3 Tipo de anestesia
| G. Informe anatomopatolégico
G.1 Diagnostico: G.2 Organo:
G.3 Tumor | Primario | Progresién |
primario/metastasico/recidiva | Metastasico | __Recaida |
local | __Recidiva Local | En transformacion |
| G.4 Tumor primario |
G.4.1.1 Version de clasificacion del
grado histolégico
G.4.1 Grado G.4.1.2 Grado histoldgico primario | _ox | _G2 || _G4 | _Bajo
Histologico | G1 | _G3 | _Alto | oftro
G.4.1.3 Otro grado histolégico
G.4.2
Margenes . G.4.3 Displasia .
guirdrgicos _EIZS|§¥30 asociada (tumor —2'0
(tumor —\eg primario) —
primario)
G.4.4 Grado de displasia asociado (tumor primario)
G.4.5 Necrosis | __Si G.4.6 Infiltracién vascular _Si
(tumor __No sanguinea (tumor primario) __No
primario) ~ ND
G.4.7 __Si G.4.8 Infiltracién perineural __Si
Infiltracion __No (tumor primario) __No
vascular __ND
linfatica
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(tumor
primario)
G.4.9 Tumores | _ Si G.4.10 Tumores metacronicos __Si
sincronicos _ No __No
G.4.11 Tumor __Si G.4.12 Tamafio del tumor
multifocal __No (mm)(tumor primario)
G.4.13. Ubicacion tumor
1ZQ
DER
Observaciones:
G.5 Ganglios
G.5.1Ganglios | _Si _ No
positivos *Si la respuesta es No pasar a pregunta Q.6
Numero de ganglios (Unidad)
G.5.2 Ganglios G.5.3 Extension extranodal __Si
analizados __No
(unidad)
G.5.4 Tipo de __Micrometastasis
metastasis __Macrometastasis
ganglionar __Células tumorales aisladas
__ Oftra:
G.6
Estadificacion
TNM
G.6.1 Version ____TNM- 5°edicion 1997 (UICC/AJCC)
TNM (detallar) ____TNM- 6°edicion 2002 (UICC/AJCC)
____TNM- 7°edicion 2010 (UICC/AJCC)
____TNM- 8°edicion 2017 (UICC/AJCC)
__No se indica en informe
G.6.2 Descriptor | _p | _mT | T _yT *Solo si aplica
TNM
G.6.3T _TX | _TO __Tis __Tis (CDIS) | _ Tis (CLIS __Tis (paget) T __T1 (mic)
lobulillar)
_T1 | _Tib __Tic _ T2 __T2a __T2b _T2c | _T3
a
_ T3 __T3b _ T4 __T4a __T4b _ T4c _ T4d
a
G.6.4N __Nx | _NoO ~_NO(-) | _NO(+) __NO (mol-) _NO(mol+) ~ NO N1
(ns)
__N1( | _Nila __Nib __Nilc _ N2 __N2a _N2b | N3
mi)
N3 | _N3b __N3c
a
G.65M Mx MO M1 Mla |  Mib | Mic ]
TNM
estandarizado
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G.8. MARCADORES MOLECULARES EN FICHA CLINICA

LABORATORIO DE | METODO DE ANALISIS

(e =¥ i s
MARCADOR | SI NO RESULTADO N° Biopsia ANALISIS

G.8.1. NRAS

G.8.2. KRAS

G.8.3. BRAF

G.8.4. HER2

G.8.5. MSI

G.8.6. MLH1

G.8.7. MSH6

G.8.8. MSH2

G.8.9. PMS2
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3. EXAMENES DE LABORATORIO PRE-QUIOMIOTERAPIA

H. Quimica clinica VISITA 1 VISITA 2 VISITA 3 VISITA 4 VISITA 5 VISITA 6 VISITA 7 VISITA 8 VISITA 9 VISITA 10
EXAMEN RANGO / /__ / ) - | | /| ) | ] | ) | ]
(d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) m_d/mm/aaaa) m_d/mm/aaaa) m_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa)
<100 mg/dl
Glucosa
NUS 6-20 mg/dl
0,7-1,2mg/dI
CREA
VFG
i 3,4-7 mg/dI
Acido Urico
0,05-1,1 mg/dl
Bilirribina total
40-129 Ul

Fosfatasas alcalinas

Colesterol total

Triglicerido




<37 Ul

GOT

<41 Ul
GPT

8-61 Ul
GGT

135-225 UI/L
LDH

6,6-8,7 g/dI
Proteinas totales

3,4-4,8 g/dI
Albumina

2,5-3,5 g/dl
Globulinas
) 1,5-3,1
Indice A/IG

8,6-10,2 mg/dl
Calcio

2,7-4,5 mg/dl
Fosforo
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1,6-2,3 mg/dl

Magnesio

135-145 mmol/L
Sodio

3,5-5,3 mmol/L
Potasio

90-109 mmol/l
Cloro
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VISITA

|. Hemograma VISITA1l |VISITA2 |[VISITA3 [VISITA4 VISITAS5 [VISITA6 |VISITA7 |VISITA8 |VISITA9 10
EXAMEN RANGO S/ A Y SR A R A /A (Y A N R R S (Y R N (S Ny R P R R R —
(d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (dT/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa)
41-53%
Hematocrito
13,5-17,5 g/dI
Hemoglobina
4,5-5,9 *10"6
Eritrocitos
85-95 fl
VCM
32-36%
CHCM
27-31 pg
HCM
4-10*10"3mcL
Leucocitos
150-400
Recuento *10”3mcL
plaquetario
VHS
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Carac de eritrocitos normales
Carac de leucocitos normales
Caract de plaquetas normales
0-90

Basofilos

80-360
Eosinofilos
Blastos
Promielocitos
Mielocitos
Juveniles

120-450
Baciliformes
Neutrofilos 2000-6100
segmentados

1000-3100

Linfocitos

160-720
Monocitos
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RAN

V.

4. EXAMENES DE LABORATORIO POST-QUIMIOTERAPIA

J. Quimica clinica VISITA 1 VISITA 2 VISITA 3 VISITA 4 VISITA 5 VISITA 6 VISITA 7 VISITA 8 VISITA 9 VISITA 10
EXAMEN RANGO / /_ / /_ /. /_ /. /_ /. /_ /. /_ /. /_ /. /_ / /_ / /_
(d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa)
<100 mg/dI
Glucosa
NUS 6-20 mg/dl
0,7-1,2mg/dl
CREA
VFG
) 3,4-7 mg/dl
Acido urico
Bilirribina total 0,05-1,1 mg/dl
Fosfatasas alcalinas | 40-129 Ul/I

Colesterol total

Triglicerido
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GOT <37 Ul

GPT <41 Ul

GGT 8-61 Ul

LDH 135-225 UI/L
Proteinas totales 6,6-8,7 g/dI
Albumina 3,4-4,8 g/dI
Globulinas 2,5-3,5 g/dI
indice AIG 1,5-3,1

Calcio 8,6-10,2 mg/dl
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Fosforo 2,7-4,5 mg/dl
Magnesio 1,6-2,3 mg/dl
Sodio 135-145 mmol/L
Potasio 3,5-5,3 mmol/L
Cloro 90-109 mmol/l
K. Hemograma VISITA1 |[VISITA2 ([VISITA3 |VISITA4 VISITAS5 |VISITA6 |VISITA7 |[VISITA8 |VISITA9 |VISITA 10
EXAMEN RANGO SRR A A A P /A (Y Ay A (R Y R [y Ny N (Y S N P R R R —
(d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa) (d_d/mm/aaaa)
41-53%
Hematocrito
13,5-17,5 g/dI
Hemoglobina
4,5-5,9 *10"6
Eritrocitos
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85-95 fl

VCM

32-36%
CHCM

27-31 pg
HCM

4-10*10"3mcL

Leucocitos

150-400
Recuento *10°3mcL
plaquetario
VHS
Carac de normales
eritrocitos
Carac de normales
leucocitos
Caract de normales
plaguetas

0-90

Basofilos
Eosinofilos 80-360
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V. 5. EXAMENES IMAGENOLOGICOS

L. Hallazgo en exadmen

Estado de Patologia H Fecha H Resultado
Tamario _ X__ X mm
tumor
Ubicacion Tercio superior IJ Tercio medio
Tercio inferior |:|
Lateralidad D | NO/E
Compromiso | Higado D Pelvis
(Metastasis):
Linfonodos >1cm |:| Pulmén
L1. Preoquimioterapia /) NUMERO DE Cerebro I:] Hueso
. dd/mm/aaaa | METASTASIS
Tipo:
po Y CAMBIOS [] Rinon
Comentarios (IMPRESION):
Sin evidencia de metastasis |_|
Tamafio X X mm
tumor
Compromiso || Higado —| Pelvis |
(Metastasis) Linfonodos >1cm Pulmon
Cerebro |:] Hueso
|:] Rifi6n
L2. Post-quimioterapia I Comentarios
Tipo: dd/mm/aaaa

Sin evidencia de metastasis |:|




VI.

6. TRATAMIENTO DE QUIMIOTERAPIA PARA CANCER DE COLON

M.1.Tratamientos farmacolégico 1 para Cancer de Colon (Esquemas de quimioterapia) SI O SI PARA IM

Medicamento o terapia

Fecha inicio
dd/mm/aaaa

Fecha término
dd/mm/aaaa

N° de ciclos

|

M.2.Tratamientos farmacolégico 2 para Cancer de Colon (Esquemas de quimioterapia)

Medicamento o terapia

Fechainicio
dd/mm/aaaa

Fecha término
dd/mm/aaaa

N° de ciclos

M.3.Tratamientos farmacolégico para Cancer previo (Esquemas de quimioterapia)

Medicamento o terapia

Fechainicio
dd/mm/aaaa

Fecha término
dd/mm/aaaa

N° de ciclos

M.4.Medicamentos de uso frecuente (previo a primer ciclo de quimioterapia para cancer de colon)

Medicamento

Ruta

Dosis

Frecuencia

Prescrito
(si 0 no)

Indicacion

Tiempo de

uso (dias,
meses, afos)
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M.5.1. Quimioterapia para cancer de colon

Esquema: Ciclo Peso (kg) Talla (m) SC(m?) Edad
(afios) Fecha adm:
- Post
Administrad . Dosis Dosis Dilucién | Dia . Antes QT
0 Farmac ) Frecuencia | Forma | Ruta QT
esquem pacient | volume | adm B 3 4 :
o] (Si/No Si/N
Si/No a € n . ) ( |) o
M.5.2. Quimioterapia para cancer de colon
Esquema: Ciclo Peso (kg) Talla (m) SC(m?) Edad
(afios) Fecha adm:
. Post
Administrad . Dosis Dosis Dilucién | Dia . Antes QT
0 Farmac . Frecuencia | Forma | Ruta QT
esquem | pacient | volume | adm ) 3 4 .
o] (Si/No Si/N
Si/No a e n . ) (Si/No
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Dosis:
19

2.mg
3.ug

4.L

5.mL
6.Ul
7.0tra

8. mg/m2

Frecuencia:

1.QD (una vez al dia)
2.BID (dos veces al dia)
3.TID (tres veces al dia)
4.QID (cuatro veces al dia)
5.QO0D (cada tantos dias)
6.QM (cada mes)

7.QOM (cada tanto meses)
8.QH (cada hora)

9.AC (antes de las comidas)
10.PC (post comidas)
11.PRN (a necesidad)

12. Cada ciclos

13. Otra

Forma de dosis:
1.Tabletas
2.Cépsulas
3.Unguento
4.Supositorio
5.Aerosol
6.Spray
7.Suspension
8.Parche
9.Gas

10.Gel
11.Crema
12.Polvo

13. Solucién

Ruta de administracién:
1.0ral

2.Tépico
3.Subcuténeo
4.Intradermico
5.Transdermico
6.Intraocular
7.Intramuscular
8.Inhalacién
9.Intravenoso
10.Intraperitoneal
11.Nasal
12.Vaginal
13.Rectal

14.0tro
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VIl. 7. EVALUACION DE RESPUESTA TERAPEUTICA

N.Progresién del Cancer de colon

N.1.Metastasis No |:| Fecha _ / /  dd/mm/aaaa
APARECE MESTASIS O
NO Si I:l Lugar
N.2. No I:l
Si Tipo de Tratamiento
PROGRESA O NO I:I | |
PROGRESA | |
Tratamiento Progresion I I
N.3.Mortalidad No |:|
MUERE O NO Si |:| [ Fecha /1 |/ dd/mm/aaaa |
Causas
O. Marcadores tumorales
CEA CA125 CA19-9

FEEE Valor FEBIE Valor Fecha Valor
dd/mm/aaaa dd/mm/aaaa
) ] ]
] ] ]

/| /| /|

/| /| /|
_ I _ ]

/| /| /|

/| /| /|

/| /| /|
] ] ]

/| /| /|

/| /| /|

/| /| /|
_ I _ ]

/| /| /|

/| /| /|

/| /| /|
] ] ]

| | /]

/| /| /|

/| | /|
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P. Evaluacion de volumen tumoral

Volumen
Fecha . p
tumor Comentarios Imagenes
: . dd/mm/aaaa
primario

P. Respuesta terapéutica

Fecha Diagnostico:

Ti Fecha de Respuesta Respuesta Progresion de | Enfermedad Sin
iempo de registro h
seguimiento dd/mm/aaaa parcial completa la enfermedad estable respuesta
6 meses
12 meses
24 meses
36 meses
48 meses
Otro
Otro
P. Evaluacion de sobrevida SEGUN INVESTIGADOR
Tiem.po.de 'r::g;:ig?rge E_stado: EStad(.): ra?fehc?miento sP:grj?Jli(rjnaig:to
sequimiento | yymmiaaaa | V'V° Fallecido | yy/mm/aaaa | (SUNO)
6 meses ] _ I
12 meses ] _ I
24 meses 1 )
36 meses ] _
48 meses ] _
Otro | _
Otro ] I
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P. Registro de eventos adversos.*

Fecha
de
reporte

dd/mm/a
aaa

Cicl

Descripc
ion

del EA

Categoria**

Inicio

Término

Resultado?

Severidad?

Serio

(Si or No)

Esperado

(Si o No)

Tratamiento®

Accién Tomada?*

Atribucién®

# numero correlativo

* Evento adverso: cualquier problema fisico, emocional o del comportamiento, sintomas o efectos colaterales. Se registran

problemas que aparecen o que empeoran.
**\/er categoria en: http://safetyprofiler-ctep.nci.nih.gov/CTC/CTC.aspx , impreso al momento de visita de revisién de

fichas
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Resultado:
0.Fatal
1.Intervencion
2.No
recuperado/no
resuelto
3.Recuperado
con secuelas
4.Recuperado
sin secuelas

5.Recuperandos
elresolviendose

Severidad:
O.Leve
1.Moderado
2.Severo
3.Amenaza la
vida

4.Fatal

# nimero correlativo

Tratamiento:
0.Ninguno
1.Medicacién
2.Tratamiento
sin medicacion

Accioén
tomada:

0.No aplica
1.Ninguno
2.Interrumpido
3.Discontinuado
4.Reduccién de
dosis
5.Incremento de
dosis

Atribucién:
0.No
relacionada
1.Poco probable
2.Posible
3.Probable
4.Definida

* Evento adverso: cualquier problema fisico, emocional o del comportamiento, sintomas o efectos colaterales. Se registran
problemas que aparecen o que empeoran.

**\/er categoria en: http://safetyprofiler-ctep.nci.nih.gov/CTC/CTC.aspx , impreso al momento de visita de revision de

fichas
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