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Resumen

Variantes genéticas en proteinas relacionadas con la farmacocinética de etoposido

y su influencia en la respuesta terapéutica de pacientes con cancer testicular

A pesar que se sabe de la existencia de importantes diferencias interindividuales en
la respuesta a la mayoria de los medicamentos que se utilizan en terapéutica humana, y
que justifica los distintos esquemas posoldgicos utilizados en diferentes poblaciones de
pacientes, todavia no es posible conocer completamente sus causas. Respecto a estas
diferencias interindividuales se sabe que aproximadamente el 99,9% de la secuencia del
ADN de dos individuos diferentes es la misma y que una proporcion significativa de las
diferencias encontradas en los individuos, es decir, sus diferencias fenotipicas y/o
susceptibilidades a ciertas enfermedades, radica en el 0,1% de variacion; a este tipo de
variaciones genéticas se les conoce como polimorfismos genéticos, los cuales representan
diferentes formas en las secuencias de ADN.

En el presente trabajo se analizaron seis polimorfismos de los cuales uno no fue
posible llevar a cabo, de estos cinco polimorfismos restantes, se estudié la frecuencia de
UGT1A1*28 (uno de los cinco mencionados) en un sub-grupo de la poblacion general
chilena, y los mismos cinco polimorfismos anteriores se analizaron en 15 pacientes con
cancer testicular que fueron tratados con el esquema Etopdsido y Cisplatino (EP), mediante
PCR-RFLP, SSCP y tiempo real. Los genotipos fueron estudiados en relacion a toxicidad y
efectividad en los pacientes con objeto de evaluar la respuesta terapéutica a la
quimioterapia. Junto a esto, se analiz6 el perfil de toxicidad del esquema especifico EP y
se evalub la existencia de relacién entre genotipo y reaccién adversa mediante chi-
cuadrado. Finalmente, se realizé una comparacién de toxicidad entre los esquemas EP y
PEB (Etopésido, Cisplatino y Bleomicina) que corresponden a quince y diecinueve
pacientes respectivamente.

El estudio fue realizado considerando todas las normativas éticas y clinicas
aplicables, incluyendo las Buenas Practicas Clinicas, la Ley de deberes y derechos de los
pacientes vy la Declaracion de Helsinki. De acuerdo a lo anterior, los voluntarios de la
poblacion general y los pacientes debieron firmar un consentimiento informado de acuerdo
al protocolo aprobado por los comités de ética del Servicio de Salud Metropolitano Norte
(SSMN) y de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.



Los resultados mostraron que la poblacién chilena posee semejanza a la poblacion
espafola o alemana en cuanto a frecuencias para el alelo (TA)7(31%) y (TA)s (68,9%). Estos
valores son considerablemente diferentes comparado con poblacién asiatica.

En cuanto a la eficacia del tratamiento, todos los pacientes presentaron buena
respuesta al tratamiento, a excepcion de tres casos con DHL alta y uno con B-HCG alta en
que costo llegar a valores clinicamente aceptables. S6lo un paciente presenté recidivas,
diagnosticado con seminoma clasico, y que habia sido sometido a cuatro ciclos de
guimioterapia con buena respuesta y marcadores tumorales dentro de rangos normales,
para el que finalmente se decidié realizar cuatro ciclos de cisplatino, vinblastina e
ifosfamida.

La toxicidad del tratamiento Etopdsido y Cisplatino (EP) mostré que las reacciones
adversas (RAMs) mas frecuentes fueron los vomitos, nauseas, neutropenia y anemia. Estas
tltimas dos RAMSs junto con la leucopenia, linfocitopenia, trombocitopenia y toxicidad
hematoldgica dejan de manifiesto a las reacciones de tipo hematolégicas como las de
mayor consideracién tanto en frecuencia como en gravedad. En este respecto se encontro
que el grado de nausea que puede presentar un paciente se relaciona con el genotipo
presente para el alelo MDR1 3435.

Finalmente en la comparaciéon del esquema EP vs PEB se observo que el esquema
EP resulta ser mas propenso a producir diarrea, cefalea, alopecia y reacciones
dermatoldgicas que el esquema PEB. Por otra parte, el esquema EP presenté menor
ocurrencia de efectos adversos tales como anemia, leucopenia, linfocitopenia, neutropenia,
neutropenia febril, neurotoxicidad y trombocitopenia que el esquema PEB.

En conclusion se observd que no existe asociacion estadisticamente significativa
entre el grado de las reacciones adversas analizadas y los polimorfismos CYP3A4*1B,
CY3A5*3, UGT1A1*28 y MDR1 3435, a excepcion de nauseas que se observé se
encontraron asociadas con MDR1 3435. Este estudio resulta una investigacion preliminar
para establecer la necesidad de aumentar el nimero de pacientes analizados para estudios

futuros con el fin de apreciar relaciones que pudieran haber sido mas sutiles.



Summary

Genetic variants in related proteins with etoposide pharmacokinetics and its influence

in therapeutic response to patients with testicular cancer.
Despite to know the existence of important interindividual differences, in response to the
drugs used in human therapeutic, the ones that justify different posologic schemes used in
different patients, it is not yet possible to completely understand the causes of this.
Regarding these interindividual differences, it is know that about 99,9% of the DNA
sequence of two different individuals; a significant proportion of the found differences come
from phenotype and/or susceptibilities to certain diseases. This variation lies in 0, 1%, known
as genetic polymorphisms, which represents different shapes in the DNA sequence.

In this investigation, there were six polymorphisms analyzed, one of them was not
possible to carry out. From the remaining five polymorphisms, the frequency of UGT1A1l *
28 was analyzed in a sub-group of the Chilean population. These five polymorphisms were
analyzed in 15 patients with testicular cancer, who were treated with etoposide and cisplatin
scheme (EP), using PCR-RFLP, SSCP in real time. The genotypes were studied in relation
to toxicity and effectiveness in patients in order to assess the therapeutic response to
chemotherapy. Alongside this, the toxicity profile of the specific scheme EP is analyzed and
the existence of relationship between genotype and adverse reaction was assessed using
chi-square. Finally, a comparison of toxicity between EP and PEB schemes (etoposide,
cisplatin and bleomycin) corresponding to fifteen and nineteen patients was performed,
respectively.

The study was conducted considering all applicable ethical standards and clinics,
including Good Clinical Practices, the duties and rights of patients and the Declaration of
Helsinki. In relation to the last, the volunteers from the general population and patients had
to sign a consent form approved by the ethical committee from the North Metropolitan Health
Service (SSMN) and the Medicine Faculty, University of Chile.

The results showed that the Chilean population has resemblance to Spanish or
German population regarding frequencies for allele (TA) 7 (31%) and (TA) 6 (68.9%). These
values are significantly different compared to Asian population.

As for the effectiveness of treatment, all patients had good response to treatment, except
for three cases with high DHL and one high B-HCG in which cost reach clinically acceptable
values. Only one patient had recurrences diagnosed with classic seminoma, and had been

subjected to four cycles of chemotherapy with good response and tumor markers within
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normal ranges, for which finally decided to four cycles of cisplatin, vinblastine and
ifosfamide.

Treatment toxicity Etoposide and Cisplatin (EP) showed that the most common
adverse reactions (ADRs) were: vomiting, nausea, neutropenia and anemia. These last two
RAMs with leukopenia, lymphocytopenia, thrombocytopenia and hematologic toxicity leave
apparent hematological reactions, such as further consideration both in frequency and
severity. In this regard, it was found that the degree of nausea that a patient may present is
related to the present MDR1 genotype for the 3435 allele.

Finally, in comparison to EP scheme PEB it was observed that EP scheme is more
likely to produce: diarrhea, headache, alopecia and skin reactions scheme PEB. Moreover,
the EP scheme had lower occurrence of adverse effects such as anemia, leukopenia,
lymphopenia, neutropenia, febrile neutropenia, thrombocytopenia, neurotoxicity that
scheme PEB.

In conclusion, it was found that there is no statistically significant association
between the degree of adverse reactions analyzed and CYP3A4 * 1B, CY3A5 * 3, UGT1Al
* 28 and MDR1 3435 polymorphisms, except for nausea which was observed were found
associated with MDR1 3435. This study is a preliminary investigation to establish the need
to increase the number of patients analyzed for future studies in order to assess

relationships that may have been more subtle.
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1 Introduccion

El cancer testicular es una de las neoplasias sélidas curables con mayor morbilidad
en pacientes jévenes laboralmente activos y por ende, constituye un importante problema
de Salud Publica. En Chile, esta patologia se encuentra actualmente cubierta por el
programa de Garantias Explicitas en Salud (GES), del Ministerio de Salud (Ministerio de
salud, 2010).

Los intentos por mejorar la supervivencia en esta patologia son resultado de la
combinacién de técnicas de diagnéstico eficaces, buenos marcadores tumorales,
regimenes quimio-terapéuticos con multidrogas y modificaciones en la técnica quirdrgica
que han conducido a una disminucién de la mortalidad de méas del 50% antes de 1970 a
menos de 5% en 1997 (Schwaner et al., 2005).

Dentro del objetivo por disminuir esta mortalidad se ha investigado con el fin de
controlar las dosis quimioterapéuticas segun requisitos individuales, es decir, a controlar la
eficacia terapéutica y la posible toxicidad de los medicamentos. Para ello se decidi6 en el
presente trabajo abordar este analisis desde el punto de vista de la farmacogendmica con
el fin de caracterizar polimorfismos de determinados genes y correlacionarlos con los
resultados del tratamiento para asi predecir la respuesta terapéutica.

Como herramienta molecular de analisis para esta investigacion las técnicas se
utilizaron basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa con el objetivo de caracterizar
los polimorfismos ABCC3-211C>T, CYP3A4*1B, CYP3A5*3, MDR13435, MDR1236 y
UGT1A1*28 en casos (pacientes con quimioterapia Etopdsido y Cisplatino) y controles.
Junto con esto, se realizo la revision de fichas clinicas para obtener el registro de toxicidad
a la terapia y compararlo con el perfil genético obtenido del grupo respectivo.

Por otra parte, y para conseguir el objetivo anterior se realizé adicionalmente la
determinacién de frecuencia genotipica y alélica para el polimorfismo UGT1A1*28 en

poblacién chilena, no realizada hasta entonces para esta misma.
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2 Marco tebrico

En Chile el cancer testicular afecta con mayor frecuencia a hombres entre los 15y
35 afos (Feldman, Bosl, Sheinfeld, & Motzer, 2008; Jemal et al., 2007.) con una tasa de
incidencia de 7,9 por cien mil varones con variaciones geogréficas significativas y su

frecuencia de mortalidad es el triple que en el resto del mundo.

Tabla 1. Clasificacion histologica para cancer testicular segun Dixon y Moore.

| Seminoma 30-40% de los casos
Il Carcinoma A

Embrionario
Il Teratoma, adulto

IV Tumor del saco ~ 50-60% de todos los casos (no seminoma)
Vitelino
VI Mixto

/
Fuente: Guia clinica Cancer de Testiculo en personas de 15 afios y mas, Ministerio
de Salud,Gobierno de Chile 2010.

Mas del 90% de los tumores cancerosos de testiculo se presentan en células
especiales llamadas células germinales, las cuales producen los espermatozoides. Los dos
tipos principales de tumores de las células germinales en los hombres son:

- Seminomas
- No seminomas

Estos dos tipos ocurren aproximadamente en una frecuencia similar. Muchos
canceres de testiculo contienen células no seminomas y células seminomas. Estos tumores
con células germinales mixtas se tratan como no seminomas debido a que crecen y se
propagan como tales (American Cancer Society, 2015).

A modo general, el cancer testicular usualmente se encuentra cuando una persona
presenta sintomas (hinchazén del testiculo, irritacion o crecimiento de los senos, pubertad
temprana en varones). También, puede descubrirse como resultado de pruebas que se
realizan debido a otra afeccion. A menudo, el siguiente paso consiste en el examen fisico y
derivacién al urdlogo en caso de sospecha fundada (Ministerio de Salud, 2010).
Posteriormente, el especialista procede a la confirmacion diagnoéstica, para la cual se toman
examenes de marcadores tumorales (lactato deshidrogenasa, alfafetoproteinas, hormona
gonadotrofina corionica subunidad B), en caso necesario, ecotomografia testicular y/u otras

ecotomografias. Si el resultado de esos exdmenes es positivo se procede a intervencion
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quirdrgica (orquiectomia radical, linfoadenectomia lumboadrtica, reseccion quirdrgica segun
localizacién), luego se realiza histologia positiva para tumor germinal gonadal o
extragonadal para completar etapificacion y derivar a centro autorizado para tratamiento
con quimioterapia. (Ministerio de Salud, 2010)

A continuacion, en las ilustraciones 1y 2, se presentan los algoritmos de tratamiento

de cancer testicular para seminoma y no seminoma post-intervencién quirargica en ambos

casos.
CIRUGIA
| Noc seminoma |
o
apa Etapa Il — 1l
(Alto, mediano y bajo riesgo)
v
Observacion estricta
o Quimiocterapia
Linfadenectomia 1° Linea
Retroperitoneal
Lumboadrtica
o
Quimioterapia / l
|Segu1mlento I‘ Remision Remision | ErogreS|on|
Completa Parcial
T |
<2cm =2 cm "
Cirugia Quimioterapia
(LALA — pulmon) 2° Linea
Cancer testicular - |< | Anatomia patoldgica |
.
IQuimioterapia|<—| Cancer Testicular +| | Evaluacion I
A A

<— Remision | Progresion I

Completa l

llustracion 1. Algoritmo de tratamiento para cancer testicular de tipo no seminoma.

Fuente: Guia clinica cancer de testiculo en personas de 15 afios y mas, 2010, Ministerio de
salud, Gobierno de Chile. LALA: Linfadenectomia lumboadrtica laparoscopica.
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Cirugia

y
I gmlnoma I

A

I—-1lA 1B HC -1
|Radioterapia | | Quimioterapia |

/

Remision Remision Progresion

Completa Parcial l

/ 4 e
|Segu1mlenfo| [CALA — Pulmaon] Quimioterapia 2*°

| Anatomia patolégica]

-) / (5
\

| Cancer testicular|

Seminoma No seminoma
Radioterapia Quimioterapia 3%

+

Progresion [— 5| Paliacion

llustracion 2. Algoritmo de tratamiento para cancer testicular de tipo seminoma.

Fuente: Guia clinica cancer de testiculo en personas de 15 afios y mas, 2010, Ministerio de
salud, Gobierno de Chile.). LALA: Linfadenectomia lumboadrtica laparoscopica.
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2.1 Tratamiento del cancer testicular

El tratamiento de esta patologia depende del tipo (seminoma o0 ho seminoma). Sin

embargo, el procedimiento de regla estandar es la orquiectomia radical por via inguinal con
ligadura de corddn alta. Posterior a esto se procede al tratamiento diferencial segun tipo y

estadio (determinado con tomografia computarizada) que se describe a continuacion:

2.1.1 Seminoma

Estadio I.
Después de orquiectomia, en no mas de 3-4 semanas, los pacientes son tratados
con radioterapia conformacional. En caso de contraindicacion a radioterapia se

aplica quimioterapia, con un ciclo de carboplatino.

Estadio Il A/ 1l B (masas ganglionares < 4 cms).

Después de orguiectomia y en no mas de 3-4 semanas, los pacientes son tratados
con radioterapia conformacional.

En casos de contraindicacion a la radioterapia, se hara quimioterapia:

- 3 ciclos PEB (Etoposido + Cisplatino + Bleomicina) o

- 4 ciclos EP (Etoposido + Cisplatino)

Etapa Il B (Masas ganglionares > 4cms), etapa Il C y etapa Ill.

La decisién del esquema de quimioterapia esta basado en el riesgo del paciente de
acuerdo a la Clasificacion de Consenso Internacional para tumores germinales,
descrita previamente:

-Riesgo Bajo: 3 PEB 0 4 EP

-Riesgo Intermedio: 4 PEB

Antes del inicio de la quimioterapia (en no mas de 3 - 4 semanas post cirugia) se

deben realizar los siguientes examenes:

1. Electrolitos plasmaticos 5. Hemograma

2. LDH total 6. Clearence

3. Gonadotrofina coriénica 7. Marcadores tumorales
4. Alfafetoproteinas
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2.1.2

Luego se evalla los pacientes en la mitad de los ciclos programados. El 100% de

los pacientes se hospitaliza durante el tratamiento con quimioterapia.

No Seminoma (NS)

Etapa |

Para los tumores germinales no seminomatosos, tanto de alto como bajo riesgo, la
opcion recomendada es la quimioterapia. Sin olvidar que existen las opciones de
linfadenectomia lumboadrtica laparoscépica (LALA) y observacion, que en todos los
casos sera planteada al paciente y tomada en conjunto. So6lo se puede evaluar la
observacion en los pacientes de Bajo Riesgo histoldégico en los centros que
aseguren control médico, examenes de laboratorio y radiografia de térax (AP/
Lateral) mensual y TC de abdomen y pelvis cada dos meses por los dos primeros
afos; si estas condiciones no son factibles de cumplir, la mejor opcion terapéutica
es quimioterapia adyuvante. En casos que la biopsia testicular muestre predominio

de teratoma la mejor opcion es LALA.

Etapas Il y I

En enfermedad avanzada (estadios Il y IIl)

Riesgo Bajo: 3 ciclos PEB.

Riesgo Intermedio y Alto: 4 ciclos de PEB y en casos de contraindicacion a
Bleomicina se recomienda 4 ciclos VIP (etopésido o vinblastina mas ifosfamida y

cisplatino). (llustracién N°3).

BAJO RIESGO ALTO RIESGO
sin Invasién Linfovascular sin Invasién Linfovascular

[ OBSERVACION J [ QT PEB‘2ciclosJ [ LALA ] [ PEB" 2 ciclos ] [ OBSERVACION J [ LALA ]

RECAIDA
QUIMIOTERAPIA
SEGUN RIESGO

llustracion 3. Estadios Il y 1ll, enfermedad avanzada, tratamiento a seguir.

Fuente: Guia clinica cancer de testiculo en personas de 15 afios y mas, 2010, Ministerio
de salud, Gobierno de Chile.). LALA: Linfadenectomia lumboadrtica laparoscoépica; QT
PEB: quimioterapia etoposido, cisplatino y bleomicina.
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2.2 Quimioterapia

La quimioterapia estandar para tumores de células germinales metastésico de bajo
riesgo (seminomas y no seminomas) se basa en 3 ciclos de BEP (etopdésido + cisplatino +
bleomicina), pero se han realizado estudios que han evaluado la utilidad de bleomicina
debido a la neumonitis que ésta induce (Vaughn, 2007)

En un estudio realizado por el Memorial Sloan Ketterign Cancer Center (MSKCC) se
analizé retrospectivamente el seguimiento a largo plazo de 289 pacientes con tumor de
células germinales metastasico de bajo riesgo, establecidé una supervivencia a los 5 afos
del 96% y una respuesta completa del 98% de los pacientes con 4 ciclos EP, con lo cual 4
ciclos de EP se consideran una alternativa a los 3 ciclos de PEB (Vaughn, 2007) para evitar
los efectos adversos de bleomicina.

El tratamiento a elegir se determina segun los pro y contra para cada paciente, esto
es tomando en cuenta los factores de riesgo de neumonitis (edad superior a 40 afios,
disfuncion renal, enfermedad pulmonar de base, consumo de tabaco y dosis acumulativa
de bleomicina) que determinarian preferir sélo terapia EP.

De acuerdo con los argumentos anteriormente sefialados, en el presente trabajo se
incluyen solo a aquellos pacientes que hayan sido sometidos a terapia EP (etopdsido +
cisplatino). Por una parte, el utilizar pacientes sin bleomicina permitio definir de manera mas
limpia los potenciales efectos adversos del medicamento etopésido, al eliminar un
interferente de analisis. Por otra parte, debido a que no existe tratamiento solamente con
etopdsido debido a la baja eficacia del mismo, ello es ciertamente una limitante para las

conclusiones del estudio.

2.3 Etopdsido

Etopdsido es un derivado semisintético aislado de las raices secas y rizomas de las
plantas Podophyllum peltatum y Podophyllum emodi, inhibidor de la topoisomerasa Il
dependiente del ciclo celular y fase especifico (afecta principalmente fase S y Gz). Su
principal efecto es la ruptura de las hebras de DNA mediante inhibicion de la topoisomerasa
II'y formacion de especies reactivas a oxigeno (Drugbank, 2016).

Etopdsido se encuentra dentro del arsenal de primera linea para el tratamiento de
TCa (cancer testicular) segun la histologia y riesgo que exista. Se utiliza en ciclos en

conjunto con Bleomicina y Cisplatino.
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Etopdsido posee una farmacocinética erratica, estrecho rango terapéutico, ademas
la dosis debe ser individualizada para cada paciente. Sus pardmetros farmacocinéticos
varian y puede presentar una cinética de dos compartimentos y en algunos casos de tres
(Shirazi et al., 2001). Su vida media de eliminacion esta entre 5y 10 horas, posee un 97%
de uniébn a proteinas por lo que es necesario controlar interacciones por posibles
desplazamientos de farmaco; el peak de concentracidon plasmatica se alcanza dentro de 1-
1,5 hrs y su biodisponibilidad es del 50%. El clearance de etopésido es de 33-48 ml/min en
administracion IV y posee un rango de excrecion urinaria de etopdésido inalterado de 30-
40%. (Kawashiro, 1998). Las enzimas que lo metabolizan son CYP3A4/5 (citocromo P-450
3A4 y 3A5) de fase |, GSTs (glutation S-transferasas) y UGT1Al (UDP-Glucuronil
transferasa 1A1) de fase Il. Toda variante polimérfica en cualquiera de estas enzimas
contribuye a la respuesta hepatoclinica frente a etopésido (Yang et al., 2009).

La 3"-demetilacién es la principal via de metabolizacién de etopdsido mediada por
CYP3A4 generando 3-hidroxietopdsido (etopdsido catecol), lo cual es comprobado por la
significativa correlacion entre los valores individuales de Vmaxy Km para la 3"-desmetilacién
y testosterona 6B-hidroxilacion (substrato marcador para CYP3A4) en microsomas
hepaticos (Kawashiro et al., 1998). Luego el etopdsido catecol se somete a secuenciales
oxidaciones mediante oxidasas para formar una semiquinonay luego un residuo de quinona
(Zhuo et al, 2004). Estos metabolitos tienen similar potencia para inhibir la topoisomerasa
Il'y son mas reactivos oxidativamente que el compuesto original. (Pharmgkb, 2001 - 2016).

La conjugacion con glutation y con glucurénido inactiva los metabolitos y a la
molécula parental mediante las enzimas GSTT1, GSTP1 y UGT1A1l, respectivamente. El
eflujo de estos compuestos conjugados 0 no conjugados se realiza mediante los
transportadores ABCC1, ABCC3 y ABCBL, lo que representa un mecanismo de resistencia
a drogas (ilustracién 4) (Pharmgkb, 2001 - 2016).
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Etoposido glucurénido

AB(.C30
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Membrana celular

llustracion 4. Vias metabolicas de Etopdsido.

ABCCa3, transportador de membrana.
Etopdsido a etoposido catecol es mediado principalmente por CYP3A4 y en menor medida

CYP3A5

A continuacion se describen las principales caracteristicas de las proteinas que

afectan la farmacocinética de etopdsido (Enzimas metabolizantes).

20



24 CYP 3A4y CYP3AS5

CYP1Al, CYP3A4/5 y CYP2B6 son las isoenzimas P450 que metabolizan la
mayoria de los agentes antineoplasicos y son, ademas, altamente polimérficas. (Cavalli &
Hirata, 2001)

CYP3A4, CYP3A5 y CYP3A7 residen en una region de 231-kb del cromosoma
7021.1. La variacion genética de CYP3A contribuye de manera importante a la variabilidad
inter-individual en el metabolismo de drogas. Al respecto, se ha sugerido que mas del 60%
de la variabilidad en la actividad de CYP3A4 debe tener como causa algun componente
genético. El polimorfismo de CYP3A4 mas prevalente es CYP3A4*1B, de baja frecuencia
en poblacién caucasica (menor al 1%) (Lazalde, 2012). Este polimorfismo se produce por
una transicion A>G en la posicion -293 en el sitio de inicio transcripcional, Su frecuencia
alélica en hispanos, europeos y africanos es de 0,023, 0,04 y 0,02 (Yousef et al., 2012),
respectivamente. En Chile el grupo de trabajo donde se realiz6 esta tesis ha reportado una
frecuencia alélica de 0,06 (Roco et al., 2012).

Segun los datos anteriores CYP3A4*1B es un polimorfismo de baja frecuencia
alélica. A pesar de ello, este polimorfismo se considera relevante debido a que se ha
encontrado asociado con una baja capacidad metabdlica de CYP3A4 producto de una
reduccién de la expresién de CYP3A4. Ello ocurre debido a que la variante disminuye la
afinidad de unién al factor de transcripcién, resultando en baja actividad transcripcional y
por tanto baja actividad enzimética. (Yousef et al., 2012)

Por su parte, CYP3A5 es expresado de una manera polimérfica en el 10-29% de
higados adultos (Yousef et al., 2012). Varios estudios muestran que diversas variantes
polimérficas en CYP3AS5 tienen un efecto funcional en la actividad de la enzima. El
polimorfismo CYP3A5*3 existe en el intron 3 de CYP3A5, generando un sitio de empalme
gue conduce a la inclusién de un nuevo exon y finalmente a un prematuro codén de término
gue conduce eventualmente a muy baja cantidad de proteina CYP3A5.

El alelo CYP3A5 6986A>G (CYP3A5*3) esta asociado con disminuido clearance de
drogas tales como simvastatina, lovastatina, midazolam, ciclosporina y tacrolimus (Yousef
et al., 2012). Este polimorfismo presenta una frecuencia alélica en poblacion caucésica por
sobre el 81% (0,94 en europeos, 0,917 en alemanes, 0,813 en franceses). En Chile la

frecuencia observada es de 0,76 (Roco et al., 2012).
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25 UGT1Al

Esta enzima de fase Il del metabolismo de xenobibticos, posee alrededor de 60
polimorfismos conocidos del gen UGT1Al. Dentro de éstos, el mas estudiado es el
polimorfismo UGT1A1*28, el cual posee una frecuencia estimada de un 15% de
homocigotos (Margozzini et al., 2013a) y una frecuencia alélica de 0,368 (National Center
for Biotechnology, 2016a). La variante se produce por una insercion timina-adenina (TA)
repetida en el promotor, y estaria asociada con la actividad enzimética de manera inversa
a la longitud de la repeticion. Este polimorfismo afecta la caja TATA rio arriba del gen
UGT1A1, que es responsable de la union del factor de transcripcion general 11D el cual
participa en la iniciacién de la transcripcion. Al respecto, se ha observado que individuos
homocigotos con 7 repeticiones TA ((TA)7, 0 UGT1A1*28) tienen un 70% de reduccién en
la expresion genética de UGT1A1 comparado con aquellos que poseen el alelo (TA)s. Por
lo tanto, se cree que el alelo UGT1A1*28 explicaria sobre el 40% de la variabilidad in vitro
de la actividad enzimatica de UGT1AL(Perera et al, 2008).

2.6 Proteina de Resistencia Multiple a Drogas (MDR1 o ABCB1)

La Glicoproteina-P (P-gp) es producto del gen de Multi-resistencia a Drogas (MDR-
1 o ABCB1 ATP-binding cassette 1), que constituye una gran familia de proteinas que
transportan gran variedad de compuestos enddgenos y exégenos a través de la membrana
en contra de la gradiente de concentracibn mediante la utilizacion de ATP. Por lo tanto,
reducen la carga de sustancias potencialmente dafinas en el cuerpo, causando resistencia
a las drogas. La familia ABC esta compuesta por subfamilias, las cuales son ABCB1
(MDR1/glicoproteina-P de la subfamilia ABCB), subfamilia ABCC (MRPs), y ABCG2 (BCRP
de subfamilia ABCG), y que son expresados en varios 6rganos (Lagas et al., 2009)

La proteina de ABCB1 (MDR1 o P-gp), se encuentra en el epitelio del intestino,
higado, rifién, barrera hemato-encefalica, testiculos, placenta y pulmones. La ciclosporina
es un sustrato de ABCBL1 por lo que P-gp intestinal puede ser responsable de la reducida
absorcién de diversos farmacos en el intestino (Sakaeda et al, 2003).

El polimorfismo silente 3435C>T (rs1045642) produce un cambio del nucleétido de
citosina a timina el cual corresponde a un cambio sinénimo, es decir que no lleva a cambios
en la secuencia aminoacidica de la proteina, sin embargo, puede reducir la estabilidad del
ARNmM de ABCBL en la célula hepética, como también cambiar el doblamiento de la proteina

y su actividad (Shastry, 2009). El homocigoto para el alelo T ha resultado en una reduccion
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de dos veces de la expresion de P-gp en el estbmago (Hoffmeyer et al., 2000). Las
frecuencias alélicas en una poblacién serbia fueron de 0,53 para timina y 0,47 para citosina,
siendo el homocigoto el genotipo de mayor frecuencia. (Milojkovic et al., 2011).

Otro polimorfismo silente del gen MDR1 es el 1236 C>T (exén 12, Gly 412 Gly), que
estaria asociado con un desequilibrio parecido al que genera 3435C>T y por lo tanto,
también influenciaria la funcién de P-gp. Su frecuencia alélica en poblacién serbia fue de
0,54 para citosina y 0,46 para timina, presentandose en mayor frecuencia el genotipo
homocigoto (0,61) (Milojkovic et al., 2011). Para poblacion europea fue de 0,523 Cy 0,477
T, presentandose el genotipo heterocigoto C/T en mayor frecuencia; para poblacion
afroamericana las frecuencias fueron de 0,864 C y 0,136 T con un genotipo homocigoto
C/C como el de mayor frecuencia.

En Chile no se conoce la frecuencia de la poblacién sana para estos polimorfismos
pero una tesis de grado reciente en el laboratorio de carcinogénesis quimica y
farmacogenética (CQF), encontré una frecuencia alélica de 0,50 para la variante 1236 C>T,
de 0,43 para el alelo raro del polimorfismo 3435C>T y de 0,44 para el alelo raro de 2677
G>T/A en un grupo de pacientes de trasplante renal (Stephania Contreras, 2015, datos no

publicados).

2.7 MRP-3 (ABCC3)

Esta proteina pertenece al grupo de transportadores de drogas del tipo (ABC) tales
como la P-glicoproteina (P-gp o ABCB1) y otras proteinas de resistencia a multiples drogas
(MRP y ABCC?2). Corresponden a bombas de eflujo con un amplio solapamiento de
substratos. P-gp y ABCC2 estan en la membrana apical de barreras epiteliales del riidn,
barrera sanguinea testicular, placentaria y cerebral, intestino y membrana canalicular de
hepatocitos. ABCC3 esta en la membrana basolateral de las células epiteliales del rifion,
intestino y membrana sinusoidal de hepatocitos, sus tipicos sustratos son glutation,
glucurdnido, conjugados sulfato y sales biliares, los cuales serian bombeados al torrente
sanguineo (Sasaki et al., 2011)

Estos transportadores afectarian entonces la farmacocinética de etoposido
glucurénido (el principal metabolito de etopdsido) (Lagas et al., 2009). Sin embargo, el
mecanismo responsable de esta variabilidad aun no es dilucidado (Sasaki et al., 2011).

El polimorfismo ABCC3 -211C>T es el mas conocido y relevante de esta proteina.

Se encuentra asociado con disminuida expresion de ARNm ABCC3, por lo que afectaria la
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farmacocinética de etopdsido (Zou et al., 2013) y seria responsable de alterada respuesta
a terapia antitumoral especialmente en pacientes tratados con etopdésido y drogas a base
de platino (Sasaki et al., 2011). Se han descrito frecuencias alélicas de 0,058 y 0,227 en
europeos y afroamericanos, respectivamente para el alelo raro (T) (National Center for
Biotechnology, 2016b). En Chile no existen estudios respecto de este polimorfismo.

Diferencias sustanciales en los pacientes tanto en la respuesta clinica como en la
toxicidad son comunes en distintos esquemas quimioterapéuticos contra el cancer; en la
clinica aln hay pocas estrategias de monitoreo de drogas que sean logisticamente factibles.
Por otra parte, la rapidez con que evoluciona el campo de la farmacogenética, mantiene la
promesa de asistir la evaluacion de dosis y regimenes de tratamiento individualizados
segun el paciente. Muchos son los polimorfismos de nucle6tido simple que se han
descubierto en genes que estarian involucrados en la regulacién del metabolismo de drogas
y pocos son los estudios que establezcan una relacion entre genotipo, eficacia y seguridad
del esquema quimioterapéutico. Es por esto, que en la presente memoria se plantea la

siguiente hipotesis.
3 Hipotesis

Variantes genéticas de los transportadores MDR1 y MRP3, y las enzimas de
biotransformaciéon CYP3A4/5 y UGT1A1 influencian la respuesta clinica al tratamiento

(eficacia y seguridad) con etop6sido en pacientes con cancer testicular.

4  Objetivo general

Estudiar la asociacion entre las variantes genéticas 3435C>T de ABCB1, -
211C>T de ABCC3, CYP3A4*1B, CYP3A5*3 y UGT1A1*28, y la respuesta terapéutica
(eficacia y toxicidad) en pacientes con cancer testicular (CaT) sometidos a terapia EP
(Etopésido + Cisplatino).
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4.1 Objetivos especificos

1. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes polimérficas de
ABCB1 1236>C/T (rs1128503), ABCB1 3435>C/T (rs1045642), ABCC3 -211C/T
(rs4793665), CYP3A4*1B (rs2740574), CYP3A5*3 (rs776746) y UGT1A1*28
(rs8175347), en pacientes con cancer testicular.

2. Implementar la técnica PCR-SSCP y posterior tincién con nitrato de plata para
genotipificar UGT1A1*28, metodologia considerada “gold standard” para su
determinacioén, y compararla con la técnica PCR tiempo-real para el gen
mencionado

3. Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de UGT1A1*28, MDR1 3435,
CYP3A4*1B, CYP3A5*3 en poblacion general.

4. Implementar la técnica PCR-SSCP y posterior tincion con nitrato de plata para
genotipificar UGT1A1*28, metodologia considerada “gold standard” para su
determinacioén, y compararla con la técnica basada en PCR-tiempo real,

5. ldentificar variables clinicas asociadas con la toxicidad en pacientes con cancer
testicular, sometidos a quimioterapia con etopdsido (hemograma, acido drico,
trastornos del metabolismo, diarrea-electrolitos, transaminasas).

6. ldentificar variables clinicas relacionadas con la eficacia del tratamiento en
pacientes con cancer testicular sometidos a quimioterapia con etopdsido (recidivas,
marcadores tumorales y examenes de imagenologia).

7. Evaluar si existe asociacion entre los diferentes genotipos y la respuesta clinica
(eficacia y seguridad) a la quimioterapia con Etopdsido.

8. Comparar los perfiles de toxicidad de los esquemas quimioterapéutico etopdsido-

cisplatino vs bleomicina-etoposido-cisplatino,
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5 Materiales y Métodos

5.1 Materiales

Para la extraccion de sangre periférica se utilizaron tubos con EDTA como
anticoagulante (BD vacutainer, EE.UU.). Para la purificacion del DNA se utilizd un sistema
comercial de purificacion de DNA gendmico de sangre periférica (High Pure PCR Template
Preparation Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).

Para las reacciones de PCRs se utilizaron partidores especificos para la
amplificacion del fragmento génico requerido (sintetizados por Invitrogen, Brasil), PCR
Water (Bioline, Taunton, MA, EE.UU), dNTP Mix 100 mM (mezcla de dATP, dTTP, dGTP y
dCTP) (Bioline, Taunton, MA, EE.UU), DNA polimerasa Taq recombinante (Biotools,
Madrid, Espafia) con tampdn de reaccién 10X (Tris-HCI 200 mM (pH 8), KCI 500 mM), MgCl.
500 mM.

5.2 Pacientes

Este estudio se realiz6 en pacientes con cancer testicular del Instituto Nacional del
Céancer y del Hospital San Juan de Dios, bajo la supervision de las Dras. Berta Cerda y
Karina Pefia, respectivamente, Jefas de las Unidades de Oncologia.

El grupo en estudio se caracteriz6 demograficamente en cuanto a: edad, estatura
y peso. Clinicamente considerando las siguientes variables: histologia del cancer:
seminoma, no seminoma, germinoma extragonadal, y terapéuticamente en cuanto a tipo de

guimioterapia: PE (etopésido + cisplatino).

Teniendo en cuenta las anteriores caracteristicas se establecieron los siguientes
criterios de inclusion y exclusion para el presente estudio:
Criterios de Inclusion: Pacientes de 15 afios y mas con cancer testicular del tipo seminona
0 no seminoma, en etapa | — Il, con parametros hepaticos y renales normales, apellidos
hispanoamericanos que hayan recibido quimioterapia con Etop6sido y Cisplatino (EP).
Criterios de exclusién: Pacientes que hayan sido sometidos al protocolo de quimioterapia
con bleomicina, etopoésido y cisplatino (BEP) o presentan patologia descompensada, multi-

sistémica u otros canceres activos y/o rechazo del paciente a la terapia.
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5.3 Aspectos Eticos

El protocolo de este estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Evaluacion
Etico Cientifico de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y cuenta con la
autorizacion del Comité de Etica (CEEC) del Servicio de Salud Metropolitano Norte (SSMN),
en el marco del proyecto Fondecyt en el que se desarrolld esta tesis. Sin perjuicio de lo
anterior, el trabajo de tesis ha sido sometido a modo de protocolo especifico al CEEC del
SSMN.

En todos los procedimientos se han respetado rigurosamente las normativas
nacionales e internacionales, que incluyen la Ley 20.120 que versa sobre la investigacion
cientifica en el ser humano y su genoma, las buenas practicas clinica (GCP) y la Ley de
derechos y deberes del paciente (Ley 20.584).

5.4 Extraccion del ADN

Se aisl6 el ADN mediante un sistema comercial de purificacion de ADN gendmico
(kit Blood genomic DNA Extraction mini kit, ADN Favorgen®), se utilizaron 3 mL de sangre
periférica (colectada en EDTA como anticoagulante) para realizar posteriormente el

procedimiento de PCR-RFLP para el estudio de los polimorfismos propuestos.

5.5 Genotipificacion de MDR1 3435 C>T

Se llevé a cabo mediante una adaptacion del método propuesto por Samar et al.
(2002) en el cual se amplifica un fragmento de 231 pb del exdn 26, que contiene un cambio
de nucledtido en la posicion 3435 de citosina a timina. La reaccion se realizé en un volumen
total de 22 uL compuesto por 2 uL de DNA, 0,25 pL de cada partidor, 0,4uL de DNA
Polimerasa y 2,5 uL tamp6n 10x, 2,5 L dNTP, 3 uL de MgCl. y 11,1 pL de agua.

Los patrones de corte fueron visualizados en un transluminador UV (Vilbert-Loumart,
Deutschland, Alemania), estos son: para el genotipo homocigoto silvestre (C/C) se obtiene
un patron de restriccion bandas de 163 y 68 pb; para el genotipo heterocigoto (C/T), bandas
de 231, 163 y 68 pb, y para el genotipo homocigoto mutado (T/T), bandas de 231 pb

(ilustracién 5).
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llustracion 5. Patron de corte, polimorfismo MDR1 3435.

Enzima de restriccion: Sau3Al

5.6 Genotipificacion de MDR1 1236 C>T

Se realiz6 una adaptacioén de la técnica descrita por Youssef et al, (2013), reaccion
en cadena de la polimerasa con fragmentos de restriccibn de longitud polimérfica. El
fragmento amplificado es de 370pb y los patrones de corte son los siguientes: para el
genotipo homocigoto silvestre (C/C) se obtiene un patrén de restriccion de bandas de 272,
63 y 35 pb; para el genotipo heterocigoto (C/T), bandas de 272, 98, 63 y 35 pb, y para el
genotipo homocigoto mutado (T/T), bandas de 272 y 98 pb.

Posteriormente el producto PCR fue sometido a digestion con 0,5uL de enzima
BsuRI (Haelll), 9,5uL de agua nanopura y 1uL de Buffer R por 2 horas a 37°C. Finalmente

los fragmentos fueron sometidos a electroforesis en poliacrilamida al 18%.

wt/wt het mut/mut
272
98
63
35

llustracion 6. Patron de corte, polimorfismo MDR1 1236.

Enzima de restriccion: Haell
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5.7 Genotipificaciéon de CYP3A4*1B, CYP3A5*3 y ABCC3 -211C/T

Estos polimorfismos fueron analizados segun el protocolo de analisis RT-PCR con
Sondas TagMan® (TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays for basic and clinical
research). El cual es un ensayo de genotipificacion realizado por Applied Biosystems para
enzimas del metabolismo de drogas basado en la reaccién en cadena de la polimerasa
clasica, en donde la deteccion de los productos amplificados se realiza con reporteros
fluorescentes especificos, cuya transferencia de energia del reportero fluorescente hacia el
aceptor (quencher) es mediante hidrolisis entre la sonda y su secuencia blanco. Posterior
a la deteccion de la amplificacion en tiempo real y captura de la fluorescencia de cada
muestra se analizan los resultados con el software del equipo el cual genera una serie de
graficas de amplificacion (progreso de la reaccién) y curva de melting (especificidad de la

reaccion) (Sensorn et al., 2013).

e
e
e
-
£

ek

(c) Homocigoto mutado (d) Control negativo

llustracion 7. Ejemplo de curvas obtenidas por PCR tiempo real para andlisis genotipico
con sondas tagman.
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5.8 Genotipificacién de UGT1A1*28

La genotipificacion fue realizada por adaptacion de la técnica PCR-SSCP
(polimorfismos de conformacién de cadena simple) de acuerdo al método de Bogataj,
(2009). Para este analisis se realizé la amplificacién del promotor mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (partidores Forward: TGA AATTCCAGCCAGTTCAA y Reverse:
AGAGGTTCGCCCTCTCCTAC). El andlisis SSCP se realiz6 luego de la amplificacion en
donde el producto PCR (2uL) se mezcld con solucién (5uL) formamida 95%, EDTA 20mM
y azul de bromofenol 0,05% para favorecer el proceso de denaturado. La mezcla fue
calentada a 95-97°C por 3 minutos y luego inmediatamente transferida al hielo. El volumen
total fue cargado en gel de poliacrilamida 12%. La electroforesis fue corrida en una camara
BioRad Mini-PROTEAN Il a 20W por 3 horas.

El proceso de tincion con plata se llevé a cabo por adaptacion del método descrito
por Bassam et al (1991) en donde se siguié la secuencia de fijacidbn con acido acético,
lavado con agua, impregnacion con nitrato de plata, lavado con agua, revelado con
formaldehido y detencion de la reaccion de reduccién con &cido acético.

El genotipo se determiné segun la posicion de las bandas de las muestras relativo
al estandar que indica la presencia de genotipo homocigoto silvestre UGT1Al *1/*1 (TA
6/6), un heterocigoto UGT1A1 *28/*1 0 UGT1A1 *1/*28 (TA 6/7) o un homocigoto polimorfico
UGT1A1*28/*28 (TA 7/7).

6/7 6/7 61 6/6 7/7 6)6

llustracion 8. Patron de bandas para UGT1A1*28 mediante PCR-SSCP.
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Paralelamente también se genotipific6 UGT1A1*28 mediante PCR-tiempo real con
Sondas TagMan®. La presencia del alelo UGT1A1*28 (TA)7 se determiné indirectamente
analizando la variante rs6742078 (G>T) ubicada en el intron 1 del gen UGT1Al, que se
encuentra en fuerte desequilibrio de unién (r> = 0,88) con las variantes (TA)e/(TA)-.

La técnica se estandarizo evaluando las cantidades de reactivos tanto de sonda,
master mix y ADN con muestras de genotipo ya conocido llegando a los siguientes
volumenes:

Tabla 2. Estandarizacion de PCR-RT para UGT1A1*28.

Reactivo Volumen para7,35 pL por pocillo | Volumen para 10 uL por pocillo
Master Mix 2X | 3,672 L 5,0 uL
Sonda 20X 0,367 pL 0,5 pL
ADN (30ng) 3,31 UL 4,5 uL

Las curvas obtenidas segun estos volumenes para treinta nano-gramos de una sola

muestra de genotipo conocido fueron:

a) Curva para 10 yL de mezcla para reaccion por pocillo, en esta se logra un ciclo
umbral (Ct) de 28, lo cual es indicativo de abundante acido nucleico en la muestra
(reaccidn positiva).

e
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Cycles

llustracion 9. Curva para 10 microlitros por pocillo para UGT1A1*28.

b)

Curva para 7,35 pL de mezcla para reaccion por pocillo, en esta el Ct es de 32, valor

gue es indicativo de moderada cantidad de &cido nucleico en la muestra.
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Fluoresoence (dR)

llustracion 10. Curva para 7,35 microlitros por pocillo para UGT1A1*28.

Se decidié entonces por el protocolo de 10 pL por pocillo ya que se obtiene el valor
de Ct 6ptimo que ha sido evaluado por el proveedor y permite estar seguro que ocurre la

unién entre el ADN y la sonda TagMan®.
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Tabla 3. Comparacién técnica PCR-SSCP y Tiempo Real.

Reactivos

PCR - SSCP

PCR - RT

PCR 25 pL

ADN gendmico 5 pL (100ng)

Master mix 2X, 5uL

Buffer NH4 1X

Sonda 20X, 0,5uL

0,2mM c/u deoxirribonucleoétido

ADN 30 ng, 4,5uL

2 mM MgCl,

0,42 uM c/u Primers

0,6 U Amplitaq

S.D para amplicon (5uL)

*Formamida 95%

*Azul de bromofenol 0,05%

*NaOH 20 mM

*EDTA 20 mM

Calentar 97°C, 3 min

Transferir a hielo (inmediato)

Tincion EtOH 10%, 20 min. |  -e—--
H2O, 2 min,3veces | = -

Impregnado *AgNO3z (1g/L) | -
*1,5mI HCOH 37% x litro 30 min | -

Revelado *Na.CO3;(30g/L) | ===

*1,5m|I HCOH 37% x litro 30 min

*NaS03 x 5H20 (2mg/L), 2 min

Detencion reduccién

Acido acético 10%, 5 min

Numero de muestras

24

Horas trabajo

5

Equipos

Termociclador y cAmara

electroforética

Termociclador, Detector
de fluorescencia,

hardware y software

S.D = solucién desnaturalizante

Min = minutos

Numero de muestras, es el madximo de muestras que se pueden obtener por experimento.
*Los reactivos son mezclados en cada paso.
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Comparando ambas técnicas se aprecia a primera vista el mayor rendimiento en
namero de muestras genotipificadas que posee el método PCR- tiempo real (metodologia
TagMan®) y menor tiempo en horas para obtenerlas. La PCR-tiempo real se basa en
mezclar solo tres reactivos, el master mix que contiene los componentes de una PCR
normal y un fluoréforo como estandar interno, la sonda de hidrélisis que contiene los primers
(oligonucleodtidos) de 20 pb aproximadamente marcados con fluoréforos que son activados
mediante la accidén exonucleasa de la ADN polimerasa al trabajar en cada ciclo de PCR; y
finalmente el ADN gendmico. En contraste, el método SSCP supone una ardua labor al

requerir muchos pasos y bafios para el proceso de tincién con nitrato de plata.

Sin embargo, abordando ambas técnicas desde el punto de vista de sensibilidad,
la metodologia Tagman depende de valor de Cty la eficacia de reaccién (a mayor eficacia
de reaccioén el valor Ct ocurre en un ciclo de PCR mas temprano), por su parte el valor de
Ct dependera de la cantidad de ADN, que para los analisis realizados en el presente trabajo
fue de 20 — 40 ng de ADN. Por su parte, la sensibilidad para el método SSCP esta dada por
mas pasos limitantes, pero en particular el proceso de tincibn con nitrato de plata es
considerado el mas sensible (limite de deteccion 1,5 pg/mm? (Bassam et al., 1991))
pudiendo detectar diferencias de hasta un nucleétido entre amplicones de 100 a 500 pares
de bases (Gasser et al., 2006). Esto le ha llevado al método de tincion por nitrato de plata
a ser el estdndar de oro para genotipificar las repeticiones de la caja (TA) del gen UGT1Al
gue van de cinco a ocho repeticiones posibles. Esto Ultimo permite considerar a la técnica
SSCP para la deteccién de mutaciones que impliquen a mas de un solo nucle6tido, mientras

que el sistema de sondas de hidrélisis TagMan es Util solo para SNPs.

5.9 Evaluacion de la Respuesta Clinica

La respuesta a la terapia fue evaluada de acuerdo a la carga tumoral (marcadores
tumorales, nodos linfaticos de gran tamafio, enfermedad extrapulmonar), caracteristicas
histologicas del tumor primario, niveles iniciales de alfa fetoproteina, hormona gonadotrofina
coriénica y lactato deshidrogenasa en suero. (Piva et al, 1985). Por tanto, de acuerdo a
esos parametros y sus valores aceptados como normales dentro de la terapia se
establecera una “respuesta optima”.

La respuesta terapéutica Optima al tratamiento serd la resolucion de las

anormalidades bioquimicas.
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5.10 Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales de utilidad clinica para estos tumores son la AFP (a-feto
proteina), B-hCG (Hormona gonadotrofina corionica fraccion beta) y DHL (Lactato
deshidrogenasa) ya que tienen interés de cara al diagnéstico y prondstico de la enfermedad.
De esta manera en tumores no seminomas se encuentran incrementadas las
concentraciones séricas de AFP preoperatoria (>10 kU/L) o B-HCG (>5 U/L) en el 57% de
los estadios | y en el 80% de los casos de enfermedad metastasica (Campuzano, 2010). En
el 30% de los seminomas se presenta una concentracion elevada de B-hCG durante la
evolucién de la enfermedad. Finalmente en pacientes con enfermedad metastasica se
recomienda determinar la DHL como marcador de destruccion tisular, sin embargo, esta es
un marcador menos especifico y su concentracién es proporcional al volumen tumoral. Su
concentracion puede estar elevada en el 80% de los casos de cancer de testiculo avanzado.
Se debe destacar que las concentraciones negativas de marcadores no descartan el
diagndstico de un tumor de células germinativas (Albers et al., 2010).

Por otra parte, en los casos en que los marcadores tumorales estan altos, el andlisis
de sus valores séricos post-operatorios permite evaluar la eficacia de la reseccion tumoral,
ya que la vida media de la AFP es de 4-6 dias y la de la B-hCG es de uno o dos dias
(Campuzano, 2010). Estos marcadores post-operatorios (que deberian haber disminuido)
son importantes para la posterior clasificacion de riesgo.

Al momento de aplicar la quimioterapia estos mismos marcadores deberian estar
disminuidos o normales atribuyéndose un significado adverso al caso contrario. Entonces
para efectos del presente trabajo se tomaron valores de AFP, 3-Hcg y DHL segun estudios
realizados en pacientes con quimioterapia en base a etopésido y cisplatino con el fin de

establecer una respuesta completa al tratamiento. (Mezvrishvili & Managadze, 2006)

5.11 Plan de Andlisis Bioestadistico

El objetivo general de este estudio fue evaluar si existe una asociacion entre la
presencia de variates polimorficas de diferentes genes y la respuesta terapéutica y de
seguridad. La respuesta toxica y de eficacia son variables que se trabajaron en forma
dicotdmica, es decir presencia o ausencia de estos eventos. Se describe el plan de analisis

estadistico:
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En primer lugar se describié cada variable, (tanto las de respuesta y explicativas)
con estadistica descriptiva de posicion y dispersion para el caso de variables continuas y
con estadisticas de frecuencia para el caso de variables cualitativas. Las asociaciones entre
las variables explicativas y de respuesta se hicieron en primer lugar en forma bi-variada y
posteriormente en forma multivariada. El riesgo de tener el evento en caso de variables
dicotdomicas fué evaluado con el estimador del riesgo relativo “Odds Ratio” a través del uso
de regresion logistica simple y multiple. En el caso de variables de efecto continuas, se
utilizé regresion lineal y el efecto en la respuesta fue evaluado por el cambio en los
coeficientes de regresion por unidad de cambio en las variables predictoras, a nivel lineal

y/o maltiple segun corresponda.

Como el objetivo consistié en evaluar si la presencia de las variantes genotipicas
son factores de riesgo para las respuestas ya definidas, el tamafio de muestra se calcul6
considerando la estructura del modelo de regresion logistica simple a usar. En general, el
tamafio de muestra para un andlisis de este tipo esta dado por la siguiente formula, [n = 10
* (k + 1)] o lo que es lo mismo, en términos generales, el tamafio de muestra serd unas diez

veces el numero de variables independientes a estimar mas uno (Freeman, 1987).

Si asumimos 3-4 variables explicativas, se espera tener a lo menos un n de 30-40
individuos. Para este estudio se cuenta con alrededor de 30 pacientes sometidos a
guimioterapia EP, por lo que ello clasifica el estudio como un andlisis exploratorio (Freeman,
1987).

Por su parte, el analisis estadistico para evaluar asociacion en cada tabla de
contingencia para la busqueda de relacion entre efecto adverso segun el grado y los
genotipos se realiz6 mediante el estadistico Chi-cuadrado, en donde:

Z(t'.r _nij) t _ ni*.n*j
B if
1 7 con N

tj = valor de la frecuencia que tedricamente se observaria si las variables genotipo

=2

P4 2
i=l j=

J

y grado de reaccién adversa fueran independientes.
n; = frecuencia marginal para el genotipo
n« = frecuencia marginal para el grado de reaccion adversa.
N = numero total de pacientes que presentaron la reaccion adversa independiente

del grado.
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La frecuencia marginal es la sumatoria de cada genotipo y grado de reaccion
adversa por separado.

Obtenido el valor de la ecuacién para chi-cuadrado (observado), se compara este
valor con el que esta tabulado en la tabla de chi-cuadrado para un nivel de confianza de
(genotipos — 1) x (grados de reaccion adversa — 1) grados de libertad. Si este valor
observado es mayor al obtenido en la tabla de chi-cuadrado, se puede asumir con
determinado nivel de confianza que las diferencias entre las frecuencias observadas y

tedricas son muy elevadas, y por ende existe dependencia entre las variables analizadas.
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6 Resultados

6.1 Genotipos y frecuencias alélicas de UGT1A1*28, MDR1 3435, CYP3A4*1B,
CYP3A5*3 en poblacién general

La poblacion en estudio consistido en voluntarios sanos hombres y mujeres, de la
Region Metropolitana de Chile, reclutados por el laboratorio CQF de la Universidad de Chile
durante el afio 2012 a diciembre de 2015. La composicién genética descrita para esta region
es de un 40,55% origen Americano, 54,91% origen Europeo y 4,53% de origen africano

(Fuentes et al., 2014)

Tabla 4. Caracteristicas del grupo en estudio poblacion general (voluntarios sanos).

Caracteristicas
Muestra total 224
Mujeres (%) 78 (34,8%)
Hombres (%) 146 (65,2%)
Edad (afios) 27,7 £8,01
+D.E
IMC (kg/m?) + 25,7 + 3,59
D.E.

D.E. Desviacion estandar

6.1.1 Determinacion de frecuencia genotipicay alélica del polimorfismo

UGT1A1*28 en la poblacién de estudio.

Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron obtenidas por conteo directo de los
genotipos obtenidos. En la Tabla N°5 se muestra la distribucién genotipica de la muestra
de poblacién general, en donde se analiz6 a 224 voluntarios de los cuales 78 son mujeres
y 146 son hombres
Tabla 5. Frecuencias genotipica y alélica para UGT1A1*28 en poblacion estudio.

Genotipo Alelo Frecuencia

(TA)e (TA), Genotipica Alélica
(TA)es 214 | 0,477 (TA) (TA)7
(TA)err 95 95 0,424 0,689 0,310
(TA7z | - 44 0,098
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Equilibrio Hardy-Weinberg:

Para determinar si la presencia de los polimorfismos estudiados se distribuye en la
poblacion chilena sana de acuerdo al equilibro de Hardy-Weinberg, se sumaron
directamente las cantidades de alelos silvestres (G 6 wt) y/o alelos mutados (A) y se

reemplazaron en la siguiente ecuacion:

p*+2pg+q° =(p+q)° =1

Donde p esigual a (TA)s y q es igual a (TA);. Si la ecuacion se cumple, es decir, el
cuadrado de los binomios de las frecuencias alélicas es uno y si los genotipos (TA)ess, (TA)srr
y (TA)7z7 se encuentran en una relacion p2: 2pqg: g2, se considera que los alelos se
encuentran en equilibrio genético. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla N°6.

Tabla 6. Test de chi-cuadrado para equilibrio Hardy-Weinberg, voluntarios sanos
UGT1A1*28.

Genotipo GG (p?) GA (2pq) AA (g?) TOTAL
N° Observado 107 95 22 224
N° Esperado 106,17 95,64 21,50 223,21
Calculo de x? 0,006488 0,004282 0,01162 0,0223

Para evaluar la significancia de estos resultados se aplica el test de chi cuadrado con
1 grado de libertad (3 genotipos — 2 alelos) y un valor P de 0,05 con lo que el valor chi
cuadrado critico es de 3,841. El valor chi cuadrado observado en la poblacion analizada es
de 0,0223, con lo cual se acepta la hip6tesis nula y se puede decir que los resultados
observados son independientes de los tedricos y por consiguiente se cumple el equilibrio
Hardy-Weinberg (la muestra de voluntarios analizados es representativa para la poblacion

en estudio).

6.1.2 Determinacion de frecuencia genotipicay alélica de los polimorfismos MDR1

3435, CYP3A4*1B y CYP3A5*3 en la poblacién de estudio.

Junto con el polimorfismo anteriormente analizado en poblaciéon chilena, se
seleccionaron 35 pacientes voluntarios sanos para analizar el polimorfismo MDR1 3435 y
dos grupos de 68 pacientes voluntarios sanos para analizar CYP3A4*1B y CYP3A5*3
respectivamente, con el fin de obtener un analisis genético mas completo de la poblacién

chilena.
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Tabla 7. Frecuencia genotipica de los voluntarios sanos analizados para los polimorfismos
MDR1 3435, CYP3A4*1B y CYP3A5*3.

Polimorfismo Frecuencia Genotipica Frecuencia Genotipica Chi-
Observada Tedrica cuadrado
MDR1 3435 18 (CC) | 15(CT) 2(TT) |18(CC) | 15(CT) | 2(TT) 0
(51,4%) | (42,8%) (5,7%)
CYP3A4*1B |61 (AA) 7 (AG) 0(GG) | 61 (AA) | 7 (AG) 0 (GG) 0
(89,7%) | (10,3%) (0%)
CYP3A5*3 4 (AA) | 22(AG) | 42 (GG) | 3(AA) | 23 (AG) | 21 (GG) 0,237
(5,9%) | (32,4%) | (61,7%)

MDR1 3435 (C = alelo silvestre, T= alelo mutado), CYP3A4*1B (A = alelo silvestre, G =
alelo mutado), CYP3A5*3 (A=alelo silvestre, G= alelo mutado).

Para comprobar la representatividad de la muestra se us6 el test de chi-cuadrado al

igual que con UGT1A1*28, con un grado de libertad y un valor P de 0,05, se obtuvo un valor

chi-cuadrado observado menor a su valor critico, con lo cual se asume que la muestra es

representativa para la poblacién en estudio.

Con los resultados de frecuencia genotipica anteriores, se procedié al calculo de

frecuencia alélica para cada polimorfismo presentados en la tabla 8.

Tabla 8. Frecuencia alélica de los voluntarios sanos analizados para los polimorfismos
MDR1 3435, CYP3A4*1B y CYP3A5*3.

Polimorfismo Frecuencia Alélica

MDR1 3435 72,8% C 27,1% T
CYP3A4*1B 94,9% A 51% G
CYP3A5*3 22,1% T 77,9% C

MDR1 3435 (C = alelo silvestre, T = alelo mutado), CYP3A4*1B (A = alelo silvestre, G =
alelo mutado), CYP3A5*3 (T=alelo silvestre, C= alelo mutado).
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6.2 Respuesta terapéutica (eficaciay toxicidad) en pacientes con cancer testicular
(CaT) sometidos a terapia EP (Etopdsido + Cisplatino).

6.2.1 Poblacién en estudio

En el presente trabajo se han logrado reclutar quince pacientes desde el Instituto
Nacional del Cancer y Hospital San Juan de Dios, tratados con el esquema de cuatro ciclos
Etopodsido y cisplatino. La edad promedio alcanzé los 38 afios con un rango entre 18 y 63
afos de edad; en cuanto a histologia, 14 de los pacientes fueron seminoma clasico y uno
no seminoma. Este protocolo de quimioterapia (EP) es altamente infrecuente, con una tasa
de ingreso de alrederor de 10 pacientes al afio a dicho esquema de tratamiento. La mayoria

de los pacientes son sometidos al esquema BEP (bleomicina + etopésido + cisplatino).

6.2.2 Evaluacion de la Eficacia terapéutica

Se establecié un punto base segun el estado inicial del grupo de pacientes. Para
eso se tomaron en cuenta los valores de marcadores tumorales, también se tomé nota de
las fechas en que empezaron el tratamiento y fechas de controles hasta donde fue factible
y habia registro. A partir de ese “estado basal’ se analizé la terapia en funcién de los
parametros antes citados y se definié6 como respuesta completa la mantencion de estos
mismos en valores normales y la ausencia de recidivas (Mezvrishvili & Managadze, 2006).

Los rangos de marcadores tumorales considerados para este analisis fueron:

AFP ng/ml

Valor anormal > 15

Valor medio elevado 6,5
Rango encontrado  15-47,3

B-hCG U/L

Valor anormal >5

Valor medio elevado 17,1
Rango elevado 5,8-42.8
DHL U/L

Valor anormal > 200

Valor medio elevado 306
Rango elevado 250 — 358

Fuente: (Mezvrishvili & Managadze, 2006)
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Las caracteristicas de los pacientes y marcadores tumorales post-tratamiento son listadas
en la tabla N°11.

Tabla 9. Caracteristicas de los pacientes con terapia
EP.

Caracteristicas

Edad (afios)

Media 38
Rango 18-63

n %
Histologia
Seminoma 14 93
No seminoma 1 7

(Carcinoma embrionario)

Marcadores tumorales anormales

AFP (>15ng/ml) 0 0
B-hCG 2 13
DHL 3 20

Todos los pacientes incluidos en este estudio presentaron respuesta Optima al
tratamiento, cabe mencionar la presencia de DHL alta en 3 pacientes las cuales
disminuyeron al tercer ciclo de tratamiento en dos pacientes, estos mismos después
evolucionaron favorablemente y sin anormalidades durante los afios de registro de
seguimiento que presentan. El Ultimo caso restante de DHL alta corresponde un paciente
que presentd neutropenia de grado 1 por la cual fue necesario postergar el cuarto ciclo de
quimioterapia hasta estabilizarlo. Ya tratada la neutropenia se retomé la quimioterapia y la
DHL baj6 a valores normales, la cual se mantuvo en valores cercanos al limite superior
permitido al afio de seguimiento.

Uno de los pacientes al diagndstico presentaba multiples nédulos entre 3-4mm en
ambos pulmones y adenopatias en el retroperitoneo que al segundo ciclo de quimioterapia
fueron estabilizados y logré remision completa de marcadores tumorales sin mayores
complicaciones.

El paciente que presenté B-HCG alta logré su retorno a valores normales al segundo
ciclo de quimioterapia, correspondié a un caso de seminoma que ademas presentaba
masas retroperitoneales por lo cual se decidi6 LALA a los 10 dias posterior al tercer ciclo

de quimioterapia. Durante el tratamiento ademas present6 decaimiento severo y edema de
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extremidades detectandose anemia por lo que se postergd el cuarto ciclo de quimioterapia.
Ya tratada la anemia se procedio al cuarto ciclo lograndose regresion del volumen tumoral
ganglionar retroperitoneal y buen estado en general durante el seguimiento post-
quimioterapico.

So6lo un paciente con seminoma clasico sometido a cuatro ciclos de quimioterapia
con buena respuesta y marcadores tumorales dentro de rangos normales presentd a los
tres meses de seguimiento adenopatias retroperitoneales que serian recidivas por lo cual

se deciden cuatro ciclos de cisplatino, vinblastina e ifosfamida.

6.2.3 Evaluacion de la Toxicidad

Para este efecto se revisaron 141 fichas clinicas de pacientes con tratamiento PEB
y EP de los cuales se rescataron los datos de reacciones adversas para pacientes EP. El
tipo de reacciones adversas a analizar para evaluar la toxicidad fueron reacciones de tipo
A, las cuales consisten en una respuesta exagerada, farmacolégicamente predecible y
dosis dependiente. Este tipo de reacciones tiene una incidencia y morbilidad elevadas, baja
mortalidad y su tratamiento se basa en un ajuste de dosis. (Velazquez, 2004)

Entre los efectos téxicos que son comunes a muchos agentes anticancerigenos
quimiorerapicos (AAQ) incluyen nauseas y vomitos, pérdida de pelo, estomatitis y
leucopenia.

Las nauseas y vOmitos son mucho mas frecuentes para cisplatino, mostazas
nitrogenadas, ciclofosfamida, dacarbazina, altas dosis de citarabina y actinomicina D. Los
sintomas de nausea y vémito asociado a AAQ normalmente comienzan por lo general 2
horas después del tratamiento y pueden ser breves a prolongados y desaparecen dentro
de 24 a 48 horas.

La pérdida de cabello ocurre por el efecto citotoxico en la poblacion celular
proliferante del cuero cabelludo. Esta pérdida de pelo ocurre por drogas como doxorubicina,
daunorubicina, epirubicina y etopdsido (Plenderleith, 1990).

La estomaititis e irritacion o ulceracion de las membranas mucosas es comun ya que
también son tejidos que estan proliferando y principalmente ocurren por farmacos como
doxorrubicina, metotrexato, fluorouracilo y antraciclinas. Por eso, las membranas mucosas
deben ser revisadas constantemente en busqueda de placas blancas cremosas o manchas

de moniliasis (Candida albicans) (Plenderleith, 1990).
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La toxicidad a la médula 6sea se refleja en leucopenias o0 en casos de pancitopenia
gue ocurre al usar AAQ. Aunque la mayoria de estos farmacos puede producir leucopenia,
unos pocos pueden ser relativamente protectores de la medula ésea tales como Vincristina,
Bleomicina y cisplatino, Debido a esto las dosis deben ser calculadas segun el conteo de
células sanguineas antes del tratamiento (Plenderleith, 1990).

En el presente trabajo los 15 pacientes presentaron las siguientes reacciones
adversas que fueron clasificadas en la tabla N°12 segun la “Common Terminology Criteria
for Adverse Events (CTCAE)”

Tabla 10. Reacciones adversas segun el grado, esquema EP.

N segun el grado
Reaccién adversa Grado | | Grado Il | Grado lll | Grado IV
Alopecia 1 4
Anemia 1 7 1
Constipacién 1
Diarrea * 3
Disnea 1
Disuria 1
Dolor abdominal 2
Edema de 1
extremidades *
Fatiga 1
Leucopenia 7 1 1
Linfocitopenia 6 1
Mucositis 2
Nauseas 4 9 1
Nefrotoxicidad 1
Neurotoxicidad 1
Neutropenia 6 1 3
Neutropenia febril 3
Ototoxicidad* 1
Reaccion 2
dermatoldgica*
Tinnitus 1
Toxicidad hematolégica 3 2 2 1
Trombocitopenia 5 2 1
Vomitos 5 9 1

N = nimero de pacientes que presentan la reaccion,
*Estas reacciones adversas se evaluaron segln su presencia 0 ausencia.

Las reacciones adversas (RAMs) mas frecuentes fueron los vomitos, nauseas,
neutropenia y anemia con un 14,7%, 12,7%, 9,8% y 8,8% respectivamente. Estas Ultimas

dos RAMs junto con la leucopenia (7,8%), linfocitopenia (6,8%), trombocitopenia (6,8%) y
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toxicidad hematoldgica (6,8%) dejan de manifiesto a las reacciones de tipo hematoldgicas
como las de mayor consideracion tanto en frecuencia como en gravedad debido a que por
reacciones como anemia, neutropenia y neutropenia febril (tres casos) fue necesario
postergar algun ciclo de quimioterapia hasta lograr estabilizar al paciente.

El resto de RAMs ya con mucha menor frecuencia fueron diarreas, dolor abdominal,
mucositis, reacciones dermatoldgicas, ototoxicidad, tinnitus, constipacion, disnea, disuria,

fatiga, edema de extremidades, nefrotoxicidad y neurotoxicidad.

6.2.4 Relacion efectos adversos segun el grado y los genotipos

a) Nauseas:
- CYP3A4
CYP3A4 O-1l [l-IV | f marginal
*1/*1 13 1 14
*1/*1B 1 0 1
f marginal | 14 1 15

De la muestra analizada catorce pacientes presentaron el genotipo wild type (*1/*1)
y uno el heterocigoto (*1/*1B). Con un valor P de 0,05 y un grado de libertad para el
test de chi-cuadrado se obtiene un valor de chi-cuadrado observado de 0,0764, que
es mucho menor al valor critico (3,8415) por lo que se asume que en la muestra

estudiada no existe relacién entre el grado del efecto adverso y el genotipo.

ABCC3 -211C>T

ABCC3 O-1I1| M=1V | f marginal
CC 1 0 1
CT 6 0 6
T I 1 8
f marginal | 14 1 15

Los genotipos heterocigoto y homocigoto mutado gradualmente aumentan en
namero en cuanto a la presencia del efecto adverso. El valor chi-cuadrado
observado con un valor P de 0,05 y 2 grados de libertad es de 0,937, menor al valor
critico chi-cuadrado, por lo cual se asume que en la muestra estudiada no existe

relacion entre el genotipo y el grado de las nauseas.
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- MDR1 3435

MDR1 3435 | O-1l | I -1V | f marginal
CcC 8 0 8
CT 5 0 5
1T 1 1 2

f marginal 14 1 15

Presentando el efecto adverso en su mayoria los wild type, el test chi-cuadrado con
dos grados de libertad y P value de 0,05 da un valor de chi-cuadrado observado de
6,96, mayor que el valor chi-cuadrado critico. Con esto se asume que si existe

relacién entre el grado de nauseas y el genotipo.

- UGT1A1
UGT1A1 | O-1l | -1V | f marginal
*1/*1 7 1 8
*1/*28 7 0 7
f marginal | 14 1 15

Con un grado de libertad y un valor P de 0,05 se obtiene un valor chi-cuadrado
mucho menor del valor chi-cuadrado critico asumiéndose que para UGT1Al no

existe relacion entre el grado de nduseas y el genotipo.

b) Vémitos
- CYP3A4
CYP3A4 O-1Il [ 1-1V | f marginal
*1/*1 14 0 14
*1/*1B 1 0 1
f marginal | 15 0 15

Como casi todos los pacientes son wild type para CYP3A4, el sentido de variable se
pierde para este gen, por otra parte, los valores chi-cuadrado critico y observado
son casi idénticos por lo que no hay relacion entre el genotipo y el grado del efecto

adverso.
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ABCC3 -211C>T

ABCC3 O-1Il | -1V | f marginal
CC 1 0 1
CT 5 0 5
1T 9 0 9
f marginal | 15 0 15
Para ABCC3 no existe vomito grado Il — IV por lo que no existe diferencia entre el

valor observado en cada variable y lo calculado, por lo que se asume que no existe

relacion entre el grado del efecto adverso y el genotipo

MDR1 3435
MDR1 3435 | O-1Il | Il -1V | f marginal
CcC 8 0 8
CT 5 0 5
1T 2 0 2
f marginal 15 0 15

Al igual que en todos los genes, para la variable vomito no se presentaron casos de
grado Il — 1V por lo que el valor e chi-cuadrado observado sera mucho menor al de
su valor critico. Para MDR1 3435 de acuerdo a chi-cuadrado no existe relacion entre
genotipos y grado de vomitos.

UGT1Al1
UGT1A1 | O-1l | W= | f marginal
[\
*1/*1 8 0 8
*1/*28 7 0 7
f marginal | 15 0 15

Finalmente, y segun la distribucién que presentaron los pacientes en cuanto a la
variable cualitativa, se asume que no existe relacion entre el genotipo y grado del

efecto adverso.
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c) Anemia

- CYP3A4
Como se dijo antes, para CYP3A4 hay 14 pacientes con el genotipo wild type, de
los cuales ocho presentaron anemia grado 0 — 1l y uno grado Ill — IV. El paciente de

genotipo *1/*1B no presentd anemia.

- ABCC3
ABCC3 O-1l{ -1V | f marginal
CcC 1 0 1
CT 3 0 3
TT 3 1 4
f marginal 7 1 8
Presentando una distribucion mayoritariamente de efecto grado 0 — Il, el valor chi

cuadrado observado es menor a su valor critico con lo que se asume que no existe

relacién entre genotipo y grado de anemia.

- MDR1 3435
MDR1 3435 [ 0—1II | I -1V | f marginal
CC 4 0 4
CT 3 1 4
f marginal 7 1 8

Con los resultados obtenidos y solo ocho pacientes que presentaron el efecto
adverso, el valor chi-cuadrado critico es mayor al observado con lo cual no existe
relacién entre genotipo y grado de reaccién adversa. Los pacientes con genotipo
homocigoto mutado (TT) no presentaron anemia, por lo que ahora son dos grados

de libertad para la tabla de contingencia y un valor P de 0,05.
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d)

UGT1Al

UGT1A1 |O—1IlI | II-1V | f marginal
*1/*1 5 0 5
*1/*28 3 1 4

f marginal 8 1 9

Segun los valores se ve que no existe relacién que pudiera sugerir asociaciones
entre el efecto adverso y la mutacién. Con un grado de libertad y valor P de 0,05 se
asume que no existe relacion entre genotipo y grado del efecto adverso.

Leucopenia
CYP3A4

De los catorce catorce wild type, ocho presentaron leucopenia grado 0 — Il y uno
grado Il — IV. El paciente heterocigoto no presentaba registro de anemia de ningun
grado.

ABCC3

ABCC3 O-1l | -1V | f marginal
CC
CT
1T

f marginal

Rk O|0

OWih|F
O|h|DF

Todos los pacientes, excepto uno, presentaron leucopenia grado 0 — Il y el genotipo
predominante fue el heterocigoto. Con dos grados de libertad y P value de 0,05 se
obtiene un valor chi-cuadrado observado menor a su valor critico por lo que se

asume no hay relacién entre genotipo y grado de reaccion adversa.

MDR1 3435
MDR1 3435 [ O -1l | I -1V | f marginal
CC 5 1 6
CT 3 0 3
f marginal 8 1 9

Con solo nueve pacientes que presentan la reaccion adversa, no se aprecia
tendencia de la RAM por algun genotipo en especifico, con un grado de libertad y
valor P de 0,05 se asume que no hay relacién entre genotipo y grado de la reaccion

adversa. Pacientes de genotipo TT no presentan la reaccion adversa.
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UGT1Al

UGT1A1 | O-1l | -1V | f marginal
*1/*1 4 1 5
*1/*28 4 0 4

f marginal 8 1 9

Cinco pacientes wild type y cuatro heterocigotos respectivamente presentaron el
efecto adverso. Con un grado de libertad y P value de 0,05, no hay relacién entre
genotipo y grado de reaccién adversa.

Neutropenia
CYP3A4

De los catorce pacientes wild type, seis presentaron neutropenia grado 0 — Il y tres

de grado Il — IV. El paciente heterocigoto no presentd neutropenia.
ABCC3
ABCC3 O-1l | -1V | f marginal
CcC 0 1 1
CT 3 1 4
1T 3 1 4
f marginal 6 3 9
Seis y tres pacientes presentaron RAMs grado 0 — Il y Il — IV respectivamente. Con

dos grados de libertad y un valor P de 0,05 se asume que no hay relacién entre
genotipo y grado de efecto adverso, ya que el valor de chi-cuadrado critico resultd

ser mayor al observado.

MDR1 3435
MDR1 3435 | O-1l | l-1V | f marginal
CcC 3 2 5
CT 2 1 3
f marginal 5 3 8

Cada genotipo present6 al menos con un paciente la reaccion adversa sin poder
obtener mayores conclusiones. Ya que los pacientes de genotipo TT no presentan
la reaccion adversa, el test de chi-cuadrado queda con un grado de libertad y un
valor P de 0,05, siendo el valor de chi-cuadrado observado menor a su valor critico.

Se asume la no existencia de relacion entre genotipo y grado de reaccién adversa.
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f)

UGT1Al

UGT1A1 | O-1l | -1V | f marginal
*1/*1 3 2 5
*1/*28 3 1 4

f marginal 6 3 9

De los quince pacientes solo nueve padecieron el efecto adverso, de estos 6 fueron
de grado 0 — Il y 3 de grado Il — IV. Como caso parecido al de MDR1 3435 y
asumiendo un valor P de 0,05 y un grado de libertad, se ve que no hay relacion entre
genotipo y grado de efecto adverso.

Trombocitopenia

CYP3A4

De los catorce wild type solo siete pacientes sufrieron trombocitopenia grado 0 — II
y uno de grado Il — IV. El paciente de genotipo heterocigoto no registra datos de
trombocitopenia.

ABCC3
ABCC3 O-1l | -1V | f marginal
CC 1 0 1
CT 3 0 3
1T 3 1 4
f marginal 7 1 8

De los ocho pacientes que presentan la RAM, siete son de grado 0 — Il y 1 de grado
Il = 1V, segun estos valores, con un grado de libertad y valor P de 0,05, el valor chi-
cuadrado observado resultdé ser menor a su valor critico, con lo que se asume que

no hay relacion entre genotipo y grado de reaccién adversa.

MDR1 3435
MDR1 3435 | O-1II | I -1V | f marginal
CC 4 1 5
CT 3 0 3
f marginal 7 1 8
De los genotipos wild type, cuatro presentaron RAM grado O — Il y uno grado Il - IV;
de los heterocigotos, solo 3 presentaron RAM grado 0 — Ill, mientras que los

homocigotos mutados no presentaron trombocitopenia.
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g)

UGT1Al

UGT1A1 | O-1l | -1V | f marginal
*1/*1 4 1 5
*1/*28 3 0 3

f marginal 7 1 8

Cinco genotipos wild type presentan la RAM, cuatro son grado 0 — Il y uno es grado
Il — IV. Solo tres heterocigotos presentaron la RAM. Con estos datos, un grado de
libertad y un P value de 0,05, el valor chi-cuadrado critico es mayor al observado
con lo que se asume que no hay relacidbn entre genotipo y grado de reaccion

adversa.

Linfocitopenia
CYP3A4

De los catorce pacientes wild type, solo siete sufrieron linfocitopenia, siendo ésta de
grado 0 — II. El paciente heterocigoto no presento6 linfocitopenia.

ABCC3
ABCC3 O-1l | -1V | f marginal
CC 1 0 1
CT 3 0 3
1T 4 0 4
f marginal 8 0 8

Solo ocho pacientes presentaron linfocitopenia y todos de grado 0 — Il. De éstos, los
mas afectados fueron los de genotipo heterocigoto y homocigoto mutado. Sin
embargo, con dos grados de libertad y valor P de 0,05, no hay relacion entre
genotipo y grado de linfocitopenia segun el test de chi-cuadrado.
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h)

MDR1 3435

MDR1 3435 | O-1l | I -1V | f marginal
CcC 5 0 5
CT 3 0 3

f marginal 8 0 8

Pacientes de genotipo TT no presentan la reaccién adversa, mientras que solo hay
cinco y tres pacientes wild type y heterocigotos respectivamente que presentan la
RAM en grado 0 — Il. Con un grado de libertad y un valor P de 0,05, el chi-cuadrado
critico resulta ser mayor al observado con lo que se asume no existe relacion entre

genotipo y grado de RAM.

UGT1Al
UGT1A1 | O-1Il | -1V | f marginal
*1/*1 5 0 5
*1/*28 3 0 3
f marginal 8 0 8

Los ocho pacientes mencionados resultan ser cinco wild type y tres heterocigotos
para UGT1AL con lo cual para un grado de libertad y valor P de 0,05, no hay relacion
entre genotipo y grado de linfocitopenia.

Toxicidad hematoldgica total
CYP3A4

De los catorce catorce genotipos wild type, cinco pacientes presentaron toxicidad
hematolégica grado 0 — 2 y tres grado Ill — IV. El paciente heterocigoto no registra

este efecto adverso en ficha.
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ABCC3

ABCC3 O-1Il | -1V | f marginal
CC 0 1 1
CT 2 1 3
1T 3 1 4
f marginal 5 3 8

Con una distribucion mas o menos homogénea, solo ocho pacientes presentan la
RAM y de estos, cinco son de grado 0 — Il y tres de grado Il — IV. Con dos grados
de libertad y un valor P de 0,05, el chi-cuadrado critico resulta ser mayor al
observado con lo cual se asume que no hay relaciéon entre genotipo y grado de
efecto adverso.

MDR1 3435
MDR1 3435 | O-1l | l-1V | f marginal
CcC 3 2 5
CT 2 1 3
f marginal 5 3 8

Pacientes de genotipo TT no presentan la reaccion adversa, quedando solo
pacientes wild type y heterocigotos que se reparten entre RAM grado O — Il y 1l — IV.
Sin embargo, no existe relacion de acuerdo a los calculos entre el genotipo y grado

de reaccion adversa.

UGT1Al1
UGT1A1 | O-1l | -1V | f marginal
*1/*1 3 2 5
*1/*28 2 1 3
f marginal 5 3 8

Con una distribucibn mas o menos homogénea de los ocho pacientes que
presentaron la RAM, el test de chi-cuadrado arroja que no hay relacién entre

genotipo y grado de reaccion adversa.
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- En la siguiente tabla se muestran reacciones adversas asignadas por nimeros y
mostrando la frecuencia de genotipos que presentan y no presentan cada una de

las reacciones adversas.

Tabla 11. Reacciones adversas segun presencia o ausencia del efecto, esquema EP.

Reaccién adversa
Gen a b C d e
CYP3A4 Si |[No| Si|[No| Si |No| Si | No| Si | No
*1/*1 1 13 | 2 12 1 13| 0 14 | 3 11
*1/*1B 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
CYP3A5*3 1 14 | 2 13 1 14 | 0 15| 3 12
ABCC3
CC 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0
CT 0 5 2 3 1 4 0 5 1 4
TT 1 8 0 9 0 9 0 9 1 8
MDR1 3435
CC 1 7 1 7 0 8 0 8 2 6
CT 0 5 1 4 1 4 0 5 1 4
TT 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
UGT1A1l
*1/*1 1 7 0 8 1 7 0 8 3 5
*1/%28 0 7 2 5 0 7 0 7 0 7
Reaccién adversa
Gen f 0 h [ ]
CYP3A4 Si |[No| Si [No| Si | No| Si | No| Si | No
*1/*1 1 13 3 11 7 7 1 13 1 13
*1/*1B 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1
CYP3A5*3 1 14 3 12 | 8 7 1 14 | 1 14
ABCC3
CC 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
CT 0 5 2 3 1 4 1 4 0 5
TT 1 8 1 8 6 3 0 9 1 8
MDR1 3435
CC 1 7 1 7 5 3 0 8 1 7
CT 0 5 2 3 1 4 1 4 0 5
TT 0 2 0 2 1 1 0 2 0 2
UGT1A1
*1/%1 1 7 2 6 3 5 1 7 1 7
*1/%28 0 7 1 6 4 3 0 7 0 7
a = Neurotoxicidad f = Nefrotoxicidad
b = Ototoxicidad g = Diarrea
¢ = Neutropenia febril h = Alopecia
d = Infecciones i = Cefalea
e = Reaccién dermatolégica  j = Mucositis
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Segun los resultados presentados, solamente existe relacion entre el polimorfismo
MDR1 3435 y las nauseas, mientras que para todas las demés reacciones adversas no
existe relacion o no logra ser significativa estadisticamente.

Para CYP3A4 y CYP3A5 no es posible establecer asociacion debido a que todos los
pacientes presentan solo un genotipo (CYP3A5*3 y CYP3A4*1/*1, a excepcion de un
paciente que presenta el genotipo heterocigoto). Debido a esto solo se puede decir que de
catorce pacientes presentan el genotipo CYP3A4*1/*1 y uno CYP3A4*1/*1B pero que no
presentd reacciones adversas mas alla de las nduseas, vomitos y alopecia en su ficha
clinica (tampoco se vio hojas de enfermeria con RAMs atribuibles a la quimioterapia). Por
su parte CYP3A5 presenta su variante polimdrfica CYP3A5*3 homocigota para los quince
pacientes analizados por lo que pierde su caracter de variable.

En cuanto al perfil de toxicidad para este grupo de pacientes, la mayoria de los que
sufrieron de nauseas, no presentan el polimorfismo MDR1 3435 homocigoto mutado y
podria dar esto indicios del beneficio que tienen polimorfismos como MDR1 3435 en el
metabolismo de la terapia antiemética.

En cuanto al caso de la anemia, se observa una distribucién mas o menos pareja en
cuanto a los genotipos para ABCC3 y UGT1A1 mientras que para MDR1 no se observa el
efecto adverso en los pacientes de genotipo homocigoto mutado. En general la mayoria de
los pacientes sufrieron anemia de grado 0 — Il sin notarse alguna inclinacién en alguin
polimorfismo.

Este mismo patrén de distribucién también lo presenta la leucopenia, neutropenia,
trombocitopenia, linfocitopenia y toxicidad hematoldgica. Difieren sélo un poco la
neutropenia y toxicidad hematolégica total en que presentan mas casos de efecto adverso
grado Il —IV.

De la tabla N°12 en que figuran reacciones adversas agrupadas no por grado, se ve
gue la mayoria de las RAMs desde la a - j para el gen CYP3A4 no la presentan mas de tres
pacientes wild type a excepcién de la alopecia que la presentaron siete pacientes wild type.

La frecuencia en que se presentan estas reacciones adversas para este grupo
analizado de mayor a menor es:

Alopecia > reacciones dermatolégicas = diarrea > ototoxicidad > neurotoxicidad =
neutropenia febril = nefrotoxicidad = cefalea = mucositis > infecciones.

La tabla muestra también que la distribucion de genotipos para ABCC3 esta inclinada
hacia los heterocigotos y homocigotos mutados, en general no hay més de tres pacientes

ya sea heterocigoto u homocigoto mutado que presenten algunas de las reacciones
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adversas listadas de la 1 a 10, a excepcion de la alopecia nuevamente que los que mas la
presentan son los pacientes con genotipo homocigoto mutado.

Para MDR1 los genotipos wild type son ocho y los otros siete se reparten entre
heterocigotos y homocigotos mutados. La mayor particularidad es que pacientes con el
genotipo TT no presentan ninguna de las RAM (excepcion la alopecia).

En el caso de UGT1Al se ve una distribucion mas o menos homogénea entre

genotipos *1/*1 y *1/*28 sin una conclusion concreta respecto a las RAM.
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6.3 Terapia EP vs PEB

En la tabla N°14 se comparé la toxicidad del esquema EP versus esquema PEB mediante
odds ratios entre diecinueve pacientes sometidos a cuatro ciclos PEB y los quince
pacientes sometidos a cuatro ciclos EP. Aqui los efectos adversos fueron contabilizados

segln su ocurrencia 0 no para cada paciente a lo largo de la quimioterapia.

Tabla 12. Comparacién toxicidad esquema EP y PEB.

Reaccién adversa | Pts EP | Odds EP | Pts PEB | Odds PEB | ORep/pes IC 95%
Gastricas
Diarrea 3 0,25 1 0,0555 4.5 1,06 - 18,9
Mucositis 1 0,071 0 | e | e e
Nauseas 15 | - 19 | | e e
Vomitos 15 | - I I T e
Hematolbgicas
Anemia 9 1,5 19 | | e | e
Leucopenia 9 1,5 19 | | e | e
Linfocitopenia 8 1,14 19 | - | e e
Neutropenia 9 15 e e
Neutropenia febril 1 0,071 4 0,267 0,265 0,0285 —
2,495
Trombocitopenia 8 1,14 19 e e
Neurolbgicos
Cefalea 1 0,071 1 0,055 1,29 0,0714 —
23,09
Neurotoxicidad 1 0,071 2 0,117 0,606 0,0482 —
7,603
Otros
Alopecia 7 0,875 4 0,266 3,289 0,738 —
14,57
Dermatoldgicas 3 0,25 3 0,187 1,333 0,223 -
7,97
Infecciones o | - 3 0,187 | - | -
Nefrotoxicidad 1 0,071 (0 e e
Ototoxicidad 2 0,153 O e e

Pts = pacientes
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Las dosis promedio por ciclo administradas en cada esquema quimioterapéutico
fueron:

Tabla 13. Dosis promedio administrada por ciclo para cada esquema quimioterapéutico.

EP PEB
Medicamento Dosis Dosis
Etopésido 547 mg 927,3 mg
Cisplatino 184,4 mg 185,4 mg
Bleomicina | ---—-- 90 Ul

Dosis = dosis promedio por ciclo para el conjunto de pacientes

Segun los resultados obtenidos se puede ver que el esquema EP resulta 4,5 - 1,29
— 3,29 y 1,33 veces mas propenso a presentar diarrea, cefalea, alopecia y reacciones
dermatoldgicas respectivamente que el esquema PEB. Por otra parte, el esquema EP
presentd menor ocurrencia de efectos adversos como anemia, leucopenia, linfocitopenia,
neutropenia, neutropenia febril, neurotoxicidad y trombocitopenia que el esquema PEB.

Si bien los resultados no permiten definir con claridad que esquema es menos téxico,
se puede decir que la quimioterapia sin bleomicina parece presentar menor toxicidad
hematoldgica, neuroldgica (a excepcién de las cefaleas) e infecciosa.

Estos resultados se asemejan a los de estudios realizados como el de Mezvrishvili
& Managadze, (2006) en que se considera al esquema EP como el menos toxico al
presentar menos reacciones hematolégicas, nauseas, vomitos, estomatitis, diarreas,
parestesia y renales. Este estudio podria complementar la presente memoria ya que trabajo
con quince pacientes al igual que en esta memoria, pero ho seminomatosos (la presente
memoria utilizé catorce pacientes con seminoma y uno con no seminoma). Otros estudios,
como el de Collette L, (1997), han concluido que la toxicidad pulmonar ya sea aguda o
tardia es significativamente mayor en el esquema PEB que en el esquema EP. Esto ultimo
permitio llegar al acuerdo en que quimioterapias sin Bleomicina estan asociadas con menor
toxicidad (Mezvrishvili & Managadze, 2006).

Sin embargo, la omisién de Bleomicina genera controversias en cuanto a la eficacia
ya que en algunos estudios se ha observado compromiso de los resultados. Un estudio
realizado por la Organizacién Europea para investigacion y tratamiento del cAncer (EORTC)
compar6é ambos regimenes (EP y PEB) llegando a la misma conclusion respecto a la
importancia de la bleomicina en cuanto a la eficacia de la quimioterapia (Collette L, 1997).
Por otra parte, el esquema EP es considerado como una disminucion de la intensidad de la

guimioterapia comparada con el esquema PEB y se lo considera inaceptable desde que el

59



Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) demostrara resultados inferiores
comparados con el tratamiento estandar.

Finalmente, otro punto a tener en cuenta es la comparacion de tres ciclos EP versus
tres ciclos PEB, el Unico estudio randomizado que compara esos regimenes dirigido por
ECOG, mostro que mas pacientes en PEB que en EP experimentaron leucopenia grado 1V,
aunque la diferencia no alcanza a ser estadisticamente significativa (Mezvrishvili &
Managadze, 2006) Los resultados son dificiles de interpretar en este respecto y se hacen
necesarios mas estudios para determinar el uso o no de bleomicina y en cuantos ciclos para

pacientes con minimo a moderado estado de la enfermedad.

7 Discusioén

En 1731 fue la primera descripcion que se hizo de Etopdésido con respecto a su
notorio poder emético. Posteriormente en 1862, Bentley se percat6 que el extracto resinoso
alcohdlico de la planta, conocido como podofilina, tenia capacidad para tratar topicamente
algunos crecimientos cancerosos (Sinkule, 1984). Su estudio detallado comenzé en 1942
cuando Kaplan informé que la aplicacion topica de podofilina cura las verrugas venéreas
(Condiloma acuminatum), pero en los ensayos clinicos pas6 con poco éxito por su pobre
respuesta y excesiva toxicidad. Fueron los cientificos del laboratorio Sandoz en Basel
quienes modificaron el compuesto natural obtenido de Podophyllum emodi Wallich o
Podophyllum peltatum Linnaeus y sintetizaron Etopésido (Sinkule, 1984)

Los estudios pre-clinicos toxicoldgicos fueron dificiles de evaluar debido a la
inherente toxicidad del solvente requerido para solubilizar la droga que per se es muy
insoluble en agua. Problemas hematopoyéticos, linfaticos (leucopenia, trombocitopenia y
anemia) y cambios patolégicos en el tracto grastrointestinal y hepatocitos ocurrieron a dosis
altas, pero no hubo animales muertos (Sinkule, 1984)

Por el lado de la farmacologia, etopdsido es probablemente uno de los agentes mas
activos usado en monoterapia para el tratamiento de cancer pulmonar de pequefias células,
cancer testicular, linfomas malignos y leucemia aguda no linfocitica. Debido a su buena
actividad en monoterapia, la toxicidad manejable y a un Unico modo de accién, se ha
evaluado etopdsido en combinacién con otros agentes en una variedad de neoplasmas. En
esos estudios se encontrd que etopésido presenta sinergia terapéutica con cisplatino, esa

sinergia se ha encontrado también en clinica al usar etopésido y tenipésido en combinacion
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con cisplatino en cancer pulmonar de pequefias y no pequefias células, linfoma maligno,
cancer testicular y neuroblastoma pediétrico (Sinkule, 1984).

La mielosupresion que genera limita el tratamiento con etopésido, evidenciandose
en los dias 7 — 10 en que ocurre leucopenia y la trombocitopenia que sucede 2 — 3 dias
después. La recuperacion de esta leucopenia ocurre entre el dia 20 y el 24. La toxicidad
gastrointestinal es manifestada como nauseas y vomitos, estomatitis y diarrea ocurren con
menor frecuencia (menos de la mitad de los pacientes) y son faciles de manejar (Sinkule,
1984). También se produce alopecia reversible, pero el grado de alopecia parece ser menos
severa que la producida por agentes tales como ciclofosfamida, vincristina o doxorubicina.
Fiebre, reacciones de hipersensibilidad, hipotension si la droga se administra en menos de
30 minutos y palpitaciones han sido reportados, pero esos efectos se pueden evitar al
aumentar el tiempo de administracién (Sinkule, 1984). Debido a esto Ultimo, se han
realizado esquemas de administracion y dosis recomendada con el fin de aminorar estos
efectos adversos y mejorar la respuesta terapéutica. Para etopésido la dosis recomendada
es de 50 — 100 mg/m? por dia via intravenosa por cinco dias consecutivos o 100 mg/m?/dia
en dias 1, 3y 5 (Sinkule, 1984).

Ya en 1970 con el desarrollo de la quimioterapia sistémica (post-operatoria) a base
de cisplatino y su constante mejora a través de ensayos clinicos aleatorios y bien disefiados
se ha logrado dar cura a casi el 90% de pacientes que tienen tumor de células germinales
con enfermedad metastasica de buen prondstico. Un objetivo en la actualidad en cuanto a
estos pacientes de buen prondstico es reducir el tratamiento y optimizar la terapia, pero no
se considera aceptable comprometer la excelente tasa de curacion con tal de disminuir la
toxicidad en este grupo de pacientes (Vaughn, 2007).

El abordaje para reducir el tratamiento ha sido determinar el nimero minimo de
ciclos de quimioterapia para maximizar la curacion o adaptar la quimioterapia segun las
caracteristicas genéticas que determinan la farmacocinética y/o farmacodinamia de las
drogas usadas. La mayoria de las drogas anticancerigenas son metabolizadas para ser
detoxificadas o también activadas. Los polimorfismos genéticos pueden inducir cambios
profundos en la actividad enzimatica lo que conduce a individual variabilidad en la eficacia
y/o toxicidad de la droga (Roco et al., 2012).

En estudios realizados en Chile se han determinado frecuencias de polimorfismos
que afectarian el metabolismo de estas drogas antineoplasicas y entre estos estan CP3A4,
CYP2E1, CYP1A2, GSTM, GSTT, MTHFR, entre otros (Roco et al., 2012). Estas enzimas

metabolizan farmacos como etopésido, cisplatino, metotrexato, ifosfamida, etc.
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En el presente trabajo se abord6 esta adaptabilidad de la quimioterapia desde el

enfoque farmacogenético y para ello se analizaron polimorfismos de enzimas citocromo P-

450, glucuronosiltransferasas, proteinas de resistencia a drogas y transportadores como la

P-glicoproteina. Sin embargo, de los seis polimorfismos propuestos, el MDR1 1236, no fue

posible llevar a cabo debido a problemas de la técnica. Por otra parte en estudios en que

comparan la distribucion de este alelo en nifios con sindrome nefrotico y voluntarios sanos,

muestran que no hay una diferencia significativa entre ambos grupos de estudio, lo que

sugiere que este SNP no debe ser un factor patogénico importante en nifios con sindrome

nefrotico (Youssef et al., 2013); y podria indicar un comportamiento semejante entre MDR1
1236 y MDR1 3435.

En cuanto a los polimorfismos analizados, en especifico, a los analizados en

voluntarios sanos, se recopilé informacién de la frecuencia alélica y genética de estos

mismos en otras poblaciones con el fin de establecer comparaciones (Tabla 9).

Tabla 14. Frecuencias alélicas para MDR1 3435, CYP3A4*1B y CYP3A5*3.

Frecuencias alélicas

Polimorfismo Caucasicos* Afroamericanos Asiaticos
MDR1 3435 | 0,480 (C) 0,52 (T) | 0,840(C) | 0,160(T) | 0,570 (C) | 0,430 (T)
CYP3A4*1B | 0,977 (A) | 0,023 (G) | 0,321 (A) | 0,679 (G) 1,00 (A) 0 (G)
CYP3A5*3 0,250 (A) | 0,750 (G) | 0,633 (A) | 0,367 (G) | 0,262 (A) | 0,738 (G)

*Poblacién caucésica se considerd europeos.
Asiaticos para MDR1 3435 se considero japoneses.

Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

Tabla 15. Frecuencias genotipicas para MDR1 3435, CYP3A4*1B y CYP3A5*3.

Frecuencias genotipicas

Caucasicos Afroamericanos Asiaticos
Polimorfismo wt het mut wt het mut wt het mut
MDR1 3435 | 0,240 | 0,480 | 0,280 | 0,680 | 0,310 | 0,01 | 0,340 | 0,460 | 0,200
CYP3A4*1B 1 0 0 0,071 | 0,500 | 0,428 1 0 0
CYP3A5*3 0 0,072 | 0,928 | 0,400 | 0,467 | 0,133 | 0,075 | 0,375 | 0,550

*Poblacion caucasica se considerd Europeos.
Asiaticos para MDR1 3435 se consider6 Japoneses.
wt: wild type; het: genotipo heterocigoto; mut: genotipo homocigoto mutado.

Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

Las tablas anteriores presentan las frecuencias genotipicas y alélicas (TABLAN° 7 y

8) para la poblacién analizada, mostrando que los genotipos predominantes son wild type
para MDR1 3435 y CYP3A4*1B, mientras que para CYP3A5*3 es el homocigoto mutado el
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que presenta mayor frecuencia. Estos valores difieren con respecto a los presentados por
otras poblaciones (TABLAS N° 9y 10) como es en el caso de MDR1 3435 para caucasicos
y asiéticos, en que predomina el genotipo heterocigoto, CYP3A4*1B y CYP3A5*3 para
afroamericanos, en que predomina el genotipo heterocigoto.

Por otra parte, se observan particularidades de la poblacién chilena con respecto a
las demas que si bien pueden significar una diferencia en la farmacocinética,
farmacodinamica y finalmente la respuesta terapéutica ho son netamente las determinantes
a tener en cuenta para modular la respuesta terapéutica con el fin de obtener menos dafios
colaterales. Entre estas particularidades cabe mencionar:

MDR1 3435, se ve que difiere en cuanto a frecuencias genotipicas y alélicas con el
resto de poblaciones y presenta una distribucidon genética particular ya que los genotipos
wild type y heterocigoto son los que estan en mayor cantidad (51 y 43% respectivamente)
en la poblacion estudiada, mientras que en poblaciones de origen arabe por ejemplo esa
frecuencia no supera el 34%, o en caucasicos y asiaticos, los cuales presentan en menor
proporcion ambos genotipos. Comparado con caucasicos y asiaticos la frecuencia alélica
de la poblacion estudio varia notoriamente, siendo mas parecida a la frecuencia de
afroamericanos pero con mayor frecuencia del alelo mutado.

Para CYP3A4*1B, se aprecia solo genotipos wild type o heterocigotos a excepcion de
la poblaciéon de afroamericanos que presenta el genotipo mutado homocigoto. Sin embargo,
esta diferencia en actividad metabdlica que conlleva esta mutacion (disminucién de la
actividad de CYP3A4) es modesta y no implica una diferencia clinica importante entre
afroamericanos y europeos. (Wandel et al., 2000).

CYP3A5*3, presenta semejanza en cuanto al perfil chileno y asiatico y varia
ampliamente entre blancos canadienses y tribus africanas por ejemplo, pero se presentan
alelos que pueden compensar la baja frecuencia de CYP3A5*3 en africanos y asi entonces
semejar la actividad metabdlica que presentan los blancos. Esto sumado a la
inespecificidad de sustratos y menor expresion de CYP3A5 comparado a CYP3A4 dificultan
el poder explicar las diferencias interindividuales e interraciales que presentan la respuesta

y clearance de drogas mediadas por CYP3A5 (Roy et al., 2005).
En esta memoria, ademas del estudio en pacientes, se implemento la metodologia
de determinacion del polimorfismo UGT1A1*28 en poblacion chilena para lo cual se analizo

a 224 voluntarios sanos (poblacion chilena) de los cuales 78 son mujeres y 146 son
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hombres. Estos arrojaron una frecuencia para el alelo (TA); de 31% y 68,9% para el alelo
(TA)s, mientras que las frecuencias genéticas fueron 0,477, 0,424 y 0,098 para los
genotipos (TA)es, (TA)sr Y (TA)77 respectivamente. Estos valores son muy parecidos a
frecuencias como la de la poblacién espafiola o alemana, pero considerablemente
diferentes comparado con poblacion china la cual posee una frecuencia alélica de 88% para
el alelo (TA)sy 12% para el (TA)7 (Margozzini et al., 2013). Estos valores explican la
prevalencia del sindrome de Gilbert que esté asociado al alelo (TA)77, y que se considera
una condicion frecuente en nuestra poblacion (2,6%) (Margozzini et al., 2013), pero
notoriamente menor comparado con africanos en donde el sindrome se presenta en
alrededor de un 23% de la poblacion (Burchell et al., 2000). Los resultados obtenidos
concuerdan con otros estudios realizados en Chile como el de “Prevalencia de sindrome de
Gilbert y sus determinantes genéticas en poblacién chilena” (Margozzini et al., 2013) en que
se obtienen las mismas frecuencias alélicas ((TA)s 69% Yy (TA)7 31%), variando un poco las
frecuencias genotipicas ya que para el estudio citado fueron 50,5%, 37,8% y 11,7% para
(TA)ess, (TA)si7 Y (TA)77 respectivamente.

El foco de mayor interés de este trabajo fue el analisis de respuesta terapéutica para
el esquema de quimioterapia EP y la asociacion de reacciones adversas con etoposido. A
este respecto se han realizado estudios con el fin de medir la eficacia del esquema
etopoésido y cisplatino. Entre estos estudios, al tratar de hacer mediciones se han
encontrado con la primera dificultad de establecer un sistema de clasificacion pronéstica
universal que ayude a valorar y comparar los resultados obtenidos por cada institucion,
entre estas: Indiana University y el Memorial Sloan Kettering Cancer Center (Vaughn,
2007). El International Germ Cell Cancer Collaborative Group, en 1970 desarrollé y publicé
la International Germ Cell Cancer Consensus Clasification (IGCCC) (Soler, Mufioz, Y, &
Mavrich, 2000), este sistema es ampliamente utilizado hoy en dia y segun éste consenso
los pacientes que tienen un tumor de células germinales (TCG) metastasico de bajo riesgo
tienen una supervivencia global a los 5 afios del 85% para los pacientes con seminoma y
del 92% para los tumores de células germinales no seminoma (TCGNS) (Vaughn, 2007).
La supervivencia en el presente estudio fue del 100% para los quince pacientes que fueron
reclutados entre los afios 2003 a 2011, los cuales estan en seguimiento a excepcion de uno
que dejo de asistir. Sin embargo, no es posible hacer una conclusion en base a este
resultado debido a la pequefia muestra con que se trabajé a pesar de contar con la
participacion del Instituto Nacional del Cancer que es institucién de referencia para esta

patologia. Estos pacientes estén clasificados como seminoma en etapa Il o Ill y uno como
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carcinoma embrionario, trece de los quince pacientes son clasificados como buen
pronostico mientras que los dos restantes son de prondstico intermedio (ambos seminoma)
por la presencia de metastasis viscerales. Esta clasificacion es segun el sistema de
estadificacion TNM creado por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la
International Union Against Cancer (UICC).

La eficacia en el presente estudio se pretendio evaluar en primera instancia segun la
clasificacion de la Universidad de Indiana que ha sido muy utilizada en otros estudios por
el prestigio de la institucion y su facil utilizacion clinica, pero se descartdé porque no
considera el valor pronéstico de los marcadores tumorales que desarrollé el Memorial Sloan
Kettering Cancer Center de Nueva York (Soler et al., 2000). El uso de los marcadores
tumorales supone algo de dificultad metodolégica ya que su determinacién es una variable
continua de distribucién no normal y suele requerir la conversion logaritmica o de raiz
cuadrada de los valores para que sean manejables en una distribucion normal (Soler et al.,
2000). Utilizando entonces los marcadores para medir la eficacia, se debe tener en cuenta
gque como la mayoria de los pacientes son seminoma, la AFP (Alfafetoproteina) deberia ser
negativa (Velasco, Danitza, Antonio, & Boris, 2011) y para éstos, por otra parte, no existe
evidencia concluyente sobre la utilidad de los marcadores tumorales en la vigilancia post-
tratamiento, aln asi fueron utilizados ya que cualquier aumento de éstos seria indicativo de
algun relapso y los pacientes que han sido diagnosticados con seminoma puro, en la
practica suelen presentan tumor de células germinales mixto y deben tener elevada la AFP
para relapsos después de la quimioterapia en enfermedad avanzada (Gilligan et al., 2010).
Tomando en cuenta las anteriores consideraciones se analizaron los marcadores tumorales
y se observé en todos los pacientes la presencia de respuesta Optima al tratamiento, a
excepcion de DHL (Lactato deshidrogenasa) alta en 3 pacientes las cuales disminuyeron al
tercer ciclo de tratamiento en dos pacientes y en el Ultimo caso restante de DHL alta,
disminuy6 a valores normales después de tratar la neutropenia sufrida y reincorporacion a
la quimioterapia.

El paciente que presenté B-Hcg alta logro su retorno a valores normales al segundo
ciclo de quimioterapia, correspondié a un caso de seminoma que se le practic6 LALA
presentando masas retroperitoneales (10 dias posteriores al tercer ciclo de quimioterapia).
Durante el tratamiento se le detect6 anemia por lo que se postergd el cuarto ciclo de
quimioterapia y ya tratada la anemia se procedi6 al cuarto ciclo lograndose regresion del
volumen tumoral ganglionar retroperitoneal y buen estado en general durante el

seguimiento post-quimioterdpico. S6lo un paciente con seminoma clasico sometido a cuatro
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ciclos de quimioterapia con buena respuesta y marcadores tumorales dentro de rangos
normales presenté a los tres meses de seguimiento adenopatias retroperitoneales que
serian recidivas por lo cual se deciden cuatro ciclos de cisplatino, vinblastina e ifosfamida.
Uno de los pacientes al diagnostico presentaba mdltiples nédulos entre 3-4 mm en ambos
pulmones y adenopatias en el retroperitoneo que al segundo ciclo de quimioterapia fueron
estabilizados y logré6 remision completa de marcadores tumorales sin mayores
complicaciones.

Los casos en que se debié postergar algun ciclo de quimioterapia fueron por
neutropenia febril y anemia. Estas reacciones adversas estan consideradas dentro de las
normales en toda quimioterapia a base de cisplatino. Mientras tanto para etopésido se ha
establecido leukopenia como la toxicidad hematolégica mas propia de este farmaco
(Sinkule, 1984). Mediciones plasmaticas de etopésido libre y total han sido estudiadas en
pacientes adultos con tumores sdlidos, los cuales han recibido etopdsido y cisplatino como
guimioterapia. Los resultados han mostrado que los pacientes con mayor concentracion
plasmaética libre de etopésido han experimentado mayor toxicidad hematoldgica (Clinton &
Susan, 1991). Por otra parte hay estudios realizados en pacientes con cancer pulmonar de
células pequefias, tratados con etopdsido y cisplatino en donde se evallan polimorfismos
en el gen MDR1. Este gen codifica la P-glicoproteina, una bomba de eflujo de membrana
dependiente de energia que actla sobre una variedad compuestos lipofilicos y se ha
determinado que pacientes con el genotipo TT para el polimorfismo MDR1 3435 presentan
baja expresién duodenal de P-glicoproteina y por lo tanto mala respuesta a la quimioterapia
mientras que pacientes con el genotipo wild type presentan buena respuesta a la terapia
(poblacion de estudio: caucéasicos) (Sohn et al., 2006). Para el presente estudio se esperaba
entonces que los pacientes TT fueran los mas afectados en cuanto a la toxicidad
hematolégica sin embargo no fue el caso. Por un lado la razon a esto esta en que solo se
presentaron dos pacientes con este genotipo, pero por otro lado hay estudios con digoxina
en que no se ha reportado diferencia en los niveles plasméticos entre sujetos sanos
caucasicos que portan el alelo 3435C y los 3435T (Sohn et al., 2006)

Otros estudios realizados con respecto al polimorfismo MDR1 3435 se han realizado
evaluando la resistencia a ondansetron en terapias antiheméticas. El problema de la emesis
aumento notoriamente con la aparicion de cisplatino y ain méas con el aumento de dosis de
este mismo para el tratamiento del carcinoma epitelial de ovario y para los tumores de

cabeza-cuello y de pulmén (Rubio y Sanchez, 1999).
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El descubrimiento de las propiedades antiserotoninérgicas de altas dosis de
metoclopramida y su eficacia en el control del vomito inducido por cisplatino condujo a la
aparicion de los antagonistas de la serotonina (antagonistas 5-HT3) (Sanchez, 1999).
Ondansetrén es uno de los farmacos mas utilizados para combatir las nduseas y vémitos
posteriores a la quimioterapia y se han descrito polimorfismos que podrian influir en su
accion (Farhat et al, 2013)

En particular para este estudio, la mayoria de los pacientes que sufrieron de nduseas
no presentan el polimorfismo MDR1 3435 homocigoto mutado, esto es concordante con
estudios como el de Chio et al. 2010 que demostré una significativa asociacion entre el
polimorfismo de ABCB1 y la respuesta a ondansetron en pacientes post-operatorios o el de
Siddiqui et al. en 2003 que demostré que pacientes epilépticos con el genotipo TT para
ABCBL1 3435 exhibieron mejor respuesta a ondansetron (Farhat et al., 2013).

Continuando el andlisis desde el punto de vista de polimorfismos, se observd que
para CYP3A4 y CYP3AS5 casi todos los pacientes presentaron el genotipo wild type y
homocigoto mutado respectivamente, a excepcion de un heterocigoto para CYP3A4. Se
sabe que la enzima CYP3A4 es el principal, representando el 30% del total del citocromo
P-450 en el higado. Las isoenzimas CYP3A4 y CYP3A5 contribuyen al metabolismo de la
mayor cantidad y mas variados grupos de medicamentos de uso en la actualidad, aunque
la 3A5 se expresa mucho menos que la 3A4 y carece de sustratos especificos (Andres
Arribas, 2010). Algunos estudios que evallan los polimorfismos -392G y 6986G para
CYP3A4 y CYP3AS respectivamente se han relacionado con un mayor riesgo de presentar
cancer de células germinales testiculares debido al alto nivel circulante de estr6genos
maternos durante el embarazo (Starr et al., 2005).
Se sabe también de la facilidad con que puede ser modulada la actividad enziméatica de
CYP3A4, pero contrasta esto con el hecho de que no se han demostrado correlaciones
genotipo-fenotipo farmacoldgico y no existe evidencia de una contribucion significativa de
los polimorfismos genéticos en la actividad de la enzima (Arribas, 2010). En este contexto,
se ha estudiado el funcionamiento concertado de CYP3A4 con P-glicoproteina para reducir
la concentracion intracelular de xenobidticos, especificamente un estudio analizo6 el efecto
modulador de los glucocorticoides sobre CYP3A4 y P-glicoproteina en la farmacocinética
de etopdsido y su metabolito catecol en nifilos con leucemia linfoblastica aguda
observdndose que cuando ocurre la induccion generada por el glucocorticoide sobre
CYP3A4 y CYP3AS5 ocurre también un aumento del clearance de etoposido, sin embargo,

el efecto observado no es concluyente. Al mismo tiempo, los pacientes con genotipo CC
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par MDR1 3435 tendrian aumentado el clearance de etopésido cuando se los ha tratado

con glucocorticoide (Kishi et al., 2010).

8

Conclusiones

En el presente estudio se logré implementar con éxito la técnica PCR-SSCP y posterior

tincion con nitrato de plata para genotipificar UGT1A1*28, metodologia considerada

“gold standard” para su determinacion, y compararla con los resultados obtenidos por

PCR-tiempo real, determinando de este modo, su frecuencia en voluntarios sanos

chilenos. La comparacién de ambas técnicas permitié definir que si bien la tincién por

nitrato de plata es mas compleja, posee mas pasos susceptibles a cometer errores y

demora mas tiempo, es una técnica que presenta mejor especificidad y resulta mas

econdmica, a diferencia de la metodologia Tagman que en particular su fundamento de

primers marcados con fluoréforos es muy susceptible al ensanchamiento del rango de

fusién y la compresion de la temperatura de fusién entre genotipos diferentes, lo cual

puede dar resultados ambiguos.

Se logré genotipificar y determinar con éxito las frecuencias alélicas y genotipicas de

las variantes polimoérficas de ABCB1 3435>C/T (rs1045642) mediante PCR-RFLP,

ABCC3 -211C/T (rs4793665), CYP3A4*1B (rs2740574), CYP3A5*3 (rs776746)

mediante PCR-RT y UGT1A1*28 (rs8175347) mediante PCR-RT y SSCP, en pacientes

con CaT. Mostrando que:

- El genotipo wild type para MDR1 3435 es el predominante en pacientes con CaT.

- El genotipo wild type para CYP3A4*1B es el predominante en pacientes con CaT.

- El genotipo homocigoto mutado para CYP3A5*3 es el predominante en pacientes
con CarT.

- Los genotipos wild type y heterocigoto para UGT1A1*28 presentan frecuencias
semejantes en pacientes con CaT.

- El genotipo homocigoto mutado para ABCC3 -211 es el predominante en pacientes
con CarT.

Se identificaron con éxito las variables clinicas asociadas con la toxicidad en pacientes

con CaT sometidos a quimioterapia con etopésido. Los examenes mas importantes

fueron el hemograma y el de quimica sanguinea. Con estos examenes se pudo definir

que el perfil toxicolégico para este esquema quimioterapéutico consiste en vémitos,

nauseas y reacciones de tipo hematoldgicas.
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Se identificaron con éxito las variables clinicas relacionadas con la eficacia del
tratamiento en pacientes con cancer testicular sometidos a quimioterapia con etopésido.
Todos los pacientes presentaron respuesta Optima al tratamiento a excepcion de 3 de
ellos que tardaron en lograr estabilizarce sus marcadores tumorales.

Solo un paciente presento recidivas por lo cual fue necesario aplicar 4 ciclos VIP.

No se encontrd asociacion entre reacciones adversas y genotipos, a excepcion de
MDR1 3435 y nauseas.

Se comparé el esguema quimioterapéutico etopdsido-cisplatino vs bleomicina-
etoposido-cisplatino, mostrando que el esquema EP presentd menor ocurrencia de
efectos adversos como anemia, leucopenia, linfocitopenia, neutropenia, neutropenia

febril, neurotoxicidad y trombocitopenia que el esquema PEB.
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a nuestro Reglamento le doy Aprobacion Ejecutiva.
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PRESIDENTE CEI-S.S.M.N.
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10.2 ANEXO N°2, CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El objetivo de este documento es entregar la informacién necesaria para que Usted
decida voluntarismente si desea parlicipar en esta invesligacian,

Estimado Sefior(a)

Nos dirigimos a usted con ¢l propdsito de selicitar su colaboracién en ¢l proyecto de
investigacién “Mejorando In evaluacién del riesge de céncer testicular y su
farmacoterapia a través de la farmacogendmica (Improving testicular camcer risk
evaluation and pharmacothernpy through pharmacogenomics)”

UBIETIVO

Este estudio tiene como objetivo obtener informacion que en un futuro permitird disefar un
perfil genético que facilite ¢l disgndstico de 1a susceptibilidad de la poblacidn a presentar
céncer testicular ¥ que permita optimizar las dosis de los medicamentos utilizados en la
quimioterapia de modo que se observen menores efectos scoundarios y mejor respaesta
clinica.

EROCEDIMIENTOS

Su colaboracién en este proyecto consiste en Ja dopacién voluntaria de una muestoa
sanguinca, de aproximadamente S oo, o de una muestra de oflulas de mucosa oral que s¢
encuentran en la saliva (hisopado bucal), las cnnl serin eximidas con un sislema esténl v
por pessonal calificado, de tal manera de evitar cualquier riesgo. Esta muestra seré utilizada
para obtener DNA (material genético) para estudiar los genes de las cozimas que participan
en la respuesta a cisplatino, bleomicing, etopdsido, |

Para oficializar su colaboracién voluntaria en este Lipe de estudio, usted deberd lenar una
breve fichn clinica de In investigacién que incluye datos de identificacién personal y
médica a la cual el equipo investigador tendré acceso.

Estos estudios genéticos serdn realizados cn ¢l laboratorio de Carcinogénesis Quimica y
Farmacogenética (COF) de 1a Facultad de Medicina de Ia Universidad de Chile.

BRIESGOS/BENEFICIOS

La dnica molestia cventual puede ser fa aparicidn de un pequeno hematoma (moretén) en la
zona de toma de muestra sunguinea fo cual es infrocuente y no represenia un ricsgo
relevante.

No existird un beneficio directo a su persona, sin embiargo, los resultados ablenidos con su
muestra 3 futuro podrian permitir ¢n pacieales en tratsmieato de guimioterapia utilizar
esquenas terapéuticos més personalizades, con menos reaccionss adversas y més efectivos.
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COSTOS

Este estudio no tiens costo slguno para Ud. Tedo andlisis o examen propio del proyecio ¥
que no 500 necesaris pars el estudio o tralamiento hubitual de su enfermedad seedn
financindas por ¢l presemts proyecio de investigacitn.

CONFIDENCIALIDAD

Se le asegura que tanto ¢l investigador peincipal como Los demds integrantes del grapo de
investigacién garantizarén la peivacidad de la infoemacifn que Surjn de Su examen
cientifico,

La muestra serh almacenads medianto un obdigo, ol cual no revelard informacidn persosal y
ahmmmdmmmwwmdslmmmmao Los resultados
obtenidos en este estudio pueden see dados 3 conocer a usted, sclamente une vez que estos
s¢ encuentren disponibles v en ia forma y formsto que el comilé de éica pestinente 10
establezca.

Ademds ¢5 necesario extracr datos clinioos relevantes desde su ficha clinica, pars esto, su
identidad serd codificada Igusd que sus muestras sanguineas, Sélo so equipo tratante tendrd
acesso & su flchs clinica.

Sus muestras serén almacenadas por un periodo de 5 afos en &l labortorio CQF, buja la
responsabilidad del Dr. Luls Quiilones v serén utilizedas exclosivamente para [os fines de
esie estudio.

YOLUNTARIEDAD .

Su decision de participas en el estudio es shsolutemente voluntasia, Ud. tiene el derecho de
negarse & participar en el estudio o solicitar la destruccibn de su muesira de ADN, sin
cxpresar razén ol causs y sin que &3lo sigrifiqus perjuicio alguno para usted.

DERECHOS DEL FARTICIPANTE

81 usled requisre cualguber virs Informuclin sobee su pardelpacidn en esie esudio puede

comunicarse con el Dr. Luis QuiSiores S, investigador cieptifica (F: 02-26817756, e-mail:

Wmmmohpnmmmmwmmmwmmv
mall: bertacerda@gmail.com ).

Nota:  Este consentimiento informadoe puede comener palabvas gue wited no comprenda Pov
Saver, consmlte ol médico raspontable o o cualguiera de lor colaboradores, cnalgniar palobra o
infarmacidn gre vsted no comprenda clarawente, antes o darante of estialo
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N O 25 el o e e L

He sido invitado(s) a panticipar como volumiaric(s) en el proyecto de investigacidn titulado
“Mejorando la evaluacién del riesgo de cdncer testicnlar y su farmacoterapia a través
de In farmacogenémica (Improving testicular cancer risk evaluation and
pharmacotherupy through pharmacogenomics)”, dirigide por los Doctores, Luls Quifomes

y Berta Cerda.

He leide y comprendido b informacién eatregada para mi comsentimiento informade, ¥ s¢ me
han explicado todas mis dedas, por o tanto:

Indique:
Sto NO

Aspectos o ambitos

Conozeo y entiemdo o OBIETIVO del estudio.

-

Comprendo y acepto los PROCEDIMIENTOS a los cuales debo someterme,

Comozeo los posibles RIESGOS y BENEFICIOS asoclados a mi participacién en
este estudbo,

Acepto los resguardos sobre In CONFIDENCIALIDAD de mis datos personakes,
resultados médicos, anklisis dinicos de laboratorio,

Estoy totalmente informado sobre la VOLUNTARIEDAD de mi participacién
en este estudio, v completamsente cossciente de la posibilidad de retirarme ded
estadio s yo asi lo dotw-i-o:

He sido instruido sobre mi DERECHO a consultar cualquier dud s referente af
presente estudio v de retirarme del estudio si vo asi lo determing,

Leldo y entendido o] presente consentimiento, acosdo 3 participar como volMnIarno o= este estudio,

firmando ¢l presente docunseno,

r
RUT ¥y Firma RUT Y Firma lavestigador RUT y Firma Respomsabbe do
Voluntario Responsable o Defegado | I tom=a del C.1 |
“Esta investigacidn fue evalvade y aprodada por ¢l comité de ética en bretfigacidn en seres

framancs (CEISH), en cato de dudas sobre sus Horcohos favar consuliar ol Fano: 29786923 o via
emsail: wvidelo@med. uchile.cl

ceVSSMNORTE M“

Oy, M ;—-“""—_——_—_ 3
e bl 19s . 24
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10.3 ANEXO N°3, FORMULARIO DE REPORTE DE CASO

Proyecta de Investigacida Céncsr Testieular Fondesyt Reguiar ¥1140434

ANEXO V FORMULARIO DE REPORYE DE CASQ
ticbds [TT] e (3000
HOJA DE INGRESO PACIENTES (CRF1)

GRUNO SANGUINED: [: N Feer €T
L. IDENTIFICACHON:

FECHA MU rur{ "] remase Recuwientes| ]
{ : t ]

AMZLIIN PATIRND APRLLIPO MATERNO NOARRES

[ s | ==}

TRECCHIN TELEFONOS Foaal

S — - I
msoe [ ) nmnG .

IL- ANTECEDENTES DE LA ENFERMEDAD:

Dregrostice: | s g
Tiermgo gir thene 3 enk raedad s L__c] meses D
Reautinde & blegatec | a |
NI« FAMILIARES CON CANCER:
Pafur, enerme dadi s w0 eswe[]  mew S5
Azoeley potevion, esfennedali Sl D H’oD o umD Tpes,
Malre, saleameda si[ x&[j woswe[]  vmes_
Al Xgten, exbermedat SIT] Na[] Nesre ] Tue
Hennms, enkrmndsl a0 w[d Newme[] . Ty .55,
Hils, etevmcant s WD) sewed  mye

V. EXROSICICN A AGENTED TOXICOS:

remador §i 7] wa [ cogarrttosto ) Twomga[ ]

Ex-Fusader  Clgmthasitla [ ] T[]

atessal S Ne [] Copmiane ] copmtaesmm[ | Tompe ]
ExBobwior Coymiin[ | Coprsitiosoresa | Toemp[ ]

Corswme e Srogas S‘ID No D Tadigue drega :

TRATAMIEBNTO §
Ewmz
u-pum| |my.8°“| |m‘um[:]u




Peoyosts de Investigactin Cdncer Tostheular Pandeeyt Regudar #114084

HOJA DE EVENTOS ADVERSOS (CRF2)

Facha CEVCT020100 cilow O oicoes (L) pigim e 0

o] on oo comuense ] () 1] o 0) (] [

s [0 5] e
:;«:;'::’--mo mml}a ) ‘Pracumin, o o wel_|[ ] E

Accida Torady;
Nngen Qb e desis medl 5
Traterriento lanmaccléglcn Déscontinsichd termparel med
Tratarriento so famm coltigios Oiscontinddyil dethaifun st
Howpakzacidn Destorncida uctry
Dmacrpeica Mochin Yeeads
Ferdtado [oateomm):
Fate/Mee . Faciparadal Rasaelto sis secuatas
Ho recuperada/ha rasvelto Recspaedndose/ Reschvierds
Roouparydof Resuahis con secueles Oesconicido & sira
Cmificachin Fu ;
Fatal joesidtads de oeite) ) Discagacidad persistente o slgrillcatin incepacided
Amerars i vide Aesqeiere Insermrchin quinivgica X
Requisre bnpitalaackén o Nieguna e lax anariores {r0 serio)
prabasga hos rlealloni oA aehtants v
Sulwcinsads con pimiceaie '
[ oetine wocamds [ ersus toch O torescionsdo "
A eipermde . 4 EA e
DsOw . a .

16

‘g4 DICAB

81



Proyecta de tavestipacile Clncer Tosticnlar Fomdecyt Regular ¥1L40434

HOA DE SEGUIMIENTD EVENTOS ADVERSOS (CRF3) s

Facha controd medico m/mmoﬂ InldalasEED Pagina mde ED

pe oo ¥
" L

Prossncia (7) @ Mxeadia ) 4e Svamin 2dvwso (BE] e ia canila ousdrada.
Facho 40 grlesey oo ow o A ER T caredo Slakmen oo
Drawscad el LA 1-EULV
Feacrmrc s ol EA T Canio AN 4 vl pou s, Lorsana s, irwees 1 3 ok,
Duaracitn del G210 0 1 30 d s, sereasan, manes 11a8ce,

" da: réagans 1T P kg co L T Jarss N o
S Ceal . nfardoed L dapletion 7L DN 0 3 o

] Iadicande of P Vscdid a0 851 2abdo X1 blecerdct ra ML

™ " chie vt afigeens casill A
B0 S0 3 BRI S Lt 1 L, conpita KRBt 9 B0 3 hee0. Mara BA* comaletsr o oo 3 eVl e s,
indemrad e & ks, .

EBrolo Adverss Facin EA Grado Fracuerca Duraddn Acclén
twrmle

“Clarcen
Hoeseas el odon
Cumaneds
-
Hernduod cidad

Proausslitis D
Nwuracalthe Inteesfcial
Abeosis gedporar

L i . s
Wl‘:;‘e;:lh ' '
Aoty 3
Hauweqwri s
Loucareia Secondarla 2 -
Moo 2
“Avoudd
Sy 1 ded
Aebitis
Hipergawaton i
Hsrprgiwslaciéo
“ {]
rash st inan
(s carmadion

Tlo

awo
ot
dvo
Oko
Oro

a9

0LDICNE

~pa

82



Proyecto de lavestigaciée Chncrr Testicular Fondecyt Regalar #1140434

HOJA DE EVENTOS ADVERSOS (CRF2)

Fechs LI/ 2010 crtone[])

iicises [T pigna[ e 0]
Qeimictecapia
oo Macn Dosis die 1 | Dosisd@n2 | Dosasdta 3 | Doske din @
Chelatno P
Eropdaido
[Sleondcinn ]
fiesthid flamaca canvamitance: o
0 = O w
Firmaco Aarcs Dosls Frocoercin | Viscdoadm | Fechade | Fechade Mosive
iricio thmng | Prescipoion |
47

83



Proyeéto de investigacidn Cincer Testlenlar 1...0..&4 Rogular #1140M34

HOJA SECIEMIENTO EXAMENES {CRF-4)
...... ) _a.&Duu a&h_uoh_u o )

ﬂ!lﬂﬂﬂ“‘ i
REERRE

A cvenm phourie

i

id

mmrse el

oiare noadne

1
3
H
T

SEOTHEERE
EEREnTNnE

GEI-SSM. ZOhw.
&
nurfa#!.n ‘\NN\\.\

24DICHE

84



Proyects de tavestigacién Cincor Testicnlar Fomdecyt Kegalar #11460434°

HOZA SEGUIMIENTO EXAMENES (C37.4)

85



