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1. Resumen

Introduccion: las infecciones en pacientes diagnosticados con neoplasias hematoldgicas

que se encuentran en tratamiento antineoplasico citotoxico son comunes y a menudo muy

graves, aumentando la morbilidad, mortalidad y los costos asociados a la terapia.

Actualmente no existen herramientas que incorporen el factor genético y que puedan

explicar la probabilidad de incidencia de las infecciones ni predecir los periodos de mayor

riesgo.

Objetivo General: Establecer asociaciones, con un fin predictivo, entre variantes

genéticas en proteinas involucradas en la farmacocinética de antineoplasicos

(transportadores y enzimas de metabolismo), junto con otras asociadas a la respuesta

inmune, con la incidencia de infecciones y los periodos de mayor riesgo en pacientes

hemato—oncol6gicos en tratamiento antineoplésico.

Obijetivos especificos:

¢ Determinar asociaciones entre variantes genéticas de las enzimas de biotransformacion
CYP3A4, CYP3AS5 y los transportadores ABCB1, ABCC2, ABCG2, OAT4 y OAT2,
con la incidencia de infecciones y con el inicio y duracion de la neutropenia en
pacientes hemato-oncoldgicos en tratamiento antineoplésico.

e Determinar asociaciones de riesgo entre variantes genéticas en las proteinas CARDS,
IL-6, IL-18 y TLR2 con la incidencia de infecciones y con el inicio y duracion de la

neutropenia en pacientes hemato-oncoldgicos en tratamiento antineoplasico.
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o Determinar el valor predictivo de las variantes genéticas asociadas a las proteinas antes
mencionadas (OE 1-4) utilizando modelos de regresién como aproximacién preliminar
de respuesta la clinica en pacientes hemato-oncologicos en tratamiento antineoplasico.

Metodologia: Estudio de cohorte mixta en pacientes adultos (n= 50) diagnosticados con

neoplasias hematoldgicas y en tratamiento citotoxico. Los genotipos fueron determinados

por la metodologia de real time — PCR usando sondas TagMan®. Los factores de riesgo
fueron determinados mediante regresion logistica.

Resultados: Se analizaron en total 203 ciclos de quimioterapia en 50 pacientes (47,8

+16,1 afios; 56% mujeres), incluyendo 13 (16%) con leucemia linfoblastica aguda y 12

(24%) con leucemia mieloide aguda. Los polimorfismos CYP3A4 rs2242480C>T y OAT4

rs11231809T>A, relacionados a la farmacocinética y los polimorfismos TLR2 rs4696480T>A

e IL-6 rs1800796C>G, asociados a la respuesta inmune/inflamatoria; se asociaron

significativamente a la incidencia de infecciones. Las variables clinicas y sociodemogréaficas

incluidas en el modelo final fueron el ciclo y tipo de quimioterapia, el diagndstico, los dias en
neutropenia severa, el sexo y la edad. El pseudo R? del modelo fue 0,56; el p-value de la prueba

de Hosmer- Lemeshow fue de 0,98; indicando que el modelo tiene una buena bondad de ajuste. Y

el area bajo la curva ROC fue de 0,93, mostrando una buena discriminacion de diagndstico.

Conclusiones: Variantes polimorficas en los genes que codifican las proteinas CYP3A4,
OAT4, IL-6 y TLR2 ayudan a predecir las infecciones en pacientes con neoplasias
hematoldgicas en quimioterapia citotoxica. Los hallazgos podrian ayudar a optimizar las

terapias, generando tratamientos mas seguros para los pacientes con cancer.
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2. Abstract

Introduction: infections are common and often very serious in patients diagnosed with
hematological neoplasms who are under cytotoxic antineoplastic treatment. Infections
increase morbidity, mortality, and costs associated with therapy. Nowadays, no tools are
incorporating genetic factors to explain the probability of infections or to predict the most

significant risk periods.

General Objective: To establish associations, with a predictive purpose, between specific
genetic variants in proteins involved in the pharmacokinetics of antineoplastic drugs
(transporters and metabolic enzymes), together with others associated with the immune
response, with the incidence of infections and periods of higher risk in hematological

malignancies patients undergoing cytotoxic antineoplastic treatment.

Specific objectives:

* To determine associations between genetic variants of the biotransformation enzymes
CYP3A4, CYP3AS5 and transporters ABCB1, ABCC2, ABCG2, OAT4, and OAT2, with
the incidence of infections and with the onset and duration of neutropenia in hematological

malignancies patients under antineoplastic treatment.

* To determine risk associations between genetic variants in the CARDS, IL-6, IL-1p, and
TLR2 proteins with the incidence of infections and with the onset and duration of

neutropenia in hematological malignancies patients under antineoplastic treatment.
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* To determine the predictive value of the genetic variants associated with the proteins
mentioned above (OE 1-4) using regression models as a preliminary approximation of
clinical response in hematological malignancies patients undergoing antineoplastic

treatment.

Methodology: A mixed cohort study in adult patients (n = 50) diagnosed with
hematological neoplasms and undergoing cytotoxic treatment. Genotypes were
determined by real-time-PCR methodology using TagMan® probes. Risk factors were

determined by logistic regression.

Results: We analyzed 203 chemotherapy cycles in 50 patients (47.8+16.1 years; 56%
women), including 13 (16%) with acute lymphoblastic leukemia and 12 (24%) with acute
myeloid leukemia. The polymorphisms CYP3A4 rs2242480C>T and SLC22A11 (OAT4)
rs11231809T>A and the polymorphisms TLR2 rs4696480T>A and IL-6 rs1800796C>G
were associated with infection incidence. The clinical and sociodemographic variables
included in the model were cycle and type of chemotherapy, diagnosis, days in severe
neutropenia, sex, and age. The pseudo R? of the model was 0.56; the p-value of the
Hosmer-Lemeshow test was 0.98, indicating the model has good goodness of fit, and the

area under the ROC curve was 0.93, showing good diagnostic discrimination.

Conclusions: Polymorphic variants in the genes encoding CYP3A4, OAT4, IL-6, and
TLR2 proteins help to predict infections in hematologic malignancies patients undergoing
cytotoxic chemotherapy. The findings could be used to optimize therapies, leading to safer

treatments for cancer patients.
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3. Introduccién

Las infecciones en pacientes con cancer en tratamiento con quimioterapia citotoxica
representan un evento adverso grave que se presenta en un 30% en la poblacion de riesgo

y genera una mortalidad de alrededor de un 11% (1-3).

La ocurrencia de una infeccion tiene consecuencias clinicas directas, ya que pueden
provocar o prolongar una hospitalizacion, aumentar la carga de medicamentos que recibe
el paciente, retraso de ciclos de quimioterapia, hasta poner en riesgo la vida del paciente

(4, 5).

Los costos de hospitalizacién aumentan un 300% en promedio cuando el paciente presenta
un proceso infeccioso, incrementando el valor la medicacion, examenes de laboratorio e

imagenologia (datos derivados de esta investigacion, no publicados).

Un paciente con cancer en quimioterapia tiene una mayor susceptibilidad a sufrir una
infeccion dados diferentes factores, entre los cuales se encuentran la alteracion de barreras
anatomicas, instrumentalizacion, procedimientos invasivos, la misma patologia y
medicacion antineoplasica que le confiere un mayor grado de neutropenia y por lo tanto

una menor respuesta inmune celular ante agentes patdgenos (6-8).

Infecciones en neoplasias hematoldgicas

Uno de los tipos de cancer con mayor susceptibilidad a tener infecciones y de mayor
gravedad son las neoplasias de tipo hematologico, que comprenden leucemias, linfomas y

mielomas (7).
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La mayor susceptibilidad en las neoplasias hematoldgicas se da por dos causas principales:
En primer lugar, debido a la patologia en si, dado que existe una alta proliferacion de
células de la linea blanca en la médula dsea, lo que conlleva a una falta de maduracion de
los leucocitos impidiendo su correcto funcionamiento y por consecuencia mayor

susceptibilidad a infecciones (9).

En el caso de las leucemias, se ve mas afectado el sistema de respuesta inmune innato, en
que las células con actividad fagocitica, especialmente los macro6fagos neutrofilos, no
alcanzan el nivel de madurez necesario para detectar y eliminar patdgenos, esta condicion
es mucho méas marcada en las leucemias del tipo linfoblastica o linfoides, pero es

transversal a otras leucemias (10).

En el caso de linfomas, se afecta en mayor medida el sistema de respuesta inmune
adaptativo, ya que son los linfocitos el tipo celular que ve méas disminuido su proceso de
maduracion, decreciendo su reconocimiento de antigenos y por lo tanto las sefiales de

inflamacion no se desencadenan eficientemente (11).

En segundo lugar, el otro factor que provoca que los pacientes tratados por neoplasias
hematol6gicas sean mas propensos a las infecciones es el tratamiento en si. La
quimioterapia administrada busca generar una aplasia de la médula dsea, ya que son
aquellas células las que se dividen anormalmente en estas patologias, lo que trae como

consecuencia una profunda neutropenia (12, 13).
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Quimioterapia en pacientes hemato-oncoldgicos

El tipo de quimioterapia mas utilizada actualmente en este tipo de pacientes es utilizando
medicamentos citotoxicos, es decir, medicamentos que afectan la division celular

interfiriendo procesos claves y causando la muerte de la célula en la que actdan (14).

La quimioterapia citotoxica tiene la gran desventaja de su alta toxicidad, ya que, al no ser
medicamentos especificos para un tipo celular o un marcador, afectan a cualquier célula
que esté en division. Esta caracteristica hace que sean efectivos para el control de
neoplasias, dada su alta tasa de replicacion, sin embargo, también se asocian a reacciones
adversas dada la destruccidn de otros tipos celulares. Es por esto por lo que son comunes

eventos como la alopecia, malestares intestinales, anemia y neutropenia (15).

La neutropenia, en este tipo de pacientes, es un evento esperado e incluso buscado con la
terapia, dado que son las células progenitoras hematopoyéticas las que se encuentran con
una proliferacion mas alta de lo normal. Esto trae como consecuencia la incidencia de
periodos prolongados de neutropenia, los que varian en magnitud segun el paciente y el

esquema terapéutico (16).

Algo que tienen en comun gran parte de los esquemas quimioterapéuticos utilizados en
este tipo de paciente, es el potencial de aplasia de la médula 6sea, dado que es ese el blanco
terapéutico. La incidencia de reacciones adversas, asi como su gravedad, pueden variar

segun los medicamentos que se incluyen en el esquema especifico (14, 15).

Unos de los esquemas altamente utilizado es el esquema Hyper CVAD, que es un esquema

de dos fases, es decir que se dan distintos medicamentos en segln la fase. La fase | se
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compone de ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina y dexametasona. Por otro lado, la
fase Il incluye metotrexato y citarabina. Este es un esquema altamente utilizado en el
tratamiento de leucemias linfoblastica aguda, linfoma no Hodgkin y otros tipos de

leucemias en adultos (17, 18).

Otro esquema utilizado en leucemias agudas es el que incluye daunorrubicinay citarabina,
conocido como 3+7, dado la cantidad de dias que se administra cada uno de los
medicamentos mencionados en un ciclo de induccion, luego, durante la consolidacion, se

utiliza citarabina (19).

Otro esquema enfocado en leucemias agudas es el llamado esquema 15-30, que también
incluye medicamentos distintos segun si se trata de una induccion o una consolidacion.
En el primer caso incluye dexametasona, vincristina, daunorrubicina, y asparraginasay en
la consolidacion incluye 6-mercaptopurina, ciclofosfamida, citarabina, vincristina y

asparraginasa (20).

Dado el alto potencial de aplasia de la médula 6sea que caracteriza a los esquemas
mencionados, es que las reacciones adversas del tipo hematolégicas son muy frecuentes,

teniendo una incidencia mayor al 80% en la globalidad de los pacientes (14, 15).

Uno de los eventos frecuentes que pone en riesgo potencialmente la vida de los pacientes
es la neutropenia, dado que genera una mayor susceptibilidad a infecciones graves que

pueden llegar a ser mortales (10).
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Neutropenia en pacientes hemato-oncoldgicos

La neutropenia se define como un recuento absoluto de neutréfilos (RAN) menor a 2000
células por milimetro cubico y se clasifican segun su severidad en grado 1 con un RAN
entre 1500 y 2000, grado 2 entre 1000 y 1500, grado 3 entre 500 y 1000 y grado 4 con un

RAN menor a 500 (21).

En pacientes hemato-oncoldgicos, la neutropenia de grado 4 es un evento comun que
llegan incluso a un RAN igual a cero, es decir, el paciente no presenta neutréfilos en
circulacion y pueden mantenerse en ese estado por alrededor de dos a cuatro semanas,

siendo este el periodo de mayor riesgo de infecciones (22).

Hasta la fecha no se puede determinar con precision ni el inicio ni la duracién del periodo
de neutropenia, esto genera dificultad en la administracion y duracion de la profilaxis, la
programacion de aislamiento y la evaluacién de riesgo en caso de presentarse neutropenia

febril (5).

La neutropenia febril es una urgencia oncoldgica, que implica una medicion de
temperatura de 38,5 °C o dos mediciones de 38°C separadas por una hora, en un momento
en que el paciente estd experimentando un periodo de neutropenia en cualquier grado.
Estas se clasifican segin la Multinational Association for Supportive Care in Cancer

(MASCC) por el riesgo de complicaciones en bajo y alto riesgo (23).

Algunas caracteristicas que permiten la clasificacion de alto riesgo son, entre otros, el

diagnostico de patologia hematoldgica, inicio de la fiebre en contexto hospitalario y RAN
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menor a 100 cels/mm?3 por mas de 7 dias, todas caracteristicas comunes en pacientes en

quimioterapia por neoplasia hematoldgica (23, 24).

El periodo de mayor riesgo de presentar una infeccidn en los pacientes en quimioterapia
es entre los 7 y 12 dias posteriores al inicio de esta, momento que coincide con el inicio y
la mayor profundidad de la neutropenia. Conocer con mayor exactitud cuando ser el inicio

permitira programar medidas preventivas con mayor eficiencia y uso de recursos (25, 26).

La variabilidad en el inicio y duraciéon de la neutropenia podria tener relacion con la
capacidad metabdlica y farmacocinética de los pacientes frente a la quimioterapia, es
decir, un menor metabolismo puede estar asociado a un aumento en los niveles
plasmaticos y esto a su vez relacionarse con un inicio mas rapido de la neutropenia o
podria aumentar la vida media de los medicamentos, lo que conduciria a una prolongacion

de su efecto conduciendo a una mayor duracion del periodo de neutropenia (27).
Farmacocinética de antineoplasicos y su relacion con la respuesta al tratamiento.

Entre los procesos farmacocinéticos mas estudiados, y en el que se ha descrito un mayor
impacto en la respuesta terapéutica es en el metabolismo de los medicamentos. Proceso
que consiste en la transformacion, principalmente enzimaética, de los principios activos o

sus metabolitos, con el fin de favorecer su excrecion (28).

Existen dos fases de metabolismo, la fase | consiste en reacciones de funcionalizacion,
cambios pequefios en la estructura molecular a través de reacciones de oxidacion,
reduccion o funcionalizacion. Las enzimas mas representativas de esta fase es la

superfamilia CYP450 (29).
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Este grupo de enzimas es el responsable del metabolismo de gran parte de los
medicamentos utilizados actualmente en la préctica clinica, uno de los representantes que

tiene una gran participacion es el CYP3A4 y también CYP3A5 (30, 31).

La enzima CYP3A4 participa en el metabolismo de un gran nimero de medicamentos, los
antineoplasicos no son la excepcion. Algunos de los medicamentos que sufren amplio
metabolismo por esta isoforma de CYP450 son Vincristina, ciclofosfamida y etopdsido
gue son medicamentos utilizados en el tratamiento de las neoplasias hematologicas,

especificamente en los esquemas Hyper CVAD y 15-30 (32).

Ademas de las enzimas, es necesario considerar otros actores en los procesos
farmacocinéticos como son los transportadores. Las familias mas estudiadas son las ATP-
Binding Cassette (ABC) y los Solute Linking Carriers (SLC), que participan en las fases

de absorcion, distribucion y eliminacion (33, 34).

El transportador ABCC2, esté involucrado en la eliminacion hepética y en la distribucién
hacia hepatocitos, por lo que modifica los niveles plasmaticos de los medicamentos.
Algunos de los sustratos que se han atribuido a este transportador son vincristina y
doxorrubicina, que forman parte de esquemas quimioterapéuticos en neoplasias

hematologicas (35).

Asi mismo, los transportadores de aniones organicos (OAT), pertenecientes a la familia
SLC, participan en la eliminacién de numerosos farmacos, dada su expresion a nivel a

renal, los transportadores OAT3 y OAT4 se ubican en la membrana basolateral y apical
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respectivamente, y participan en el transporte de numerosos medicamentos

antineoplasicos (36).
Genética como factor de variacion a la respuesta al tratamiento.

Uno de los factores que genera variabilidad en el metabolismo y eliminacion de
medicamentos entre los pacientes es la presencia de ciertas variantes en genes que

codifican para proteinas involucradas en la farmacocinética (28).

Las variantes mas estudiadas son los polimorfismos genéticos, que se definen como
aquellas variantes que en una poblacion normal se presentan con una frecuencia mayor al
1% y conducen a al menos dos fenotipos. El polimorfismo mas estudiado es el de
nucleétido Unico (SNP) que corresponde al cambio de una Unica base nitrogenada en la

secuencia de ADN (37).

Los polimorfismos genéticos pueden tener diferentes consecuencias en la capacidad
metabdlica de las enzimas de biotransformacion o en los transportadores de drogas, segun
su ubicacion en el gen e impacto en la proteina, aumentando o disminuyendo su
funcionalidad o la cantidad de proteina generada por cambio en la expresion génica (38,

39).
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Farmacogenética: Polimorfismos asociados a la farmacocinética de antineoplasicos.

Dos de las enzimas de biotransformacién mayormente implicadas en el metabolismo de
la mayoria de los medicamentos utilizados en el tratamiento de neoplasias hematoldgicas
es la CYP3A4 y la CYP3AD5, que en su conjunto participan en el metabolismo de la

mayoria de los medicamentos mas usados en leucemias y linfomas (40-42).

La funcionalidad y cantidad de las enzimas CYP3A4 Y CYP3A5 puede verse afectada
por la presencia de polimorfismos en sus genes respectivos. En el caso de CYP3AD5, el
SNP rs776746 (CYP3A5*3), conduce a la produccién de proteina no funcional debido a
un splicing alternativo en la maduracion del transcrito. Por otro lado, el SNP rs2740574
(CYP3A4*1B), ubicado en la regién promotora del gen, conduce a una menor

transcripcion, es decir una menor cantidad de enzima (43-45).

Otro polimorfismo que se ha asociado a una menor funcionalidad de la proteina CYP3A4
es la variante rs2242480, en la que el alelo C es el que produce el efecto mencionado (46).
Una menor funcionalidad o expresion de la enzima trae como consecuencia una mayor
acumulacion de los medicamentos metabolizados por esta via, eso se podria asociar a una

mayor tasa de reacciones adversas dosis dependientes.

Uno de los transportadores mas estudiados es ABCB1 o Glicoproteina-P que participa en
gran parte de los procesos farmacocinéticos y tiene como sustrato un amplio niumero de
farmacos. Se han estudiado polimorfismos que afectan su accion a distintos niveles. Por

ejemplo, el SNP rs2032582 ubicado en uno de los exones del gen disminuye la
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funcionalidad de transporte de la proteina y el SNP rs1045642 afecta la unién con el

sustrato (47, 48).

El polimorfismo rs12762549 en el gen que codifica para la proteina ABCC2 genera una
menor funcionalidad en el transportador. EI genotipo GG se ha asociado con un menor
clearence de ciertos medicamentos que son sustratos de transporte de ABCC2 (49). La
disminucion en la eliminacion a nivel hepatico que se podria atribuir al polimorfismo,
también se suma a que existe una menor distribucion hacia el higado y por lo tanto menor
metabolismo, esto sumado conduce a mayores niveles plasmaticos de medicamentos y

mayor probabilidad de desarrollo de toxicidad (35).

La eliminacion a nivel renal también se puede ver afectada por la genética, mas que a
través de la filtracion glomerular, se afecta la eliminacion por transporte activo, el
polimorfismo rs11231809 en el gen SLC22A9, que codifica para la proteina OATA4,
provoca una menor funcionalidad del transportador, el genotipo AA, se asocia a una

menor eliminacién de medicamentos (50, 51).

Conocer la capacidad metabdlica y de transporte de farmacos de cada paciente podria
ayudar a entender la variabilidad en la respuesta al tratamiento quimioterapéutico,
permitiendo optimizar las terapias y medidas asociadas, tanto farmacologicas, como la

profilaxis antibiotica, como las no farmacologicas, como el aislamiento preventivo.

Si, por ejemplo, estuviera disminuida la eliminacion debido a una menor capacidad del
transportador OAT4 producida por el SNP rs11231809, se podria pensar que el

medicamento alcanza mayores niveles a nivel plasmatico y, por lo tanto, tener un inicio
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mas temprano del efecto y de la neutropenia. Esto sumado a un menor metabolismo podria
comenzar a orientar y entender de mejor forma la respuesta del paciente frente a cada
tratamiento (51). Esto podria permitir una seleccion mas adecuada de los esquemas,

previendo mejor la respuesta.

Las variantes genéticas relacionadas a la farmacocinética que se estudiaran en este
proyecto se muestran en la Figura 1, ahi se muestra que algunos transportadores como
ABCB1y ABCG2 podrian tener un efecto en la absorcion de medicamentos, sin embargo,
la evidencia indica que dada la alta ubiquidad de la Glicoproteina P también podria afectar
la eliminacion. El transportador ABCC2 podria estar involucrado en la distribucién hacia

el higado, pero se ha mostrado que su mayor actividad es en la eliminacion hepética.

Lumen
intestinal

J

ABCB1

Eliminacién | Absorcién

ABCG2
Capilar

peritubular I

Excrecion urinaria

Excrecion fecal

Figura 1. Esquema de localizacidn de las proteinas (enzimas y transportadores) en que se
estudiaran los polimorfismos y el proceso farmacocinético involucrado.

24



Farmacogenética: Polimorfismos asociados a la respuesta inflamatoria/inmune.

Ademas de los factores genéticos del paciente relacionados a procesos farmacocinéticos,
es recomendable considerar los procesos que se desencadenan luego de iniciar la
quimioterapia. Dada la alta tasa de destruccion celular provocada por la terapia citotdxica,
se genera un proceso inflamatorio en respuesta. En el area de las infecciones en
inmunosuprimidos, la respuesta inflamatoria juega un rol clave, tanto en la deteccion
temprana como en el prondstico. Una menor respuesta inmune puede verse asociada a una
menor deteccion o a una mayor gravedad de la infeccion, tanto como a una mayor

susceptibilidad a sufrir procesos infecciosos.

Las interleuquinas (IL) son proteinas liberadas por los leucocitos, entre otras células, que
participan en el proceso inflamatorio y que, por lo tanto, estan relacionados con la
respuesta ante infecciones, tanto a nivel de susceptibilidad, como en la gravedad o la
respuesta al tratamiento (52, 53). Estas IL también se pueden ver afectadas por la presencia
de variantes polimdrficas en los genes que las codifican. Por ejemplo, en el promotor del
gen que codifica para IL-1p, existe una variante polimorfica que conduce a una mayor
expresion, lo que se asocia a una respuesta inflamatoria exacerbada, lo que podria estar
relacionado con una respuesta mas temprana frente a infecciones y, por lo tanto, una

menor gravedad de estas (54, 55).

El polimorfismo rs1800796 en el gen que codifica para la IL-6 se relaciona con una menor
expresion de la proteina, esto tiene consecuencias en distintos aspectos, por un lado, se

genera un proceso inflamatorio menos eficiente y, por otro lado, puede provocar una
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respuesta distinta a ciertos tratamientos de enfermedades que involucran un proceso

inflamatorio (56).

El genotipo GG del SNP rs1800796, ubicado en el promotor del gen, se ha asociado a una
menor unién de la maquinaria transcripcional al promotor y por este motivo se produce
menos proteina. Esto podria estar relacionado a una menor activacion de los neutréfilos,

dado que las sefiales inflamatorias promueven la sobrevida de este tipo celular (57).

Otras proteinas relacionadas a la respuesta inmune son los Toll-Like Receptor (TLR), cuya
funcidn es detectar patdgenos circulantes y desencadenar la respuesta inflamatoria, por lo
gue una mayor actividad, como la provocada por el polimorfismo rs4696480 en el gen
TLR2, se asocia a una mayor secrecion de proteinas proinflamatorias y podria ser asociada
con un inicio de temprano de sintomas o una respuesta mas efectiva ante agentes

potencialmente infecciosos (58-60).

Las variantes polimorficas en genes que codifican para proteinas involucradas en el
proceso inflamatorio y respuesta inmune se relacionan con la respuesta a la quimioterapia,
dado que un proceso inflamatorio eficiente se asocia a la inhibicién de la apoptosis y, por
lo tanto, mayor sobrevida de algunas células, entre ellas de los neutréfilos. Por lo que, una
vez iniciada la quimioterapia, podria generarse un inicio mas tardio de la neutropenia (61-

63).

Las variantes genéticas involucradas en la respuesta inmune e inflamatoria y su relacion

con la sobrevida de neutrdfilos estudiadas en esta tesis se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Variantes genéticas relacionadas a la respuesta inmune/inflamatoria que
estudian en este proyecto y su efecto en la sobrevida de neutréfilo (figura extraida de una
de las publicaciones derivadas de esta investigacion).

Farmacogenética y su relacion con la susceptibilidad a infecciones.

En definitiva, la susceptibilidad a infecciones en pacientes hemato-oncoldgicos esta dada
por diferentes factores, algunos inherentes a la patologia en si, otros asociados al potencial
de aplasia del tratamiento con medicamentos antineoplasicos. Otros factores terapéuticos

como el uso de estimuladores de colonias de granulocitos podrian cambiar el riesgo de
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presentar una infeccion. Ademas, el sexo y la edad podrian jugar un rol en una mayor

susceptibilidad.

Pese a que se conocen algunos factores protectores y de riesgo para la incidencia de
infecciones, la respuesta es variable entre los pacientes, por lo tanto, es posible hipotetizar
que existen factores genéticos que permitan entender la variabilidad en la aparicion de los

de eventos y con esto, predecir su incidencia y el tiempo en que ocurrira el evento.

Las variantes genéticas asociadas a la farmacocinética de los antineoplasicos podrian
exponer al paciente a una mayor concentracion de los medicamentos y con eso generar
mayor probabilidad de toxicidad del tipo dosis-dependiente, con esto una mayor

susceptibilidad a infecciones.

Adicionalmente, los genes que codifican para proteinas que participan en la respuesta
inmune, podrian aumentar el riesgo de infecciones, ya sea por una menor respuesta frente
a un patdégeno, como a un proceso inflamatorio menos eficiente lo que no permite
prolongar la sobrevida de los neutréfilos, que son una de las principales defensas contra

las infecciones.

En la Figura 3 se muestra de forma resumida las variables que serdn analizadas en este
trabajo de investigacion, con una linea verde se observa graficamente la relacion propuesta
en esta tesis entre la genética (asociada tanto a sistema inmune como a farmacocinética)
con la variable respuesta, que corresponde a la infeccion, pasando por variables
intermedias que no seran medidas (circulo gris), pero que podrian explicar de mejor forma

la relacion entre factores. En lineas negras, y desde los circulos azules, se unen las
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variables que podrian modificar la respuesta al tratamiento, ya sea como factores
protectores o de riesgo y que se utilizardn para controlar los resultados, permitiendo

obtener resultados méas depurados.
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Figura 3. Grafo aciclico dirigido que resume las variables que se analizaran en la tesis y
su posible relacion con la presencia de infecciones. En verde se muestran los factores de
exposicion principales (genética) y en celeste se muestran los factores que se utilizaran
para controlar los analisis. En gris se muestran variables no medidas que podrian explicar
la relacion entre los factores de exposicion y la aparicion del evento.

De acuerdo con los antecedentes anteriormente sefialados el presente trabajo de tesis

plantea la siguiente hipétesis:
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4. Hipotesis

Variantes genéticas relacionadas a la farmacocinética de antineoplasicos sumadas a
variantes genéticas asociadas a respuesta inmune/inflamatoria, pueden predecir el riesgo
de infeccion en pacientes diagnosticados con neoplasias hematoldgicas en tratamiento

citotoxico.

5. Objetivos

Para la comprobacién de dicha hipétesis se plantearon los siguientes objetivos:

5.1 Objetivo general
Establecer asociaciones, con un fin predictivo, entre variantes genéticas involucradas
en la farmacocinética de antineoplasicos (transportadores y enzimas de metabolismo)
y asociadas a la respuesta inmune, con la incidencia de infecciones y los periodos de

mayor riesgo en pacientes hemato — oncoldgicos en tratamiento antineoplésico.

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar asociacion entre variantes genéticas de las enzimas de
biotransformacion CYP3A4, CYP3A5 vy los transportadores ABCB1, ABCC2,
ABCG2, OAT4 y OAT?2, con la incidencia de infecciones en pacientes hemato-

oncoldgicos en tratamiento antineoplasico.
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Determinar asociacion entre variantes genéticas de las proteinas CARDS, IL-6, IL-
1B y TLR2 con la incidencia de infecciones en pacientes hemato-oncoldgicos en
tratamiento antineoplasico.

Determinar asociacion entre variantes genéticas de las enzimas de
biotransformacion CYP3A4, CYP3A5 vy los transportadores ABCB1, ABCC2,
ABCG2, OAT4 y OAT2 con el inicio y duracién de la neutropenia en pacientes
hemato-oncoldgicos en tratamiento antineoplésico.

Determinar asociacion entre variantes genéticas de las proteinas CARDS, IL-6, IL-
13 y TLR2 con el inicio y duracion de la neutropenia en pacientes hemato-
oncoldgicos en tratamiento antineoplasico.

Determinar el valor predictivo de las variantes genéticas asociadas a las proteinas
antes mencionadas (OE 1-4) utilizando modelos de regresién como aproximacion
preliminar de respuesta la clinica en pacientes hemato-oncoldgicos en tratamiento

antineoplasico.
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6. Metodologia

6.1 Disefio de estudio:

Estudio de tipo cohorte mixta, en que se reclutaron pacientes en la Fundacion Arturo

Lopez Pérez y el Hospital Clinico de la Universidad de Chile, durante la administracion

de quimioterapia y se siguié de forma ambispectiva durante todos los ciclos de

tratamiento.

6.2 Participantes:

Criterios de inclusién:

Pacientes con 18 afios 0 maés, que acepten participar mediante la firma de un
formulario de consentimiento informado.

Pacientes diagnosticados con neoplasias hematoldgica (leucemia, linfoma o
mieloma) y en tratamiento actual con quimioterapia citotdxica.

Pacientes que, basado en los criterios del equipo tratante, necesite ser

hospitalizado, para realizar un seguimiento intensivo del tratamiento.

Criterios de exclusién:

Pacientes que consuman medicamentos inmunosupresores para tratamiento de una
comorbilidad, diferente al cancer.

Pacientes con patologias (diferentes al cancer) que impliquen inmunodeficiencia.
Pacientes que consuman con regularidad medicamentos inductores o inhibidores
de enzimas metabdlicas.

Pacientes embarazadas.
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- Pacientes cuya historia clinica no pueda ser obtenida.
6.3 Procedimiento:
Los pacientes que cumplieron los criterios de seleccion fueron invitados a participar del
estudio, en este proceso se les explicd detalladamente en qué consistia su participacion,
incluyendo riesgos y beneficios, el proceso termind con la firma de un formulario de

consentimiento informado (Anexo 1y 2).

A los pacientes que aceptaron participar se les realiz6 una entrevista con el fin de realizar
la caracterizacion de la muestra. Ademas, se extrajo una muestra de sangre periférica de
5 ml colectada en un tubo con anticoagulante EDTA, de la cual se aislé el ADN desde
leucocitos periféricos centrifugados (buffy coat) utilizando un método comercial de

purificacion de ADN gendmico de sangre.

Para la extraccion de ADN se utilizaron kits comerciales E.Z.N.A Blood DNA kit de la
marca Omega Biotek®, para la extraccion desde una muestra de buffy coat, lo cual
permitio obtener ADN en forma simple, rapida y con una pureza adecuada para la
metodologia de genotipificacion. La concentracion de ADN y su pureza se determind
midiendo la absorbancia en el espectrofotometro NanoDrop DeNovix DS-11
Spectrophotometer. Se consideré como criterio de aceptacion para una muestra de ADN
gendmico una concentracion minima de 15 ng/mL y una razén de absorbancia 260/280 >

1,70.
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Una vez obtenido el ADN gendmico y cuantificado, El anélisis de los genotipos de los
pacientes se realiz6 mediante la técnica de real time Polymerase Chain Reaction (rt-PCR)

usando sondas TagMan®.

Esta técnica, consiste en que la sonda en su estructura contiene una molécula reportera
que es fluorescente (HEX o FAM) en el extremo 5’ y un quencher, el cual bloquea la
emisién de la fluorescencia de la molécula fluorescente o fluoréforo. EI quencher esta
ubicado en el extremo 3’ de la sonda. En la primera etapa del experimento, ocurre la
desnaturalizacion de las hebras de ADN, aqui los los primers forward y reverse hibridan
con secuencias complementarias a lo largo de las cadenas de ADN. La deteccién de los
productos se realiza cuando la Tag ADN Polimerasa, con su actividad nucleasa degrada
la sonda en el extremo 5, que se encuentra unido a la cadena molde de ADN, provocando
que se libere el fluoroforo reportero del quencher, resultando en la deteccion de
fluorescencia. Una vez finalizado el experimento, se analizan los resultados a través de

las curvas de amplificacion.

La técnica de rt-PCR se realiz6 en un volumen de 7 pL (30 ng/uL de ADN mas una
solucidn de reaccion con los siguientes volumenes: 3,5 uL de Master Mix, 0,35 pL de
sonda y 3,15 uL de agua libre de nucleasas). El protocolo de PCR consistio en una
activacion enzimatica a 95 °C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos, cada uno compuesto
de una desnaturalizacion a 95 °C por 15 minutos, alineamiento y extensién a 60 °C por 1
minuto. Las variantes genotipicas se observaron mediante la fluorescencia entregada por

el equipo.
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Las variantes genéticas involucradas en esta investigacion se resumen en la Tabla 1

Tabla 1. Variantes genéticas incluidas en este estudio

Enzima/

Frecuencia

Gen transportador rs Cambio (MAF) Poblacion
CYP3A4 CYP3A4 rs2740574 —392A>G 14,7% (*1B) | Chilena
CYP3A5 CYP3A5 rs776746 6986A>G 18,3% (*1) Chilena
SLC22A8 OAT3 rs11568482 | 64302950 T > A A: 3,5% Asiética
SLC22A9 OAT4 rs11231809 | 64302950 T > A A:43% 'I\E/IIIEXtS Se

rs2032582 | 87160618 A>C C:57,8% Mexicana
ABCB1 | GlicoproteinaP | rs1128503 | 87179601 A > G G:53,4% Mexicana
rs1045642 | 87138645 A>G G: 54,3% Mexicana
rs12762549 | 101620771 C>G | G:56,9% Mexicana
ABCC2 MRP2
rs17222723 | 101595996 T > A A: 24% Mixta
A:19,3% China
rs11568658 | 95863008 C > A
ABCC4 MRP4 A:13,6% Japonesa
rs3765534 | 95815415C>T T:18% Japonesa
ABCG2 BCRP rs2231142 | 89052323 G>T T:22,4% Mexicana
CARDS CARDS8 rs2043211 304 T>A A: 32% Mixta
TLR2 TLR2 rs4696480 -16934 A>T T:42% Mixta
IL-6 Interleuquina 6 | rs1800796 -572 G>C C:31% Mixta
IL-75 | Interleuquina 1B | rs1143627 -118 G>A A4T% Mixta
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6.4 Célculo del tamafio de muestra

Se calcul6 en base a un estudio de Cohorte no pareada, basada en los resultados obtenidos
hasta el momento y considerando un 30% de no expuestos positivos, un 60% de expuestos
positivos, se estima un OR de diferencia de 3,5 y una razon de prevalencia de 2. Con un
nivel de significancia de 5% y una potencia del 80%. El tamafio de muestra necesario es

de 88 pacientes (Utilizando el método de Kelsey).

6.5 Andlisis estadistico

Se utiliz6 estadistica descriptiva para la caracterizacion de la muestra tanto
sociodemogréfica, como farmacoldgica, mérbida y genética. Se generd una base de datos
en Microsoft Excel ®. Las diferencias estadisticamente significativas fueron asociadas a
un valor de p (p) <0,05 a dos colas. La prueba de normalidad de distribucion de las
variables continuas y discretas se realizé de forma gréfica con el histograma en conjunto

con el test de Shapiro-Wilk.

Las pruebas de asociacion bivariadas entre variantes genéticas y el evento de interés falla

terapéutica o eventos adversos, fue estudiada mediante la prueba estadistica X2.

Para el analisis de factores de riesgo y modelo predictivo, se realiz6 una regresion logistica
bivariada y multivariada para establecer la influencia de cada factor en la variable de
interés, tanto en forma individual como integrada. En este punto ademas de la presencia

de las variantes genéticas, seran considerados otras variantes tanto sociodemograficas
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(sexo y edad); morbidas, como tipo de céncer y farmacoterapéuticas, es decir,

medicamentos utilizados para su tratamiento.

Para el analisis de variantes genéticas se realizo un analisis multivariado y “unigénico”,
es decir, se estudid la relacion de una unica variante genética con el evento de interés, pero
controlado por variables sociodemograficas, morbidas y farmacoterapéuticas. De esta
forma, se puede estudiar la relacion de cada uno de los polimorfismos, pero de una forma

mas controlada por posibles confundentes.

La variable dependiente dicotdmica fue la incidencia de infecciones.

Para las variables explicativas que sean categoricas, con méas de dos categorias se utiliz6
la metodologia de “variables dummy” o “variables indicadoras” seleccionando categorias
representativas para cada indicador cuando sea necesario. La misma metodologia se probo

para variables continuas o discretas, utilizando rangos.

La fuerza de asociacion entre variable de interés y los factores estudiados se midieron a
través del Odds Ratio (OR) crudo y ajustado con sus respectivos intervalos de confianza

al 95% (1C95%) y el p value.

El modelo predictivo al estar basado en una regresion de tipo logistica tendra la siguiente

forma general:

lﬂgi b .i= by +bx, +---+bx,
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Donde p es la probabilidad de que ocurra la variable de interés, las variables
independientes estan representadas con la letra “x” y los coeficientes (derivados de la

regresion) aparecen con la letra b.

La significancia de cada coeficiente fue evaluada a través del intervalo de confianza,
aquellas variables que no resulten significativas no seran incluidas en el modelo, a menos

que estéen confundidas con otra variable independiente que si resulte significativa.

A través de los coeficientes se calculd el OR 'y se podréa establecer el riesgo de cada factor
sobre el evento de interés, en que valores mayores a 1 seran calificados como factores de

riesgo y menores a 1 como factores protectores.

Para los analisis que incluyen el tiempo a la aparicion de un evento se utilizara en primer
lugar la curva de Kaplan-Meier para explorar la relacion entre la variante genética y el

evento, generando distintas curvas segun el genotipo del paciente.

Los eventos analizados con esta metodologia seran la neutropenia profunda, definida
como un recuento absoluto de neutréfilos de 0 (cero) células/mm?3, neutropenia severa
definida como un RAN menor a 500 células/mm?® y neutropenia leve, que corresponde a

un RAN menor a 1000 células/mm?3.

Anadlisis de tiempo al evento se realizd descriptivamente con curvas de Kaplan-Meier y
su diferencia se teste6 con la prueba de logrank. Posteriormente, para aquellos
polimorfismos con un valor de p significativo para el logrank, se realiz6 una regresién
bivariada y multivariada de Cox. Las variables de ajuste en el modelo multivariado fueron

la edad, el sexo, el ciclo y tipo de quimioterapia y el diagnostico.
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Se midid el tiempo en dias hasta alcanzar la neutropenia con un RAN igual 0 células/mm?,

La magnitud del efecto se evalué mediante el Hazard Ratio (HR) y su 1C95%.

Para la determinar la asociacion entre los polimorfismos genéticos y si alguno de los
genotipos estaba asociado a un mayor o menor recuento absoluto de neutrofilos se busco
predecir la media de RAN en cada ciclo. Dado que la distribucion de la variable que se
deseaba predecir no era normal, se utilizaron modelos de regresion no lineal o no
paramétrica de kernel, con una repeticion de 100 veces para cada proceso y generar un
mejor ajuste, con el software estadistico STATA 15.0. Los resultados de esta regresion se
interpretan de igual forma que aquellos obtenidos de una regresion lineal, es decir aquellos
coeficientes positivos se relacionan con un mayor RAN en promedio en cada ciclo,

respecto a la referencia y viceversa.

Ademas, para establecer mas claramente el efecto que tiene la genética en el cambio en el
RAN posterior a la quimioterapia y tomando en cuenta que los datos recogidos se
encuentran anidados y correlacionados, se utilizé una metodologia de analisis multinivel
0 jerarquica. Esta metodologia nos permite controlar la variabilidad interindividual y
correlacion de valores provocada por el esquema especifico de quimioterapia. La unidad
de observacion para este analisis fueron las mediciones periodicas de RAN no los
pacientes. Aqui se utilizaron aquellos pacientes que experimentaron neutropenia durante
alguno de los ciclos de quimioterapia y que tuvieran al menos cuatro mediciones de RAN

durante ese ciclo.
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El modelo multinivel tuvo 4 niveles: El superior fue el nivel “Paciente”, aqui se incluyeron
las variables genéticas, luego el nivel “Esquema”, seguido del nivel ciclo y finalmente el
nivel tiempo, donde fueron medidos los RAN diariamente, ademés de la administracion
de Factores estimuladores de colonias de granulocitos (G-CSF). Ademas, se incluyeron
dos interacciones entre variables, G-CSF con tiempo y la administracién de G-CSF y el

hospital.

Para mejorar el ajuste se realiz6 una transformacion logaritmica de la variable dependiente
(los valores “0” se reemplazaron por “1”, dada la incompatibilidad matematica. Ademas,
como el RAN tiene comportamiento polindmico, se agregaron las variables Dia? y Dia® al

modelo, quedando el modelo basal de la siguiente forma:

ln(ANC)ijkt = ﬁO + ﬁOi + ﬁOij + BOL’jk + Dia + Diaz + Di(l3 + el-jkt

29 ¢

Donde i, Boij ¥ Boijk son interceptos aleatorios para “paciente”, “esquema dentro de

paciente” y “Ciclo dentro de esquema dentro de paciente”, respectivamente.

El mejor modelo fue elegido utilizando el criterio de informacién de Akaike (AIC) y las
variables fueron incorporadas al modelo segun su significancia estadistica. Los analisis

se realizaron con el software R (v3.6.1) y RStudio (v2.1.5001) con el paquete "Ime4".
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6.6 Consideraciones bioéticas y de bioseguridad

El presente proyecto fue presentado y aprobado en el Comité de ética del Servicio de
Salud Metropolitano Oriente, obteniéndose la aprobacién dia 4 de julio de 2017 (Anexo
3) y en el Comité-ético cientifico del Hospital Clinico de la Universidad de Chile,

obteniéndose la aprobacion el dia 18 de julio de 2018 (Anexo 4).

Este estudio busc6 mejorar o aportar a la optimizacion de las terapias farmacoldgicas
utilizadas actualmente en los pacientes con cancer, especificamente en aquellos que
sufran infecciones, que es una condicion que pone en riesgo la vida. Es por esto que el
presente proyecto se cuadra con el principio ético de la beneficencia. Esperando, a futuro,
ser un aporte positivo en el desenlace clinico de los pacientes. En el mismo sentido, en
este estudio no se busca provocar ningun perjuicio ni fisico ni social, al extraer la muestra
de sangre y estudiar la informacion genética, ya que toda la informacién derivada de este
estudio solo serd compartida entre los miembros del equipo de investigacion y siempre
bajo codigos, como exige la Ley 20.584 o Ley de Derechos y deberes de los pacientes,

por lo que no sugiere una transgresioén al principio de no maleficencia.

El principio de autonomia de los pacientes se cumplié a través de la comprension y firma
de un formulario de consentimiento informado, en el cual se explico el estudio al que el
paciente fue invitado, incluyendo los posibles riesgos y beneficios de su participacion,
principalmente su aporte al desarrollo cientifico de nuestro pais, el rechazo a participar
no implicé un cambio conductual por parte del equipo de salud o diferencias en la calidad

de la atencion. Siguiendo el principio de justicia, todos los pacientes recibieron la
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atencion que su condicion de salud ameritaba, independiente de otros factores

discriminantes, incluyendo la no participacion del presente trabajo.

Este proyecto contemplo el cumplimiento de la Ley 20.120, sobre la investigacion
cientifica en seres humanos, su genoma y prohibe la clonaciébn humana. Toda
informacidn obtenida de la genotipificacion fue utilizada solo con los fines mencionados
en este proyecto y fue compartida solamente entre el grupo de investigacién, basandose
en un sistema de codigos. Las publicaciones derivadas del estudio no individualizaron a
los participantes, ni su informacion fue facilitada a ningun tipo de entidad o asociacion
que pudiera generar un beneficio o perjuicio a raiz de esta, dando cumplimento a la Ley

19.628, sobre proteccion de datos de caracter personal.
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7. Resultados

7.1 Caracterizacion de la muestra
Entre octubre de 2017 y febrero 2019 fueron incluidos todos los pacientes que cumplieron
con los criterios de seleccion (inclusion y exclusion), estableciendo un total de 50

pacientes, cuyas caracteristicas generales se observan a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion general de la muestra (n = 50)

Caracteristica n (%)
Edad (media £ DE) 478+16,1
18 a 40 afos 17 (34)
41 a 60 afios 20 (40)
> 61 afos 13 (26)
Mujeres 27 (56)
Diagnostico

Leucemia Linfoblastica Aguda 13 (26)
Leucemia Mieloblastica Aguda 12 (24)
Otras Leucemias 5 (10)
Linfoma 18 (36)
Mieloma 2(4)

DE: desviacién estandar

Posterior a la extraccion de ADN y control de calidad de las muestras se realizé la
genotipificacion de los 13 SNPs para las 50 muestras de ADN de los pacientes. Las

frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas se resumen a continuacion en la Tabla 3.
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Tabla 3. Resumen de frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos estudiados

(n=50%).

Polimorfismo

n

Frecuencias

Frecuencias genotipicas

alélicas n (%)

CARDS8 49 | A T AlA AT T/T
rs2043211 064 |0,36 19 (39) | 25(51) |5(10)
TLR2 48 | T A T/T T/A AlA
rs4696480 063 [038 [20(42) |20(42) |8(17)
IL-6 5 | G C G/G G/C Ci/C
rs1800796 050 |050 [11(22) |28(56) |11(22)
IL-1p 49 | G A G/IG G/A AlA
rs1143627 054 |046 16 (33) | 21 (43) |12 (24)

SLC22A11 (OAT4) |46 | T A T/T T/A AlA
rs11231809 0,38 0,62 11 (24). | 13(28) | 22 (48)
ABCB1 40 | C A C/C C/A AlA
rs2032582 0,68 0,32 21 (53) [12(30) |7 (18)
ABCB1 50 | A G AA AG GG
rs1045642 033 067 [3(6) |27(54) |20/(40)

ABCB1 50 | A G AA AG GG
rs1128503 038 |062 [7(14) |24(48) |19(398)
CYP3A4 42 | T C T/T T/C C/C
rs2740574 083 [017 [31(74) [8(19) [3(7)
CYP3A4 49 | C T CC CT T
rs2242480 071 029 [29(59) |12 (24) |8(16)
CYP3A5 50 | A G AA AG GG
rs15524 084 [016 [37(74) |10(20) |3(6)
ABCC?2 45 | G C G/IG G/C C/C
rs12762549 0,62 0,38 19 (42) | 18 (40) |8(18)
ABCG2 46 | G T G/IG GIT T/T
rs2231142 090 |00 [37(80) |9(20) |(0)

*Algunas muestras no pudieron ser genotipificadas para todos los polimorfismos

44



https://www.pharmgkb.org/variant/PA166157316
https://www.pharmgkb.org/variant/PA166154154

e Objetivo 1: Determinar asociaciones de riesgo entre variantes genéticas de las
enzimas de biotransformacion CYP3A4, CYP3AS5 y los transportadores ABCBL1,
ABCC2, ABCG2, OAT4 y OAT2 con el inicio y duracion de la neutropenia en

pacientes hemato-oncoldgicos en tratamiento antineoplasico.

7.2 Asociacion entre polimorfismos genéticos y el Recuento Absoluto de neutréfilos
(RAN)

En la Tabla 4 se muestra la comparaciéon entre genotipos de las distintas variantes
asociadas a la farmacocinética de antineoplasicos respecto de la media y mediana de RAN.
En la columna de “p - value” se muestra el resultado de la comparacion de los tres
genotipos, un valor menor a 0,05 indica que al menos uno de los genotipos es distinto a
los otros. Es importante destacar que la variable RAN no tiene una distribucion
paramétrica, por lo que es mas correcta la comparacion de las medianas del valor con
respecto a las medias, ademas se utilizaron pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney
o Kruskal-Wallis) para testear si la diferencia entre genotipos era estadisticamente

significativa.
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Tabla 4. Comparacion de la media y mediana del Recuento Absoluto de Neutréfilos
segun el genotipo de cada variante polimorfica.

Polimorfismo | Genotipo | Media | DE | Mediana RIC p - value
ABCEL AA 768,9 | 1368,2 0 0-1088
AG 1647,3 | 3971,4 303 0 - 1656 0,00012
rs1045642
GG 1857,5 | 3707,7 412 0-2264
ABCBL AA 917,3 | 1646,9 111 0-1146
rs1128503 AG 2321,6 | 5048,2 462 0-2871 0,00052
GG 1558,1 | 2964,7 | 3245 0-1874
CYP3A4 CC 1576,1 | 3339,9 187 0-1819
- a
(52242480 CT 1980,3 | 5047,6 165 0-1910 0,0001
1T 1913,8 | 3195,1 597 0-2814
AA 1555,0 | 3276,4 190 0-1751
2&2?’22 AG 2692,4 | 6402,9 510 0-26355 | 0,00012
GG 1702,0 | 2112,5| 7415 0-2771
SLC22A11 AA 2531,8 | 4956,2 | 1004,5 0 - 3626
(OAT4) AT 1494,8 | 29289 | 2845 0 - 1477 0,00012
rs11231809 TT 1081,0 | 2138,2 104 0 -1200
ABCC2 CC 1068,2 | 2299,2 137 0-1076
rs12762549 GC 1803,5 | 2993,4 440 0 -2592 0,00012
GG 2840,3 | 6257,5| 860,5 0 - 3577

DE: Desviacion estandar. RIC: Rango Intercuartilico (Percentil 25 — Percentil 75). 2: Diferencia testeada
mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

En la Tabla 5 se resumen las relaciones entre los genotipos con respecto a un genotipo

definido como referencia, lo que permitira dilucidar el modelo de herencia de cada

variante genética. La comparacion se realiz6 mediante regresiones lineales no

paramétricas (de Kernel), la regresién multivariada fue ajustada por el diagnéstico y la

edad de los pacientes.

46



Tabla 5. Comparacion del valor del Recuento Absoluto de Neutrofilos entre genotipos,
modelos univariado y multivariado.

: : . Univariado Multivariado*
Polimorfismo | Genotipo 5 .
Estimado DE pvalue | Estimado DE pvalue
AA Referencia -- -- Referencia -- -
ABCBI1 AG 238 461 0,605 92 311 0768
rs1045642
GG 113,1 41,0 0,006 68,1 23,8 0,014
ABCBL AA Referencia -- -- Referencia -- -
AG 387,0 65,5 0,001 672,9 41,2 0,001
rs1128503
GG 106,2 41,7 0,011 7918 23,2 0,001
CC Referencia -- -- Referencia -- -
CYP3A4 CT 136,6 82,7 0,099 2249 1251 0,072
rs2242480
TT 113,1 548 0,039 362,1 198,4 0,068
AA Referencia -- -- Referencia -- -
CYP3AS AG 2524 897 0,005 2065 1532 0,178
rs15524
GG 86,4 485 0,075 -49.0 169,7 0,773
SLC22A11 AA 465,5 90,2 0,001 14290 323,1 0,001
(OAT4) AT 170,0 50,7 0,001 602,4 136,1 0,001
rs11231809 TT Referencia -- - Referencia -- --
ABCC?2 CC Referencia -- - Referencia -- --
GC 289.,8 55,5 0,001 722,8 1579 0,001
rs12762549
GG 423,8 944 0,001 1713,2 380,4 0,001
ABCB1 CcC 115,5 49,1 0,019 60,9 31,0 0,049
($2032582 CA -25,5 441 0,563 -13,8 29,7 0,642
AA Referencia -- -- Referencia -- --

DE: Desviacion estandar. *Modelo ajustado por diagnostico, edad, sexo y ciclo de quimioterapia. En

negrita p<0,05.

7.2.1 Polimorfismos en ABCB1 y su relacion con el RAN

En el caso del polimorfismo ABCB1 rs1045642, no hay diferencia significativa entre el

genotipo heterocigoto y el homocigoto AA (Tabla 4), y dado esto es que la presencia del

alelo G en forma homocigota solamente se asocia a un mayor RAN con respecto a los

otros genotipos. Para el polimorfismo ABCBL1 rs1128503, tanto el genotipo AG como el

GG, presentan diferencia con respecto al homocigoto AA, ademés el genotipo

47




heterocigoto pareciera ser el que esta asociado a un mayor RAN, lo que podria asociarse

a un modelo de herencia sobredominante.

El genotipo AA para el polimorfismo ABCB1 rs1045642 esta asociado a mayor toxicidad
de ciertos medicamentos utilizados en neoplasias hematologicas por aumento de las
concentraciones plasmaticas de los mismos, tanto en pacientes adultos como pediatricos
(65, 66). También fue asociado con un mayor riesgo de anemiay trombocitopenia, es decir
toxicidad hematoldgica, en nifios diagnosticados con leucemia linfoblastica aguda
tratados con doxorrubicina, metotrexato, prednisolona y vincristina (67). En pacientes
tratados con vincristina, el alelo A se asocié a mayor probabilidad de tener una falla en la
induccidn o recaida luego de alcanzar la remision completa (68). Similar a la lo observado
en pacientes con cancer colorrectal tratados con oxaliplatino, donde el genotipo AA se

asocid con un menor tiempo a la recurrencia comparado con el genotipo AG (69).

En el caso del polimorfismo ABCBL1 rs1128503, los genotipos AA + AG estas asociados
a una mayor sobrevida en pacientes tratados con citarabina para una leucemia mieloide
aguda (70, 71). En pacientes tratados con compuestos de platino el genotipo AA se asocid
a un mayor riesgo de toxicidad (72), pero también a una mayor sobrevida (69). En
pacientes con leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib, el genotipo AA muestra

una peor respuesta, entendida como recaida citogenética (73) .
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7.2.2 Polimorfismos en enzimas CYP450 y su relacion con el RAN

En el polimorfismo CYP3A4 rs2242480 entre el genotipo CC y CT no hay diferencia
estadisticamente significativa en el RAN mediano a lo largo de los ciclos, por lo que se
puede asumir que forman parte del mismo fenotipo, por otro lado, el genotipo TT se asocio
a un mayor RAN. El alelo T se asocié con un mayor metabolismo de tacrolimus (46) y un
mayor clearence (74, 75) del mismo medicamento en pacientes con trasplante renal. Un
mayor metabolismo de los medicamentos implicaria menores niveles plasmaticos de los
mismos, lo que a su vez en estos pacientes se podrian asociar a menores niveles de RAN

al ser un efecto dosis — dependiente.

Los pacientes con el genotipo TT demoran en promedio 6,1 + 5,0 dias en llegar aun RAN
= 0 en comparacion a los 9,4 £ 4,0 dias que demoran aquellos con genotipo CT o CC.
Ademas, los pacientes homocigotos TT estuvieron en neutropenia severa (RAN < 500)
por mayor tiempo (16,0 + 11,0 dias) con respecto a los pacientes heterocigotos u
homocigotos CC (10,1 + 8,1). Resultado concordante con el tiempo en el periodo de
neutropenia leve (RAN 1000) en que los pacientes con genotipo TT estuvieron en
promedio una semana mas con respecto aquellos portadores de los genotipos CT o CC

(18,9 + 10,6 vs 11,8 + 8,3, p = 0,0175).

Para el polimorfismo CYP3A5 rs15524 los genotipos AG y GG no muestran diferencia
estadisticamente significativa entre ellos y el genotipo AA se asocié a un menor RAN en
comparacion a los otros dos genotipos. EI mismo genotipo se asoci6 a un menor clearence

(76) y mayores concentraciones (77, 78) de tacrolimus, esto concuerda con que aquellos
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pacientes portadores del genotipo AA tengan valores menores de RAN, en que al haber

mayores niveles plasméticos sera més probable la toxicidad.

Ademas de presentar diferencia en los niveles medios del RAN, también existe diferencia
en el tiempo en que los pacientes portadores del genotipo AA experimentan la neutropenia
profunda (RAN = 0) con respecto a los genotipos AG y GG que a pesar de tener un mayor

conteo de RAN promedio, alcanzan en menos tiempo la neutropenia profunda (Figura 4).
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Figura 4. Curva de Kaplan — Meier para el analisis de tiempo hasta presentar neutropenia
profunda por genotipo del polimorfismo CYP3A5 rs15524.

Por otro lado, la regresion multivariada de Cox confirma que los genotipos GG y GA son
un factor de riesgo para presentar mas tempranamente un RAN = 0, con respecto al
genotipo AA (promedio de dias en llegar a neutropenia profunda 9,4 + 4,1 vs 8,2 + 4,1,
respectivamente) aun ajustando por edad, sexo, el ciclo de quimioterapia y el diagnéstico,

los resultados se resumen en la Tabla 6. Otros factores asociados a un inicio mas temprano
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de la neutropenia profunda son la leucemia linfoblastica aguda con respecto a la
mielobléstica aguda y cuando lo pacientes son sometidos a esquemas de induccién con

respecto a esquemas de consolidacion.

Tabla 6. Resumen de la regresion multivariada de Cox para la relacion entre el
polimorfismo CYP3A5 rs15524 y la neutropenia profunda.

Hazard Intervalo de
Variable Ratio confianza 95% p - value
CYP3A5 GG/GA 1,83 1,12 2,98 0,016
Ciclo 0,99 0,81 1,20 0,916
Sexo 0,88 0,57 1,36 0,578
Edad 1,00 0,99 1,02 0,638
Diagnostico
Leucemia Linfoblastica Aguda | Referencia

Leucemia Mieloide Aguda 0,54 0,34 0,88 0,012
Otras Leucemias 1,36 0,52 3,57 0,528
Linfoma 0,62 0,31 1,28 0,196

Tipo de esquema
Induccidén 3,00 1,69 531 0,001

En negrita p<0,05

7.2.3 Polimorfismos en otros transportadores y su relacion con el RAN

El genotipo AA para el polimorfismo SLC22A11 rs11231809 presentd una mediana de
RAN significativamente mayor con respecto a los genotipos AT y TT, que no presentaron
diferencia significativa entre ellos. Estos ultimos genotipos nombrados han sido
relacionados con una menor respuesta a metotrexato. El genotipo AA se ha relacionado
con un menor clearence de algunas drogas (50, 51) y una mayor respuesta a metotrexato.
Estos resultados parecen contradictorios con nuestros hallazgos, sin embargo, el

transportador OAT4, también participa en procesos de reabsorcion y es esta funcion la
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que estaria disminuida en los pacientes con genotipo AA, provocando menores niveles de
toxicidad (79). El efecto de este polimorfismo en este tipo de pacientes no ha sido

estudiado previamente.

En cuanto a la duracion de la neutropenia profunda en la Figura 5 se observa que el
genotipo TT, que se relacion6 a un menor RAN, permanece mas tiempo (11,1 + 9,4 dias
en promedio), con respecto a los otros dos genotipos (6,1 + 5,0 dias para AAy 6,9 £ 6,5
dias para AT, p = 0,0055). Relacion que se mantiene para la duracion del periodo de RAN
menor a 500, en que para los pacientes homocigotos TT es de 15,0 £+ 10 dias en promedio,
en comparacion con los 9,7 + 6,8 del heterocigoto y los 7,0 £ 5,6 dias del homocigoto AA
(p = 0,0002). La duracién de la neutropenia leve (RAN menor a 1000) también muestra

diferencias significativas entre los genotipos (p = 0,0014).

En el caso del polimorfismo ABCC2 rs12762549, todos los genotipos presentan diferencia
estadisticamente significativa, lo que sugiere un modo de herencia codominante, es decir,
cada genotipo se asocia a un fenotipo distinto, en que el heterocigoto tiene funcionalidad
intermedia entre ambos homocigotos. La evidencia indica que el genotipo CC tiene un
menor riesgo de leucopenia en comparacién al genotipo GG en pacientes tratado con
docetaxel (49), lo que parece contrario a los hallazgos, sin embargo, en la pagina
PharmGKB advierten de la falta de calidad del estudio y de la posible confusién en el
reporte de las hebras (80), ademas de que utilizan la metodologia de PCR “convencional”,
por lo que es posible que no se esté presentando la hebra cromosdmica positiva, sino que

la base complementara, si esto fuera asi, los resultados reportados serian totalmente
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coincidentes con los nuestros. No existen mas estudios que asocien este polimorfismo a

reacciones hematoldgicas u otras toxicidades.

50
50
L

40
40
L

p =0,0055 p =0,0002 -1

3.0
|
|
0

20

20
L

Dias en RAN 0
L ]
Dias en RAN<500

o
p——

o | 9 o
N — . . % L 1
OAT4 AA OAT4 AT OAT4TT OAT4 AA OAT4 AT OAT4TT
% 4
0) p =0,0014 .

40
[}

30

Dias en RAN <1000
2|U
|
|

1 B
P

OAT4 AA OAT4 AT OAT4TT

Figura 5. Relacion entre los genotipos del polimorfismo SLC22A11 (OAT4) rs11231809
y la duracidn en dias de los periodos de neutropenia con recuento absoluto de neutréfilos
igual 0 células/mm? (&), menor a 500 (b) y menor a 1000 (c). Los valores corresponden a
mediana y rango intercuartilico. Diferencias testeadas con la prueba de Kruskal — Wallis.

Otra diferencia encontrada entre los genotipos de ABCC2 rs12762549 es la duracion del
periodo de neutropenia profunda. En la Figura 6 se muestra la duracion mediana segun el
genotipo. Los pacientes portadores del genotipo CC estan en neutropenia un promedio de
10,4 + 8,5 dias, los pacientes heterocigotos para esta variante estan en promedio 8,0 £ 7,9

dias en RAN = 0 y los pacientes con genotipo homocigoto GG estan en promedio 5,3 +
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2,7 dias en neutropenia profunda (p = 0,05). Ademas, hay diferencia significativa entre
los genotipos con respecto a la duracién del periodo de neutropenia severa, en que existe
una diferencia de 5 dias en promedio entre el homocigoto CC y el heterocigoto, y una
diferencia de 10 dias con respecto al homocigoto GG (15,1 + 8,7 vs 10,2 £ 8,4 vs 5,7 £
3,4, p=0,0001). La diferencia en la duracion del periodo de neutropenia leve también es
significativa entre los distintos genotipos de esta variante en que en los pacientes con el
genotipo GG es en promedio una semana (7,3 = 3,4 dias), en los heterocigotos dura en

promedio 12,0 £ 8,9 diasy 17,3 + 8,4 dias en el homocigoto CC (p = 0,0001) (Figura 6).

50
L
0

a) . p=005 || b) . p=0,0001

40
L
40
h

30
L
30
L

20
L
20
|

Dias en RAN 0
.
Dias en RAN <500

H B == | = =

10
L
10

0
L
0

ABGC2 CC ABCC2 CG ABCC2 GG ABCC2 CC ABCC2 CG ABCC2 GG
% 4
.
c) p =0,0001
o]
- .
_— .
g8/ ‘
v I
5
:
S0 |
aw
L]
.
L]
9_ 4
| -
-l
ABCC2CC ABCC2 CG ABCC2 GG

Figura 6. Relacion entre los genotipos del polimorfismo ABCC2 rs12762549 vy la
duracion en dias de los periodos de neutropenia con recuento absoluto de neutréfilos igual
0 celulas/mm3 (a), menor a 500 (b) y menor a 1000 (c). Los valores corresponden a
mediana y rango intercuartilico. Diferencia testeada con la prueba de Kurskal — Wallis.

54



Objetivo 2: Determinar asociaciones de riesgo entre variantes genéticas de las
proteinas CARDS, IL-6, IL-1p y TLR2 con el inicio y duracion de la neutropenia en

pacientes hemato-oncoldgicos en tratamiento antineoplésico.

En la Tabla 7 se muestra la comparacion entre genotipos de las distintas variantes
asociadas a la respuesta inflamatoria, respecto de la media y mediana de RAN. En la
columna de “p - value” se muestra la comparacion entre los genotipos probados, un valor
de p menor a 0,05 indica que al menos uno de los genotipos es distinto a otro, no implica

que todos ellos lo sean, por lo que solo orienta a un efecto del genotipo sobre la variable

medida.

Tabla 7. Comparacion del promedio de Recuento Absoluto de Neutrofilos segun el

genotipo de cada variante polimorfica

Polimorfismo | Genotipo | Media | DE Mediana | RIC p-value
AA 1902,3 | 3579,3 489 0 - 2547
Ry AG | 17464 | 41880 | 2875 | 0-18245 | 0,001
GG 1149,0 | 2519,0 0 0-1310
TLR? AA 2430,2 | 4999,0 864 0-3136
154696480 AT 1491,2 | 3449,6 375 0-16315 | 0,001
1T 1436,6 | 2983,2 272 0 - 1566
CARDS AA 1407,5 | 2504,9 | 146,5 0 - 1980 )
1$2043211 TA 1994,1 | 4138,8 403 02098 0,06
TT 1994,8 | 5555,7 | 424,5 0-2098
IL-6 GG 1283,4 | 2819,6 | 1955 0-1199,5
rsl80-0796 CC 1573,7 | 2428,7 475 0-22755 | 0,286
CG 1904,8 | 4434,0 378 0-2131

DE: Desviacion estandar. RIC: Rango Intercuartilico (Percentil 25 — Percentil 75). a: Diferencia testeada
mediante la prueba de Kruskal-Wallis. b: Diferencia testeada mediante la prueba U de Mann-Whitney. En

negrita p<0,05
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En la Tabla 8 se resumen las relaciones entre los genotipos con respecto al RAN mediano

lo largo de los ciclos, lo que permitira dilucidar el modelo de herencia de cada variante

genética. La comparacion se realizd mediante regresiones lineales no paramétricas (de

Kernel), la regresion multivariada fue ajustada por el diagnostico y la edad de los

pacientes.

Tabla 8. Comparacion del valor del RAN entre genotipos, modelo univariado y

multivariado.
. ivari Ai
Polimorfismo | Genotipo ; Univariado ; Justado
Estimado | DE | pvalue | Estimado | DE | p value
CARDS TT Referencia -- -- Referencia -- --
152043211 TA 2304 | 72,1 | 0,001 840,5 | 2136 | 0,001
AA 175,8 81,9 | 0,032 1478,4 | 391,1 0,001
TLR2 AA Referencia -- -- Referencia -- -
14696480 AT 2947 | 89,8 | 0,001 -564,9 | 202,6 | 0,005
TT -284.5 80,4 0 -859,4 | 326,3 0,008
L6 CC 64,7 50,0 | 0,195 2325 | 218,4 0,288
rs1800796 CG 1925 | 591 | 0,001 271,8 | 1366 | 0,047
GG Referencia - -- Referencia -- --
L1 AA 155,8 476 | 0,001 560,9 | 267,6 0,036
r511;13€27 AG 980 | 552 | 0076 342,0 | 1334 | 0,010
GG Referencia -- -- Referencia -- -

DE: Desviacién estandar. *Modelo ajustado por diagndstico, edad, sexo y ciclo de quimioterapia.

En negrita p<0,05

7.2.4  Polimorfismo en Interleuquina 1f y su relacion con el RAN

En el caso del polimorfismo IL-15 rs1143627 se observo diferencia significativa en la

mediana de RAN, el genotipo GG se asocia a un menor RAN en comparacién a los

genotipos AG y AA (los cuales no presentaron diferencia significativa entre ellos (Tabla

8)). El genotipo AA de este polimorfismo se ha asociado a una mejor respuesta en
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pacientes tratados con medicamentos inhibidores de TNFa para el tratamiento de
psoriasis, comparado con los otros dos genotipos (81). EI mismo genotipo fue asociado a
un riesgo aumentado de Ulcera gastrica en pacientes con patologia cardiovascular tomando
aspirina, donde una mayor secrecion de IL-1p en la mucosa géstrica se cree que puede

inhibir la secrecién de acido géastrico (82).

Ademas de presentar diferencia en los niveles medios del RAN, también existe diferencia
(p = 0,05) en el tiempo en que los pacientes portadores del genotipo GG experimentan la
neutropenia profunda (RAN = 0) con respecto a los genotipos AG y AA gue ademas son

los genotipos que presentan un menor conteo de neutrdfilos (Figura 7).
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Figura 7. Curva de Kaplan — Meier para el analisis de tiempo hasta presentar neutropenia
profunda por genotipo del polimorfismo IL-1p rs1143627.
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Por otro lado, la regresion multivariada de Cox confirma que los genotipos AA y GA

tienen mas del doble de riesgo de presentar mas tempranamente un RAN = 0, con respecto

al genotipo GG (HR: 2,6 1C95% 1,5 — 4,4; p = 0,001) aun ajustando por edad, sexo, el

ciclo de quimioterapia y el diagnostico, los resultados se resumen en la Tabla 9. Otros

factores asociados a un inicio mas temprano de la neutropenia profunda son la leucemia

linfoblastica aguda con respecto a la mieloblastica aguda y cuando lo pacientes son

sometidos a esquemas de induccion con respecto a esquemas de consolidacion.

Tabla 9. Resumen de la regresion multivariada de Cox para la relacion entre el
polimorfismo IL-75 rs1143627 y la neutropenia profunda.

Variable Hazard Ratio | Intervalo de confianza 95% | p - value
IL-18 GA/AA 2,56 1,49 4,38 0,001
Ciclo 1,04 0,84 1,28 0,731
Sexo 0,66 0,43 1,02 0,064
Edad 1,00 0,98 1,02 0,876
Diagnostico
Leucemia Linfoblastica Aguda Referencia
Leucemia Mieloide Aguda 0,53 0,33 0,85 0,008
Otras Leucemias 1,71 0,66 4,42 0,267
Linfoma 0,78 0,41 1,48 0,445
Tipo de esquema
Induccion 4,37 2,32 8,23 0,001

En negrita p<0,05

Por otro lado, los genotipos GA y AA se asociaron a un mayor riesgo de presentar

neutropenia profunda, con respecto al genotipo GG (OR:17,3 1C95% 1,8 — 166,5; p =

0,013). Ajustando por ciclo, sexo, edad, diagndstico y tipo de esquema.
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7.2.5 Toll-Like receptor y su relacion con el RAN
En el caso del polimorfismo TLR2 rs4696480, el genotipo AA se asoci
significativamente a un mayor RAN, en comparacion a los genotipos ATy TT, los cuales

no presentaron diferencia significativa entre ellos.

Ademas de presentar mayores niveles de neutrofilos, el genotipo AA se asocio a una
menor duracion del periodo de neutropenia profunda (Figura 8), con un promedio de 5,9

dias comparado con los 8,8 dias de duracion promedio de los genotipos ATy TT (p =

0,0338).
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Figura 8. Relacion entre los genotipos del polimorfismo TLR2 rs4696480 y la duracion
en dias del periodo de neutropenia con recuento absoluto de neutréfilos igual 0
celulas/mma3. Los valores corresponden a mediana y rango intercuartilico.

7.2.6 Polimorfismos en CARDS8y su relacion con el RAN
En el caso del polimorfismo CARDS8 rs2043211, encontramos una diferencia significativa

en los valores de RAN entre el genotipo AA, que presenta menores recuentos en promedio
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con respecto al genotipo TA y AA combinados (p = 0,048), sin embargo, al analizar los
genotipos por separados no se ve una diferencia significativa. La transversion de timina
por adenina en el codon 10 del gen provoca un cambio de cisteina por un codon de término
(p.C10X), por lo que la proteina resultante es trunca y menos funcional que la original,
afectando la eficiencia del proceso inflamatorio (83, 84) o que probablemente sufra el
efecto llamado Nonsense mediated decay que se traduce como Degradacion del ARN
mensajero mediada por mutaciones terminadoras, lo que impide que se produzcan

proteinas truncas poco funcionales.

Ademas, aquellos pacientes con genotipo AA, gque fueron asociados a un menor RAN,
alcanzaron antes la neutropenia en el primer ciclo de quimioterapia (5,7 dias en promedio),

respecto a los genotipos TT y TA (8,1 dias en promedio) (Figura 9).
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Figura 9. Curva de Kaplan — Meier para el analisis de tiempo hasta presentar neutropenia
profunda en el primer ciclo de quimioterapia por genotipo del polimorfismo CARDS8
rs2043211.
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Por otro lado, la regresion multivariada de Cox confirma que los genotipos TAy TT tienen
menos de la mitad de riesgo de presentar mas tempranamente un RAN = 0 en el primer
ciclo de quimioterapia, con respecto al genotipo AA (HR: 0,3 1C95% 0,1 -0,8; p =0,021)
aun ajustando por edad, sexo, tipo de esquemay el diagnostico, los resultados se resumen
en la Tabla 10. Otro factor asociado a un inicio mas temprano de la neutropenia profunda
es leucemia cuando lo pacientes son sometidos a esquemas de induccion con respecto a
esquemas de consolidacion. El diagndstico no se asocié a un mayor riego de neutropenia

en esta variante.

Tabla 10. Resumen de la regresion multivariada de Cox para la relacion entre el
polimorfismo CARDS8 rs2043211 y la neutropenia profunda.

Hazard Intervalo de
Variable Ratio confianza 95% p - value
CARD8 TA/TT 0,32 0,12 0,84 0,021
Sexo 0,81 0,44 1,51 0,511
Edad 1,00 0,98 1,03 0,81
Diagndstico
Leucemia Linfoblastica Aguda 1,00 | Referencia

Leucemia Mieloide Aguda 0,74 0,37 1,46 0,384
Otras Leucemias 1,90 0,57 6,29 0,296
Linfoma 0,63 0,25 1,57 0,321

Tipo de esquema
Induccion 2,62 1,41 4,88 0,002

En negrita p<0,05

En cuanto a la duracion de la neutropenia en la Figura 10 se observa que el genotipo AA,
que se relaciono a un menor RAN, permanece mas tiempo (12,5 + 8,8 dias en promedio),
con respecto a los otros dos genotipos (9,3 £ 8,1, p = 0,0062). Relacion que se mantiene

para la duracion del periodo de RAN menor a 1000, en que para los pacientes homocigotos
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AA es de 14,6 £ 9,0 dias en promedio, en comparacion con los 10,8 £ 8,2 de los genotipos

ATy TT (p = 0,0034).

50
50

. p =0,0062 | . p = 0,0034

40
40
]

30

e eee
30

20
20

Dias en RAN <500
Dias en RAN <1000

10
10

1 B | —| _ 1

CARDS AA CARDS TA/TT CARDS AA CARDS TA/TT

Figura 10. Relacién entre los genotipos del polimorfismo ABCC2 rs12762549 vy la
duracién en dias de los periodos de neutropenia con recuento absoluto de neutrofilos
menor a 500 células/mm? (a) y menor a 1000 (b). Los valores corresponden a mediana y
rango intercuartilico. Diferencia testeada con la prueba U de Mann — Whitney.

7.2.7 Polimorfismo en Interleuquina 6 y su relacion con el RAN

El genotipo GG del polimorfismo IL-6 rs1800796 presentd menores niveles de RAN en
comparacion a los genotipos CG y GG combinados (p = 0,022). Sin embargo, al analizar
los genotipos por separado no se encuentra una diferencia significativa entre ellos. EL
polimorfismo (-572C>G) es una variante ubicada en el promotor del gen lo que afecta la
expresion de la proteina (85, 86) y ha sido asociado a un peor pronostico de enfermedades
reumatoideas y con el riesgo de enfermedades coronarias (87, 88). Ademas el alelo G se
relaciona con una peor respuesta al PEG-Interferon a-2a en pacientes con hepatitis C

crénica, en comparacion al alelo C (89).
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Ademas, aquellos pacientes con genotipo GG, que fueron asociados a un menor RAN,
alcanzaron un dia antes en promedio la neutropenia en el primer ciclo de quimioterapia,

respecto a los genotipos TT y TA (Figura 11).
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Figura 11. Curva de Kaplan — Meier para el analisis de tiempo hasta presentar neutropenia
profunda en el primer ciclo de quimioterapia por genotipo del polimorfismo IL-6
rs1800796.

Por otro lado, la regresién multivariada de Cox confirma que los genotipos CG y CC
tienen la mitad de riesgo de presentar mas tempranamente un RAN = 0 en el primer ciclo
de quimioterapia, con respecto al genotipo AA (HR: 0,3 IC95% 0,1 — 0,8; p = 0,021),
ajustando por edad, sexo y tipo de esquema y el diagndstico, los resultados se resumen en
la Tabla 11. Otro factor asociado a un inicio mas temprano de la neutropenia profunda en
el primer ciclo de quimioterapia fue recibir esquemas de induccidon con respecto a

esquemas de consolidacion. El diagnostico parece explicar alta variabilidad en la
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respuesta, dado que al agregarlo al modelo la relacidn entre este genotipo y el inicio de la

neutropenia profunda se pierde.

Tabla 11. Resumen de la regresion multivariada de Cox para la relacion entre el
polimorfismo IL-6 rs1800796 y la neutropenia profunda.

Variable Hazard Ratio | Intervalo de confianza 95% p - value
IL-6 CC/ICG 0,53 0,30 0,92 0,025
Sexo 0,93 0,53 1,64 0,801
Edad 0,99 0,97 1,01 0,247
Tipo de esquema
Induccion 2,71 1,49 4,95 0,001

En negrita p<0,05

Para dar un mejor cumplimiento al OE 2, se realizé un analisis multinivel, de esta forma
se puede concluir de mejor forma cuales son las variantes que efectivamente estan

relacionadas con el RAN en pacientes recibiendo quimioterapia.

Para esto debemos considerar que no es posible predecir el valor o establecer una
asociacion con mayores o menores niveles de RAN directamente con una regresion lineal,
dado que se estarian violando dos supuestos, en primer lugar, el supuesto de la
independencia de los datos, esto se debe a que existe una correlacion y dependencia entre

los valores observados.

Hay dependencia debido a que un valor observado tiene relacién con el observado en la
medicion anterior y condicionara el valor de la siguiente. Y la correlacion se debe a que
un paciente generard valores similares en cada ciclo, si recibe el mismo esquema de
quimioterapia, asi mismo dos pacientes distintos tendran perfiles de RAN similares si es

que reciben el mismo esquema, dado que recibirdn los mismos medicamentos en los
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mismos dias, lo que provocard que el descenso de los neutréfilos se produzca en
momentos similares. Para solucionar este problema es que se utilizan los modelos

jerarquicos o multinivel.

El segundo supuesto que se violaria al utilizar una regresion lineal directamente es la
normalidad de distribucion, la que no se cumple al tener una alta frecuencia de valores
bajos. Para esto se realiz6 una transformacion logaritmica de los datos y ademas, se
observo que el comportamiento de la variable sigue una curva polinémica cubica, por lo

que se agregaron valores elevados al cuadrado y al cubo.

En la Tabla 12, se muestra el diagrama multinivel y las variables medidas en cada nivel.
Aqui se organiza la informacion jerarquicamente, es decir, el nivel superior contiene al

inferior y sucesivamente.

Los resultados de la regresion multinivel se muestran en la Figura 12, ahi se observa que
los genotipos CC y CG para el polimorfismo IL-6 rs1800796 presentan mayores niveles
de RAN respecto del genotipo GG, y que los genotipos TT y AT para el polimorfismo
CARDS8 rs2043211 presentan mayores RAN en comparacion al genotipo AA. Otros

polimorfismos no presentaron asociacion significativa.

Entre las variables no genéticas que se encontraron asociadas al RAN esta el tiempo, el
comportamiento cubico de esta variable se explica en gran medida con el tiempo, dado
que los primeros dias comienza a descender, incluso llegando a 0, luego comienza
nuevamente a subir superando incluso los niveles normales, para luego volver a descender

levemente hasta alcanzar niveles entre los parametros normales.
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Tabla 12. Diagrama Multinivel que muestra las variables evaluadas en cada nivel, asi
como las posibilidades de miembros de cada uno.

Variables medidas en
Nivel Indicador de nivel Miembros en cada nivel cada miembro del
nivel
Diagnostico;,
Paciente |i=1,...,32 ID (1-32) ggﬂgt:gg :Iﬂ?ﬁ.
Genotipo CARDS;,
Hospital;
e Hiper CVAD fase I,
e Hiper CVAD fase Il,
e 1530 induccion,
e 1530 consolidacion, . . .
B . i Sin variables medidas a
Esquema | j=1,...,9 e 3+ 7 (induccion), .
. ) este nivel
e Citarabina
(consolidacién),
e RBAC,
e FLAG - Ida,
¢ ARCHIMBAUD
Ciclo k=1,...6 Ciclo (1 - 6) Sin va}riables medidas a
este nivel
. RANiikt, G-CSF ikt
Tiempo |t=0,...,50 Day (0 - 50) G-CSJFxDia o !
G-CSFxHospital ijkt

RAN: Recuento Absoluto de neutréfilos. G-CSF: Granulocyte-Colony Stimulating Factor (Factor
estimulador de colonias de granulocitos).
Hiper CVAD fase I: ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina, dexametasona. Hyper CVAD fase
Il: metotrexato, citarabina. 15 — 30 induccion: dexametasona, vincristina, daunorrubicina, L-
asparaginasa. 15 — 30 consolidacion: 6- mercaptopurina, ciclofosfamida, citarabina, vincristina,
L-asparaginasa. 3+ 7 (induccion): citarabina, daunorrubicina. R BAC: Rituximab, bendamustina,
citarabina. FLAG — Ida: fludarabina, Ara-C (citarabina), G-CSF, idarrubicina. ARCHIMBAUD:
mitoxantrona, citarabina, etopdsido. G-CSFxDia: Interaccion entre la administracion de G-CSF y
el tiempo. G-CSFxHospital: Interaccion entre la administracion de G-CSF y el hospital donde fue

administrado.
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Otras variables no genéticas que se asociaron con el RAN fueron la interaccion entre
tiempo y administracion de G-CSF, lo que se explica porque el efecto de estos
medicamentos no es inmediato, y alcanza su maximo efecto en los dias posteriores a su
administracion, por lo que se ve un aumento en el RAN, luego de la administracion del

medicamento, y esta es progresiva.

CARDS +304A>T (0.76:1C95% 0.01, 1.48) ——

IL-6 -572G>C (0.61:1C95% 0.02, 1.17) ——

G-CSF x Day (0.05C95% 0.01, 0.08) M

G-CSF x Hospital (-0.90;/C95% -1.42, -0.36) f——q

Hospital (1.44;1C95% 0.77, 2.06) ——
G-CSF (-0.521C95% -1.09, 0.07) ——

Day*3 (-0.0005,/C95% -0.0006, -0.0004) 4

Day*2 (0.04:1C95% 0.03, 0.04) )

Day (-0.77; IC95% -0.85 -0.68) ff

NHL (7.47; 1C95%5.83, 9.10) I 1

AML (6.43/C95% 4.91, 8.05) f i

ALL (7.31;IC95% 5.83, 8.72) I 1

Estimate

Figura 12. Factores genéticos y no genéticos asociados al Recuento Absoluto de
Neutréfilos, demostrado a través de un modelo multinivel.
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7.3 Asociacion entre polimorfismos genéticos y la susceptibilidad a infecciones

En la totalidad de pacientes se analizaron 202 ciclos de quimioterapia, de las cuales en 82
se presentd una infeccion asociada, es decir en un 40,5% de ellos. Ademas, en un 65%

(28) de los pacientes se produjo al menos una infeccion.

Objetivo 3: Determinar asociaciones de riesgo entre variantes genéticas de las enzimas
de biotransformacion CYP3A4, CYP3A5 y los transportadores ABCB1, ABCC?2,
ABCG2, OAT4 y OAT2, con la incidencia de infecciones en pacientes hemato-

oncologicos en tratamiento antineoplasico.

De las variantes analizadas en este objetivo tres fueron asociadas significativamente a la

presencia de infecciones, luego de los analisis controlados por variables confundentes.

7.3.1 Polimorfismos en enzimas de CYP450 y su relacion con el riesgo de infecciones

En el polimorfismo CYP3A4 rs2242480, el genotipo CC se asocid con el riesgo de
presentar una infeccion comparado con los genotipos TT y CT (OR: 5,7 1C95% 1,6 —
21,2), en la Tabla 13 se resumen otros factores asociados, por los cuales fueron
controlados los andlisis previos. Otra de las variables asociadas a la infeccion fue la
cantidad de dias que el paciente estuvo en neutropenia profunda (RAN < 500 cels/mm?),
en que al ser un OR mayor a 1, representa un factor de riesgo. Esta variable es continua
por lo que se puede interpretar que por cada dia extra que el paciente esta en una

neutropenia severa, el riesgo de tener una infeccion aumenta en un 11%. Otros factores,
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como el sexo, la edad y el ciclo, no resultaron estar asociados a una mayor incidencia de

infecciones en este analisis.

Tabla 13. Regresion logistica multivariada para la relacion entre el polimorfismo CYP3A4
rs2242480 con la presencia de infecciones durante la quimioterapia.

Variable Odds Ratio | Intervalo de confianza 95% | p value
CYP3A4 CC 5,74 1,56 21,18 0,009
Ciclo 0,61 0,35 1,06 0,078
Sexo 0,63 0,20 1,99 0,429
Edad
18 - 40 afios 1,71 0,11 25,71 0,697
41 - 60 afios 1,19 0,08 16,84 0,898
> 60 afios 1,0 Referencia
Induccion 0,45 0,07 2,91 0,406
Diagnostico
Leucemia linfoblastica
aguda 1,0 Referencia
Leucemia mieloblastica
aguda 2,45 0,78 7,63 0,124
Otras leucemias 3,74 0,20 69,37 0,375
Linfoma 1,40 0,25 7,91 0,704
Dias en neutropenia severa 1,11 1,02 1,21 0,019

En negrita p<0,05

El genotipo CC para la variante rs2242480, fue asociado a un menor RAN con respecto a
los genotipos TT y TC, lo que se condice con el riesgo aumentado de tener una infeccion,
dado que el homocigoto CC, se ha asociado a una menor funcionalidad de la enzima
CYP3A4 en comparacion a los otros genotipos, por lo que implica una mayor exposicién

a los medicamentos, aumentando la toxicidad (46).

7.3.2 Polimorfismos en trasportadores y su relacion con el riesgo de infecciones
Una de las variantes polimdrficas asociadas a una mayor probabilidad de infecciones en

genes que codifican para transportadores es ABCC2 rs12762549, en la cual el genotipo
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GG es un factor que aumenta casi seis veces la chance de tener una infeccion con respecto
a los genotipos CG y GG (OR: 5,7, 1C95% 1,1 - 29,4), en la Tabla 14 se resumen otros
factores asociados, por los cuales fueron controlados los analisis previos. Otra de las
variables asociadas a la infeccién fue la cantidad de dias que el paciente estuvo en
neutropenia profunda (RAN < 500 céls/mm?3), en que al ser un OR mayor a 1, representa
un factor de riesgo. Otros factores, como el sexo, la edad y el ciclo, no resultaron estar

asociados a una mayor incidencia de infecciones en este andlisis.

Tabla 14. Regresion logistica multivariada para la relacion entre el polimorfismo ABCC2
rs12762549 con la presencia de infecciones posterior a la quimioterapia.

Variable Odds Ratio | Intervalo de confianza 95% | p value
ABCC2 GG 5,69 1,10 29,39 0,038
Ciclo 0,62 0,37 1,05 0,074
Sexo 0,48 0,15 1,53 0,214
Edad

18 - 40 afios 0,71 0,06 8,93 0,792
41 - 60 afios 0,96 0,07 14,15 0,979

> 60 afios 1,0 Referencia
Induccién 0,45 0,08 2,62 0,376

Diagnostico

Leucemia linfoblastica aguda 1,0 Referencia
Leucemia mieloblastica aguda 2,63 0,85 8,14 0,093
Otras leucemias 2,22 0,15 32,26 0,561
Linfoma 0,31 0,07 1,47 0,14
Dias en neutropenia severa 1,10 1,01 1,19 0,031

En negrita p<0,05

El genotipo GG para el polimorfismo rs12762549 fue asociado a un mayor RAN y a una
menor duracion de la neutropenia en todas las categorias evaluadas, lo que parece

contradictorio con el riesgo de infeccion. Sin embargo, al ser un analisis multivariado y
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controlado por la duracion de la neutropenia, es posible que exista otro mecanismo
asociado al riesgo de infeccion que no tenga una relacion con el riesgo de neutropenia.
Estudios previos han reportado que el alelo G se asocia a una menor funcionalidad de la
proteina y con un mayor riesgo de leucopenia, hallazgos que se condicen con el riesgo de

infeccion en pacientes en quimioterapia (49).

Otro de los transportadores en los que encontramos una asociacion con la presencia de
infecciones fue el transportador OAT4, en los que para el polimorfismo rs11231809 el
genotipo AA se asoci6 a un mayor riesgo de tener una infeccion con respecto a los
genotipos TT y AT (OR: 19,3 1C95% 3,2 — 115,4; p = 0,001). Al hacer el andlisis por
genotipo se encontrd, concordantemente, que con respecto al genotipo AA, el genotipo
TT es un factor protector para tener una infeccion (OR: 0,02 1C95% 0,02 — 0,27) al igual
que el genotipo AT (OR: 0,08 1C95% 0,05 - 0,45). En la Tabla 15, se resumen otros
factores asociados, por los cuales fueron controlados los analisis previos. Otras de las
variables asociadas a la infeccion fue el diagnostico de leucemia mieloide aguda, con
respecto a leucemia linfoblastica aguda y los dias en que el paciente estuvo en neutropenia
severa. Otros factores, como el sexo, la edad y el ciclo, no resultaron estar asociados a una

mayor incidencia de infecciones.
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Tabla 15. Resumen regresion logistica multivariada para la relacion entre el polimorfismo
SLC22A11 (OAT4) rs11231809 con la presencia de infecciones posterior a la

quimioterapia.

Variable Odds Ratio | Intervalo de confianza 95% | p value
OATATT 0,02 0,002 0,21 0,001
OAT4 AT 0,08 0,01 0,54 0,009
Ciclo 0,48 0,27 0,88 0,016
Sexo 0,52 0,14 2,00 0,344
Edad
18 - 40 afos 0,08 0,004 1,49 0,091
41 - 60 afios 0,20 0,01 3,13 0,254
> 60 afos 1,0 Referencia
Induccidén 0,75 0,10 5,74 0,781
Diagnostico
Leucemia linfoblastica
aguda 1,0 Referencia
Leucemia mieloblastica
aguda 10,02 2,36 42,49 0,002
Otras leucemias 4,78 0,28 82,86 0,283
Linfoma 0,35 0,06 1,89 0,22
Dias en neutropenia severa 1,09 1,00 1,19 0,04

En negrita p<0,05

Al realizar el andlisis de riesgo inverso se puede apreciar que el genotipo AA tiene 50

veces el riesgo de tener una infeccion con respecto al genotipo TT y 13 veces el riesgo

comparado con el heterocigoto. El genotipo AA se asocia a un menor clearence de ciertos

medicamentos (51), por lo que a través de ese mecanismo se podria explicar el mayor

riesgo, dado que una menor funcionalidad de la proteina, implica mayor exposicion a los

medicamentos, lo que se traduce en un aumento de los efectos adversos dosis

dependientes, a pesar de que en nuestro estudio el mismo genotipo fue asociado a una

menor duracion de la neutropenia.
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Objetivo 4: Determinar asociaciones de riesgo entre variantes genéticas de las proteinas
CARDS, IL-6, IL-1p y TLR2 con la incidencia de infecciones en pacientes hemato-

oncoldgicos en tratamiento antineoplasico.

7.3.3 Polimorfismos en TLR2 y su relacion con el riesgo de infecciones

En el caso de las proteinas asociadas a respuesta inmune e inflamatoria, encontramos una
relacién en entre los genotipos del polimorfismo TLR2 rs4696480 y la presencia de
infecciones, especificamente el genotipo TT se asocié a mas de cuatro veces el riesgo de
tener una infeccion con respecto a los genotipos AAy TA (OR: 4,2 1C95% 1,0 — 17,2).
En la Tabla 16 se resumen otros factores asociados, por los cuales fueron controlados los
analisis previos. Otros factores, como el sexo, la edad y el ciclo, no resultaron estar

asociados a una mayor incidencia de infecciones.

En nuestros analisis encontramos que el alelo TT se asoci6 a una mayor permanencia en
neutropenia profunda y a un menor RAN, por lo que estos resultados son concordantes
con lo esperado, el efecto biologico del polimorfismo aun es desconocido, pero el alelo A
ha sido asociado a una mejor respuesta a inhibidores de TNFa para el tratamiento de la
psoriasis y de la colitis ulcerosa (81, 90), para lograr esta mejor respuesta se necesita una
mayor funcionalidad del receptor, por lo que se podria suponer que el alelo T, se asocia a
una menor funcionalidad de TLR2 y a su vez con el menor nivel de RAN y el mayor riesgo

de infecciones (91).
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Tabla 16. Regresion logistica multivariada para la relacién entre el polimorfismo TLR2

rs4696480 con la presencia de infecciones posterior a la quimioterapia.

Variable Odds Ratio | Intervalo de confianza 95% | p value
TLR2TT 4,23 1,04 17,15 0,044
Ciclo 0,70 0,42 1,18 0,183
Sexo 0,60 0,20 1,84 0,371
Edad
18 - 40 afios 0,30 0,03 3,40 0,33
41 - 60 afios 0,37 0,03 4,24 0,424
> 60 afos 1,0 Referencia
Induccion 0,52 0,08 3,44 0,498
Diagndstico
Leucemia linfoblastica
aguda 1,0 Referencia
Leucemia mieloblastica
aguda 2,83 0,89 9,00 0,077
Otras leucemias 1,98 0,11 37,14 0,649
Linfoma 0,71 0,16 3,21 0,661
Dias en neutropenia severa 1,08 1,00 1,17 0,065

En negrita p<0,05
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7.3.4 Polimorfismos en IL-6 y su relacién con el riesgo de infecciones

En el caso del polimorfismo IL-6 rs1800796 los genotipos CC/CG se asocio a cinco veces
el riesgo de tener una infeccidn con respecto al genotipo GG (OR: 5,2 1C95% 1,1 — 25,2).
En la Tabla 17 se resumen otros factores asociados, por los cuales fueron controlados los
analisis previos. Otra de las variables asociadas a la infeccion fue la cantidad de dias que
el paciente estuvo en neutropenia profunda (RAN < 500 céls/mm?3), en que al ser un OR
mayor a 1, representa un factor de riesgo. Otros factores, como el sexo, la edad y el ciclo,

no resultaron estar asociados a una mayor incidencia de infecciones en este analisis.

Tabla 17. Resumen regresion logistica multivariada para la relacion entre el polimorfismo
IL-6 rs1800796 con la presencia de infecciones posterior a la quimioterapia.

Variable Odds Ratio | Intervalo de confianza 95% | p value
IL-6 CC/ICG 5,23 1,09 25,20 0,039
Ciclo 0,61 0,35 1,05 0,075
Sexo 0,51 0,16 1,63 0,252
Edad
18 - 40 afos 0,33 0,03 3,82 0,374
41 - 60 afios 0,27 0,02 3,24 0,305
> 60 afos 1,0 Referencia
Induccion 0,42 0,07 2,40 0,331
Diagndstico
Leucemia linfoblastica
aguda 1,0 Referencia
Leucemia mieloblastica
aguda 2,14 0,69 6,66 0,19
Otras leucemias 4,23 0,21 85,88 0,348
Linfoma 0,42 0,09 1,87 0,254
Dias en neutropenia severa 1,12 1,02 1,22 0,012

En nuestro estudio el genotipo GG se asocio a un menor RAN y a un inicio mas temprano
de la neutropenia profunda, estos hallazgos parecen contrarios a los recién expresados, lo
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que indica que hacen falta analisis mas controlados para establecer la verdadera relacion.
La literatura indica que el genotipo GG se asocia a menores niveles de IL-6 circulante
(92), lo que se relaciona a un proceso inflamatorio menos eficiente y por lo tanto a una

menor sobrevida de los neutrofilos (93).

Objetivo 5: Determinar el valor predictivo de las variantes genéticas asociadas a las
proteinas antes mencionadas (OE 1-4) utilizando modelos de regresibn como
aproximacion preliminar de respuesta la clinica en pacientes hemato-oncoldgicos en

tratamiento antineopléasico.

7.4 Construccion del modelo predictivo para infecciones

Para construir el modelo predictivo se utilizaron todas las variables genéticas que fueron
previamente asociadas de manera estadisticamente significativa a la incidencia de
infecciones, ademas se agregaron las variables clinicas, demograficas y terapéuticas por
las cuales fueron ajustados los modelos previos. Ademas, se agregaron las variables que
fueron asociadas significativamente a la neutropenia (ya sea al inicio como a la duracion),
siempre y cuando al agregarlas al modelo mejorara el ajuste, es decir aumentara el valor

del pseudo R?.

En la Tabla 18 se resumen las variables incluidas en el modelo predictivo, el OR
representa el coeficiente que sera utilizado para la construccion de la ecuacion que permita

predecir el outcome. A pesar de que no todas las variables se puedan asociar
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significativamente en el modelo, el conjunto de ellas permite un analisis méas controlado

y un mejor ajuste.

Tabla 18. Resumen de modelo multi - génico para la prediccion de infecciones durante la
quimioterapia.

Intervalo de confianza
Variable Odds Ratio 95% p value
TLR2TT 32,04 2,34 437,98 0,009
IL-6 CC/GC | 9,33E-07 3,16E-12 0,28 0,031
OAT4 AT 4,44E-03 1,09E-04 0,18 0,004
OATATT | 2,70E-05 2,89E-08 0,03 0,003
ABCC2 GG 16,37 0,81 332,70 0,069
CYP3A4CC | 6,93E+04 2,73 1,76E+09 | 0,031
Ciclo 0,32 0,13 0,79 0,014
Sexo masculino 0,09 0,01 0,87 0,037
Edad

18 - 40 afios 31,29 0,01 1,31E+05 | 0,418
41 - 60 afios | 1,24E+04 0,50 3,08E+08 | 0,068

> 60 afos 1,0 Referencia
Induccion 0,83 0,02 39,38 0,926

Diagnostico

Leucemia linfoblastica aguda 1,0 Referencia
Leucemia mieloblastica aguda 96,92 3,42 2742,60 0,007
Otras leucemias 3,67 0,03 443,64 0,595
Linfoma | 151E+04 0,83 2,74E+08 | 0,054
Dias en neutropenia profunda 1,61 1,22 2,12 0,001

En negrita p<0,05

El modelo anterior entrega un valor de Pseudo R? de 0,5327, lo que se puede interpretar

como que el modelo explica un 53% de la variabilidad de la variable dependiente.

Una de las variables no genéticas que estan asociadas a la incidencia de infecciones es el
ciclo de quimioterapia, que aparece como un factor protector. Esta variable fue
incorporada como continua al modelo y se interpreta como que con cada ciclo de

quimioterapia que pasa el riesgo disminuye (dado que es un valor menor a 1), esto se
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explica dado que, si el paciente presentd una infeccion en alguno de los ciclos previos, la
profilaxis antimicrobiana se optimiza, lo que reduce el riesgo de infecciones. Sumado a
que los esquemas iniciales suelen ser mas agresivos, por ejemplo las inducciones y ademas
a patologia neopléasica de base se encuentra mas descompensada, lo que también podria

aumentar el riesgo de infeccion.

7.4.1 Calibracion del modelo predictivo para infecciones

La calibracion es el grado de similitud entre la probabilidad entregada por el modelo
predictivo generado en el paso anterior y la observada. se realizd mediante la prueba de
bondad de ajuste de Hosmer — Lemeshow. Esta prueba estadistica se basa en la
comparacion de las frecuencias esperadas que entrega el modelo con respecto a las

observadas en el set de datos, la diferencia se comprueba mediante el test de Chi?.

La interpretacion de la prueba de Hosmer — Lemeshow es similar a la de Chi?, dado que
entrega un valor de p, mientras mas bajo el valor, quiere decir que la frecuencia predicha
por el modelo y la frecuencia real de los datos es distinta. Mientras mas alto el valor de p

(con un limite de 1,0) més similar es la frecuencia predicha con la real.

En el caso del modelo anterior el valor de p entregado por la prueba de Hosmer —
Lemeshow es de 0,923; por lo que la frecuencia de evento predicha por el modelo es
suficientemente similar a la real, para que la diferencia no sea estadisticamente

significativa.
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7.4.2 Discriminacion del modelo predictivo para infecciones

La discriminacion es el grado en el modelo propuesto puede distinguir entre los pacientes
a los que les ocurre el evento de los que no, es decir, la capacidad de indicar que un
paciente experimentard una infeccion cuando efectivamente ocurrira y, por otro lado, la

capacidad de indicar cuando el paciente no la experimentara.

Una de las medidas mas utilizadas para conocer la discriminacion del modelo es el area
bajo la curva ROC (Receiver Operating Characteristics), que indica la probabilidad de,
dado que seleccionamos un individuo con el evento y otro sin el evento, el modelo logre

asignarle la probabilidad mas alta al que presenta el evento (94).

La curva ROC es un método grafico que compara por un lado la sensibilidad, es decir la
capacidad de asignar correctamente el evento cuando este ocurrié en funcion de 1-
especificidad, es decir falsos positivos o en otras palabras la proporcidn de pacientes que

no presentaron una infeccion, pero que el modelo indicé que si la presentarian.

El rea bajo la curva ROC puede tomar valores desde 0,5, que indica que el instrumento
no es atil para discriminar, hasta 1,0, que seria un modelo que predice perfectamente la
ocurrencia del evento. Aunque algunos autores indican que un area bajo la curva ROC
mayor a un 0,7 indica una buena prediccion del modelo propuesto , otros indican que un

valor mas adecuado es un 0,8 (95).
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En la Figura 13 se muestra la curva ROC para el modelo propuesto para predecir la
incidencia de infecciones en la muestra, ahi se observa que tanto la sensibilidad como la

especificidad son altas y que el ajuste es bueno dado que el area bajo la curva ROC es de

0,93.
o
C)_ -
7o)
M~
o
=
Zo
=210
25
[4}]
[7p]
To)
o
o
o
O_ -
o T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Specificity

Area under ROC curve — 0.9306

Figura 13. Curva ROC para el modelo propuesto para prediccion de infecciones basado
en la genética de los pacientes.
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Un modelo predictivo establecido a través de una regresion logistica basa su prediccion
en una ecuacion que se construye con los coeficientes (In (OR)) entregados por el modelo

logistico, la ecuacion para este modelo corresponde a:

In (fp) = 3,75 x [TLR2 TT] + 18,2 x [IL6 GG] — 7,7 x [0AT4 AT] —
12,9 x [0AT4 TT] + 3,6 X [ABCC2 GG] + 13,8 x [CYP3A4 CC] —

1,9x [IL1B AG 0 GG] — 1,1 X [Ciclo] — 2,9[Sexo masculino] +

5,1 x [Edad entre 18 y 40 aiios]| + 12,3 X [Edad entre 41 y 60 afios]| +
0.46 x [Induccion] + 5,8 x [Leucemia mieloide aguda] + 0,97 X

[Otras leucemias] + 12,2 X [Linfoma] +

0,5 x [Dias en neutropenia profunda] — 19,02

De la ecuacion anterior se obtiene una probabilidad de ocurrencia del evento (p) que va
desde 0 a 1 (0 0 a 100% de probabilidad), desde este punto es deber del investigador
establecer el punto de corte, es decir que valor umbral, sobre el cual el paciente sera

catalogado como “caso” o bajo el cual sera clasificado como que no presentara el evento.

Dependiendo del punto de corte que se fije van a cambiar los valores de sensibilidad y
especificidad y se debe sopesar que parametro se privilegiara sobre el otro o si se buscara

un equilibrio entre ambos.

En la Figura 14 se muestra el cambio de la sensibilidad (linea azul) y de la especificidad

(linea roja) del modelo propuesto en funcion de distintos puntos de corte. Si se busca un
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equilibrio entre sensibilidad y especificidad un buen punto de corte seria 0,6 (es decir, que
sobre 0,6 seré clasificado como que tendra infeccion y bajo el valor, como sin infecciéon),

donde tanto la especificidad como la sensibilidad estan en valores alrededor del 85%.

El valor del punto de corte se puede modificar en funcion de los objetivos del modelo, si,
por ejemplo, se busca privilegiar que todos o gran parte de los posibles casos sean
correctamente clasificados, se debera elegir un punto de corte mas bajo, aumentando la
sensibilidad. En este caso, si se eligiera un punto de corte de 0,3 se obtiene una sensibilidad
cercana al 100%, por lo que se asegura que la mayoria de los casos (verdaderos positivos)
sean detectados, con la desventaja que algunos pacientes que no sufriran una infeccién
seran mal clasificados (falsos positivos). En el ejemplo anterior, el modelo podria
utilizarse para que aquellos pacientes que tengan un muy bajo riesgo de infeccion puedan
ser dados de alta tempranamente, dado que la probabilidad de que sufran una infeccién es

baja.

Por otro lado, si se busca clasificar correctamente a todos los pacientes (o la gran mayoria)
que no sufrirdn una infeccién (verdaderos negativos) se deberé fijar un punto de corte mas
alto. En este caso, fijando un punto de corte de 0,9 nos aseguramos de que ningun paciente
(o muy pocos) que no sufrird una infeccidn, sea clasificado como caso, la desventaja es
gue aumentaria la tasa de clasificados como no casos, cuando si presentaran una infeccién
(falsos negativos). Esto podria servir para que los pacientes que estén en alto riesgo de
infeccion puedan ser derivados a una sala de aislamiento o puedan recibir profilaxis

antimicrobiana desde el inicio de la quimioterapia, dado que para que el modelo indique
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que el paciente sufrird una infeccién debe tener una probabilidad muy alta segun la

ecuacion.

Sensitivity/Specificity
0O 010203040506 07080910

! I I T 1 ! | I I I T
0.00 010 020 030 040 050 060 070 080 090 1.00
Probability cutoff
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Figura 14. Cambio de la sensibilidad y especificidad del modelo propuesto respecto del
punto de corte para definicion de caso.
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8. Discusioén

La neutropenia es un fendbmeno comun en los pacientes tratados para una neoplasia
hematoldgica y es un factor de riesgo conocido para las infecciones y probablemente sea
el factor mas asociado. Este es el primer estudio que busca predecir la respuesta al
tratamiento antineoplasico a través de un conjunto de genes relacionados a distintos
procesos del tratamiento, asociandolos tanto a la neutropenia como al riesgo de

infecciones.

Los resultados de la relacion de riesgo ente las variantes estudiadas y la duracién o inicio

de la neutropenia son coherentes entre ellos y con lo esperado por literatura.

Una de las proteinas que estuvieron asociadas a un distinto desenlace clinico en nuestro
estudio fue el transportador ABCC2 o también conocido como MRP2, ya que es uno de
los 13 miembros de la familia multidrug - resistance asociated proteins (96). Este
transportador que tiene como sustrato numerosas moléculas, participa en la eliminacion
de compuestos provenientes de la fase Il de metabolismo (97) y se expresa
predominantemente en el canaliculo biliar, pero también en la vesicula biliar y en la

membrana apical del tabulo renal proximal (98, 99).

El polimorfismo rs12762549 en el gen ABCC2 se ha relacionado con un mayor riesgo de
neutropenia en pacientes tratados con antineoplasicos de la familia de los taxanos (100,
101). El genotipo GG se ha asociado a un mayor clearence del medicamento, por lo que
se podria suponer una mayor funcionalidad o expresion de la proteina (49), esto se

corresponde con nuestros hallazgos en que aquellos pacientes con el genotipo GG tienen
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un mayor recuento de neutréfilos (Tablas 4 y 5) y ademas estan por un menor tiempo en
neutropenia (Figura 6), esto se debe probablemente a que hay una menor acumulacion de
medicamentos dada la mayor funcionalidad del transportador, evitando que se produzcan
reacciones adversas dosis — dependiente. Otro hallazgo asociado al alelo G y en
concordancia con nuestros resultados, fue la proteccion a presentar anemia en pacientes

con céncer ovérico (102).

También se encontraron diferencias entre los genotipos de distintos polimorfismos en el
gen que codifica para ABCB1 o glicoproteina - P. Respecto a la distribucion tisular de
ABCB1, ademas del tracto gastrointestinal, donde juega un rol en el eflujo de
medicamentos administrados por via oral, la ABCB1 se expresa a nivel renal en la
membrana apical del tabulo proximal y en el lumen del canaliculo biliar, por lo que se

relaciona con la eliminacion de sustancias desde la circulacion sistémica (103).

El polimorfismo rs1045642, corresponde a un cambio de una guanina por una adenina en
el exon 26 (G3435A), representando una sustitucion sinénima (lle1145lle) y el genotipo
AA fue asociado, en modelos celulares, con una menor funcionalidad con respecto a los
otros genotipos (104) y con menor expresion duodenal de la proteina en pacientes (105).
Lo anterior se condice con nuestros hallazgos, dado que una menor funcionalidad de la
proteina implicara una menor eliminacion de los farmacos permitiendo mayor

acumulacién y por lo tanto los efectos dosis dependientes seran mas marcados.

Estudios previos han reportado asociaciones entre el polimorfismo rs1045642, tanto con

toxicidad a ciertos medicamentos, como con la efectividad terapéutica. Zgheib y cols,
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encontraron una relacion entre el genotipo AA para esta variantes y mayores niveles del
medicamento metotrexato asociado a mayor toxicidad evaluada por un menor recuento
absoluto de neutrofilos, en pacientes leucemia linfoblastica, este mismo tratamiento es
incluido en esquemas terapéuticos en la muestra estudiada (66). He y cols, encontraron
que el mismo genotipo AA, esta asociado a una mejor respuesta a antraciclinas y citarabina
(mayor sobrevida y mayor tiempo a la recaida) en pacientes diagnosticados con leucemia
mieloide aguda (106). El tratamiento “3 + 7” usado en nuestros pacientes, se basa en 3
dias de antraciclinas seguidos de 7 dias de citarabina, lo que representa la induccion, para
seguir la consolidacion basada solo en citarabina a altas dosis. La mayor efectividad se
puede relacionar a una mayor acumulacion de los medicamentos, por lo que una mayor
neutropenia no implica solamente un peor desempefio clinico, en futuros estudios, se

podré analizar la asociacion de esta variante con la efectividad del tratamiento.

El polimorfismo ABCB1 rs2032582, corresponde a un cambio de citocina por una adenina
en el exén 21 del gen (C2677A) y representa una sustitucién de tipo miss-sense
(Ala893Thr) y el genotipo AA se ha asociado a una menor expresion de la proteina (107).
El genotipo AA fue asociado a una mejor respuesta a antraciclinas y citarabina en
pacientes con leucemia mieloide aguda (106) también se asocid a una mejor respuesta en
pacientes tratados con citarabina/idarrubicina o citarabina/daunorrubicina/dexrazorxane
en pacientes diagnosticados con leucemia mieloide aguda (108), asi como en pacientes
con mieloma multiple tratados con dexametasona, doxorrubicina y vincristina (109). Por
otro lado, el mismo genotipo AA fue asociado a una mayor toxicidad gastrointestinal en

pacientes con cancer de ovario tratados con taxanos o compuestos de platino (110). La
86



evidencia reportada concuerda con nuestros resultados en que el mismo genotipo se asocia
a una mayor toxicidad, en este trabajo representada por un menor recuento de neutréfilos,

dado posiblemente a una mayor acumulacion.

Otro transportador en que encontramos asociacion significativa en este estudio fue el
OAT4, que es un transportador bidireccional altamente expresado en la membrana apical
del tubulo renal proximal y participa tanto en la secrecion como en la reabsorcion de

aniones organicos desde y hacia el lumen tubular (111).

En el caso del polimorfismo rs11231809 en el gen SLC22A11 que codifica para el
transportador OAT4, no existe suficiente informacidn para comparar nuestros resultados.
Pero ha sido asociado con variaciones en el clearence de ciertos medicamentos y con la
efectividad de antineoplasicos (51). Dicha variante genética se encuentra rio arriba del gen
SLC22A11 en el cromosoma 11 e implica un cambio de una (50), por lo que
probablemente esté relacionado a la expresion del gen, aungue no se puede descartar que

sea una variante que se herede ligada a otra con efecto en la funcionalidad de la proteina.

Los pacientes con el genotipo AA tienen un clearence disminuido del diurético torsemida
y a su vez el mismo genotipo se asocia a una mayor respuesta a metotrexato (50, 51), esto
se relaciona con nuestros hallazgos en que el genotipo AA tiene un mayor riesgo de
infecciones en comparacion a los otros genotipos (Tablas 15 y 18), este efecto se debe
probablemente a una menor funcionalidad de la proteina transportadora, lo que implicaria
una mayor acumulacion de medicamentos conduciendo a un mayor efecto de los

medicamentos, pero al mismo tiempo una mayor toxicidad. Sin embargo, no se condice
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con la duracién de la neutropenia, dado que el genotipo AA es el que se asocia a un menor
tiempo en los estados neutropénico (Figura 5), sin embargo, este hallazgo no esta
controlado por confundentes, por lo que son necesarios analisis multivariados para

establecer la verdadera relacion.

El caso del polimorfismo rs15524 en el gen CYP3Ab5, necesitard de mayores analisis 0
analisis mas controlados para asegurar una correcta relacion. Dado que en nuestros
hallazgos el genotipo AA se relacion6 con un mayor tiempo a la neutropenia profunda
(Figura 4), o en otras palabras los genotipos GG y GA tenian un mayor riesgo instantaneo
de neutropenia con recuento absoluto de neutrofilos igual a 0 células/mm?. Lo anterior es
contrario a lo esperado por literatura, ya que el mismo genotipo para el polimorfismo, se
ha asociado a un mayor nivel plasmatico de diversos farmacos, entre ellos tacrolimus (77,
112) y carbamazepina (113), ambos metabolizados por CYP3AS5. Se esperaba que, si
hubiera un menor metabolismo, aumentarian los niveles plasméticos de los medicamentos
y eso conllevara a un inicio mas temprano de la neutropenia. Ningun otro outcome fue
asociado a la variante, por lo que la asociacion es débil y no se puede descartar que sea

debida a confusores no controlados.

Con respecto a la interleuquina 6, es una citoquina con propiedades anti y proinflamatorias
participa en algunos procesos como la hematopoyesis, la inflamacion y la respuesta
inmune. Algunas células secretan IL-6 como respuesta a infecciones, golpes, quemaduras
y otras injurias que causen inflamacion (56, 114). Las sefiales mediadas por IL-6 en

respuesta a un infeccion o inflamacion incluyen, entre otras, la estimulacién y
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movilizacidn de neutrdfilos en la médula 6sea (115, 116), por lo que baja produccion de
la proteina 0 un bloqueo de su sefial puede causar un decaimiento de la poblacion

circulante de neutrdfilos (56, 57, 116).

El polimorfismo rs1800796 (-572C>G), una variante ubicada en el promotor del gen que
codifica para IL-6, afecta la expresion de la proteina (85, 86), por lo que nuestros hallazgos
se correlacionan con los encontrado en la literatura, ya que la presencia del alelo G en
forma homocigota se asocid a un inicio mas rapido de la neutropenia profunda (Figura
11). Dado que el alelo G se relaciona a una menor expresion de IL-6, genera un menor
estimulo de formacion y sobrevida de neutréfilos frente al estimulo inflamatorio

(quimioterapia), lo que conlleva a que la neutropenia comience antes.

Ademas, el genotipo GG se asocio a un mayor riesgo de tener una infeccion durante la
quimioterapia (Tabla 18), lo que se asocia a la menor respuesta inmune provocada por el
polimorfismo -572C>G, mediada por una reduccién en la expresién del gen que codifica
para IL-6, lo que permite una mayor proliferacién microbiana con insuficiente respuesta

sistémica contra ella (92).

En el caso del polimorfismo rs4696480 en el gen TLR2 en la Figura 8 se muestra la
relacion entre el genotipo AA y una menor duracion del periodo de neutropenia profunda
con respecto a los genotipos TA y TT, ademas estos ultimos dos genotipos fueron
asociados a un menor RAN, a la vista de estos resultados se esperaria que el genotipo AA
sea un factor protector frente a las infecciones. En la Tabla 16 se observa que los pacientes

portadores del genotipo TT, presentan mas de 4 veces el riesgo de tener una infeccion con
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respecto a los otros genotipos, lo que es concordante con que estos pacientes tengan un
recuento de neutrofilos menor y estén mas tiempo neutropénicos con respecto a los otros

genotipos.

El receptor TLR2 es parte de una familia de receptores que participan en la respuesta
inmune innata y reconocen patrones moleculares asociados a patoégenos (PAMPSs por sus
siglas en inglés), en el caso particular de TLR2 reconoce polipéptidos bacterianos (117-
119). TLR2 puede formar heterodimeros con TLR1 o TLR6 y reconocer otros patrones
como lipopéptidos, acido lipoteicoico y peptidoglicano (120-122). Ademas, la expresion
de TLR2 aumenta en presencia citoquinas inflamatorias y un amplio rango de fragmentos

bacterianos (123, 124).

Los receptores TLR, en respuesta a estimulos microbianos como lipopolisacaridos,
aumentan la sobrevida de neutrdéfilos, efecto que también se observa con la adicion de
agonistas especificos (63, 125). Ademas, se aumenta el reclutamiento de

polimorfonucleares al sitio de inflamacion, mediado por sefiales de este receptor (126).

Si hay un defecto en las sefiales mediadas por TLR2 el reconocimiento de patdgenos
podria verse perjudicado y se podria retrasar la sefializacion de respuesta inmune. Ademas,
los neutrdfilos y monocitos que logren ser reclutados podrian tener una respuesta alterada,
lo que conlleva un mayor riesgo de infecciones (127). Sumado a que se favorecera la
apoptosis de neutrofilos, conduciendo a una neutropenia mas rapida, con el consecuente

aumento del riesgo de infecciones (61).
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El polimorfismo rs4696480 es una variante ubicada en un intrén del gen que codifica para
el TLR2 (c.-373+1614T>A) y aunque su efecto final sobre la proteina no se conoce

actualmente, el alelo T se asocia a una menor funcionalidad del receptor (81).

El alelo A se ha asociado a una mayor efectividad de tratamientos para enfermedades
autoinmunes tratadas con medicamentos anti-TNFa (81, 90), también se conoce que existe
un mecanismo de activacion sinérgica de TNFa mediado por TLR2 (128), por lo que la
efectividad de los tratamientos anteriormente mencionados se relacionan a que haya una
adecuada actividad de TNFa y por lo tanto de TLR2. El alelo T se ha asociado a una menor
funcionalidad del receptor (91), lo que se relaciona a una menor respuesta a los

medicamentos anti- TNFa.

El polimorfismos en el gen TLR2 se han asociado a un mayor riesgo de infecciones en
neonato prematuros (129) y a mayor riesgo de sepsis urinaria tanto en adultos como en
nifilos (127, 130). Ademas, se han asociado a mayor susceptibilidad a cancer (131),
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (132) y psoriasis (133), lo que deja la
oportunidad de seguir investigando esta proteina y variantes genéticas con otros outcomes

de interés.

Con respecto al modelo final que busca predecir la incidencia de infecciones durante la
quimioterapia, logra explicar mas del 55% de la variabilidad en la respuesta en nuestra
muestra y representa al primer modelo de este tipo que utiliza tanto variables clinicas,
como demogréficas, sumadas a la genéticas, que por su lado representan dos factores que

afectan la respuesta al tratamiento; por un lado se consideran proteinas relacionadas a la
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farmacocinética de los medicamentos utilizados en el tratamiento, como transportadores,
y por otro lado se consideran variables asociadas a la respuesta inmune e inflamatoria,

como interleuquinas y otros mediadores.

Ademas, de la curva ROC vy el area bajo la curva (Figura 13), se obtiene que el modelo
puede discriminar de forma correcta a los pacientes casos (es decir que presentan

infeccion) de los no casos. Lo que se asocia a una adecuada sensibilidad y especificidad.

Si bien el modelo propuesto no puede ser aplicado directamente a la practica clinica
representa una buena aproximacioén a la generaciéon de un algoritmo de prediccién que

permita optimizar la seguridad del tratamiento y la calidad de vida de los pacientes.

Una de las limitaciones principales del modelo propuesto es que usa como una variable
explicativa el nimero de dias en que el paciente estuvo en neutropenia profunda, dato que
nosotros pudimos obtener directamente de la ficha clinica y los hemogramas realizados
durante la hospitalizacién, sin embargo, si el modelo se quisiera usar al inicio del ciclo
seria imposible tener este dato, haciendo que el modelo pierda potencia. Una solucién a
este problema es que se pueda generar un segundo modelo, que pueda predecir la duracion
de la neutropenia y que por lo tanto pueda alimentar al modelo anterior para predecir el

riesgo de infeccion.

En el presente trabajo de tesis se muestran solo aquellos resultados que tuvieron una
asociacion estadisticamente significativa. Sin embargo, existen otras relaciones genéticas

omitidas en los resultados en que se observa una tendencia con una significancia cercana
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al limite de 0,05, las cuales podran ser comprobadas una vez que se disponga de un mayor

ndmero de datos.

Si bien no se ha alcanzado el tamafio de muestra originalmente estipulado, este se calculo
en base al polimorfismo de frecuencia mas baja (menos de un 3%) el cual no fue incluido
en estos resultados; el resto de las variantes tiene al menos un 10% en su alelo menos
frecuente, por lo que para otras variantes el tamafio de muestra es suficiente para demostrar
la asociacion con la variable de respuesta. Sin perjuicio de lo anterior, mayores tamafios
de muestra permitiran confirmar nuestros hallazgos y realizar asociaciones multiples con

mayor poder estadistico.
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9. Conclusiones

1. Los polimorfismos CYP3A4 rs2242480C>T y OAT4 rs11231809T>A, relacionados a
la farmacocinética de medicamentos y los polimorfismos TLR2 rs4696480T>A e IL-6
rs1800796C>G, asociados a la respuesta inmune/inflamatoria; se asociaron

significativamente a la incidencia de infecciones.

Este hallazgo permitird a futuro optimizar la seguridad del tratamiento, especificamente
lo que esté asociado a la presencia de infecciones, se podran optimizar las profilaxis y
asignacién de aislamiento, lo que podria reducir tanto la morbilidad como los costos

asociados a la hospitalizacion.

2. Los polimorfismos CYP3A5 rs15524, SLC22A11 (OAT4) rs11231809, ABCC2
rs12762549, IL-15 rs1143627, TLR2 rs4696480, se asocian al inicio y/o la duracion de la

neutropenia profunda.

Este hallazgo podra ser utilizado para optimizar tanto la seguridad como la efectividad del

tratamiento, al ayudar a predecir la variabilidad en la respuesta.

3. Los polimorfismos IL-6 rs1800796, CARDS8 rs2043211, se asocian a un mayor recuento

absoluto de neutrofilos, probado en un modelo multinivel.

Este resultado también ayudara a predecir la respuesta, tomando en cuenta el tiempo desde

el inicio de la quimioterapia y la administracion de otros medicamentos.

4. En conclusion, la genética puede ayudar a predecir la respuesta a la quimioterapia en

pacientes diagnosticados con neoplasias hematologicas.
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10. Proyecciones futuras

Los resultados mostrados en esta tesis deben ser validados en cohortes prospectivas con
tamafnos de muestra mayores. Esto permitird mejorar la validez externa del modelo y
permitira que se pueda adaptar a la practica clinica.

Asi mismo, la incorporacion de nuevas variables o metodologias de descubrimiento de
variables genéticas como el estudio de asociacion de genoma completo podran establecer
de mejor forma cuales son las variantes que se asocian a una mejor o0 peor respuesta o a la
incidencia de un evento adverso como la infeccion.

Por otro lado, es interesante que se generen nuevos modelos que puedan predecir con
mayor precision el momento en que se presentara la infeccion, esto se podria lograr
incorporando la temporalidad en la que se produce el evento y tratar de predecir el marco
temporal en que el paciente tiene un riesgo mayor de infectarse.

En la misma linea, se pueden generar modelos que ayuden a predecir cuanto durara la
neutropenia profunda, siendo este uno de los factores mas asociados a la incidencia de
infeccion y que segln nuestros resultados por cada dia extra de neutropenia aumenta un
60% el riesgo de tener una infeccion. La construccion de este modelo permitiria alimentar
al modelo propuesto en este trabajo para la prediccion de infecciones y ayudaria a
aumentar la precision de la medicion.

La extrapolacion de estos resultados a otros tipos de cancer no se recomienda. Se puede
utilizar esta investigacion como sustrato o base, pero cualquier resultado debe ser validado

en el escenario especifico donde desea ser aplicado.
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13. Anexos

13.1  Anexo 1. Consentimiento informado FALP Aprobado por Servicio de Salud
Metropolitano Oriente.

COMITE

{‘ ¢ ETICOCIENTIFICO

a ‘ p Fundacién Arturo Lépez Pérez
Comité de Etica

hunhas contnel chicer CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO: Estudio de la asociacién entre polimorfismos genéticos y la
respuesta clinica a B-Lactamicos y Quinolonas y susceptibilidad a infecciones
en pacientes con tratamiento antineoplasico.

PATROCINANTE: Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética
Nombre del Investigador principal: Luis Quifiones S. / Matias Martinez O.

Institucion: Facultad de medicina, Universidad de Chile.

Teléfonos: 29770741-29770744.

Invitacién a_participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto de
investigacion “Estudio de la asociacion entre polimorfismos genéticos y la
respuesta clinica a B-Lactamicos y Quinolonas y susceptibilidad a infecciones
en pacientes con tratamiento antineoplasico”, debido a la alta tasa de
variabilidad de respuesta a los tratamientos farmacolégicos y la falta de
conocimiento de los factores de relevancia clinica involucrados en estarespuesta.

Objetivos: Este proyecto tiene por objetivo Establecer asociaciones entre
variantes genéticas individuales o muitiples de proteinas involucradas en la
farmacocinética y farmacodinamia de antibioticos, en la respuesta al tratamiento
de infecciones en pacientes oncolégicos. Cen esto buscamos optimizar la terapia
antimicrobiana, tanto en efectividad como en seguridad, favoreciendo los
resultados clinicos positivos.

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

- Extraccion de 1 (una) muestra de sangre de aproximadamente 1 cucharadita,
la cual serd realizada con un sistema estéril y por personal calificado, de tal
manera de evitar cualquier riesgo y 5 (¢inco) muestras de menos de 1/2
cucharadita para medicién de niveles sanguineos de antibiéticos (para casos:
pacientes con infeccion).

- Extraccién de 1 (una) muestra de sangre de aproximadamente 1 cucharadita,
la cual sera realizada con un sistema estéril y por personal calificado, de tal
manera de evitar cualquier riesgo (para controles: pacientes sin infeccién).

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

- Seguimiento durante la hospitalizacién, incluyendo examenes realizados,
medicamentos  administrados,  procedimientos  médicos/quirdrgicos  y
resultado de iméagenes.

Pdgina 1 de 3 versién 2.0

108



Riesqos: La Unica molestia eventual que se prevé derivado de su participacion |
constituye la eventual aparicion de hematoma en la zona de toma de muestra. El
equipo de investigacion tomara las medidas necesarias para minimizar la aparicion
de cualguier problema.

Cualquier otro efecto que Ud. considera que puede derivarse de la toma de la
muestra deberd comunicarlo a Dr. Luis A. Quifiones en el teléfono 29770741 o
90158341.

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

Beneficios: Ademas del beneficio que este estudio significara para el progreso del
conocimiento y el mejor tratamiento de futuros pacientes, su participacion en este
estudio no contempla ofros beneficios directos que el de aumentar la informacion
con respecto a su posible respuesta al tratamiento antibiético.

Compensacién: Ud. no recibird ninguna compensacion econémica por su
participacion en el estudio.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de su participacion en este estudio
sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de
los investigadores o agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier publicacién
o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacién sera completamente
andnima. Las muestras seran analizadas utilizando solo un cédigo v el listado que
relaciona nombres con codigos se mantendra guardada con acceso solo al
investigador principal.

Usos potenciales de los resultados de la investigacién: los resultados de esta

investigacion podran ser utilizados para en un futuro optimizar las pautas
terapéuticas del tratamiento de las infecciones en pacientes con tratamiento
antineoplasico.

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

Voluntariedad: Se reitera que su participacién en esta investigacién es totalmente
voluntaria y puede solicitar de manera escrita que se retire su muestra y datos
personales de la base de datos generada siempre y cuando su muestra no haya sido
ya procesada. Ello no significara ningln perjuicic a su persona.

Derechos del participante: Usted recibira una copia integra vy escrita de este

documento firmado. Si usted requiere cualquier otra informacién sobre su
participacion en este estudio puede comunicarse con:

Pagina 2 de 3 version 2.0
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Luis Quifiones S. Teléfono: 29770741 0 80158341, mail: Iquinone@med.uchile.cl
Matias Martinez Olguin. Teléfono: 9 1817236, mail: matiasmartinez@ug.uchile.cl
Otros Derechos del participante

Este estudio cuenta con la aprobacion del Comité de Etica Cientifico del Instituto
Oncoldgico de la Fundacion Arturo Lopez Pérez y del CEC del S.S.M. Oriente.

Presidente Comité ético cientifico FALP:
Dra. Eva Bustamante, +569 7 499 57 45
Presidenta CEC S.S.M. Oriente

Dra. Sara Chernilo S. 225756735
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Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en
el proyecto “Estudio de la asociacién entre polimorfismos genéticos y la
respuesta clinica a antibioticos en pacientes con tratamiento antineoplasico”.

Anexo:

Acepto gue mi muestra pueda ser utilizada en nuevos estudios relacionados con
esta investigacion (no se tomara una nueva muestra)

NO
Nombre del participante o testigo:
RUT, Firma Fecha
Nombre del Investigador designado
RUT Firma, Fecha
Nombre del Delegado del Director o Ministro de Fe
RUT. Firma Fecha
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13.2  Anexo 2. Consentimiento informado HCUCH, aprobado por el Comité Etico
Cientifico del HCUCH.

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CASOS

Estudio de la asociacion entre polimorfismos genéticos y la respuesta clinica a.B-
Lactamicos y Quinolonas y susceptibilidad a infecciones en pacientes con tratamiento
antineoplasico

Nombre del Investigador Principal: Dr. Luis Quifiones S, Prof. Titular Facultad de Medicina.
Nombre Investigadora Responsable HCUCH: QF. Fernanda Avila

Institucion: Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

Teléfono(s): 29770743

Servicio o Departamento: Seccién de Infectologia y Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y
Farmacogenética.

Invitacién a participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacién
“Estudio de la asociacién entre polimorfismos genéticos y la respuesta clinica a B-
Lactamicos y Quinolonas y susceptibilidad a infecciones en pacientes con tratamiento
antineoplasico”, debido a la alta tasa de variabilidad de respuesta a los tratamientos
farmacolégicos y la falta de conocimiento de los factores de relevancia clinica involucrados en
esta respuesta.

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

Introduccién: En el presente estudio de buscamos establecer una relacién entre el perfil
genético del paciente con la susceptibilidad a presentar una infeccidn posterior a recibir
quimioterapia y en el caso de presentarla, buscamos estudiar los genes que permitan predecir
la respuesta a los antibidticos, basados igualmente en la genética individual de cada
participante.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivos establecer asociaciones entre variantes
genéticas individuales o multiples de proteinas involucradas en la farmacocinética de
antibidticos, en la respuesta al tratamiento de infecciones en pacientes oncoldgicos. Con
esto buscamos optimizar la terapia antimicrobiana, tanto en efectividad como en seguridad,
favoreciendo los resultados clinicos positivos.

El estudio incluird a un nimero total de 160 sujetos, de dos hospitales o centros de salud de
Santiago.

Procedimientos: Si Ud. acepta participar sera sometido, solamente una vez a:
- Extraccion de 1 (una) muestra de sangre de 5 mL aproximadamente, la cual sera
realizada con un sistema estéril y por personal calificado, de tal manera de evitar
cualquier riesgo y 5 (cinco) muestras de 1 mL para medicién de niveles sanguineos

de antibiéticos
- Llenado de una ficha clinica que incluye datos de identificacién personal e

Versién 1.0. Hospital Clinico Universidad de Chile, mayo 2018
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son absolutamente confidenciales y pueden ser dados a conocer solamente a usted,
una vez se encuentren disponibles.

- Seguimiento durante la hospitalizacion, incluyendo examenes  realizados,
medicamentos administrados, procedimientos médicos/quirtrgicos y resultado de
imagenes.

Riesgos: La Unica molestia eventual que se prevé derivado de su participacion la constituye
la eventual aparicion de hematoma en la zona de toma de muestra. El equipo de investigacién
tomara las medidas necesarias para minimizar la aparicién de cualquier problema.

Cualquier otro efecto que Ud. considera que puede derivarse de la toma de la muestra debera
comunicarlo a Dr. Luis A. Quifiones en el teléfono 29770741 0 90158341.

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

Beneficios: Ademas del beneficio que este estudio significara para el progreso del
conocimiento y el mejor tratamiento de futuros pacientes, su participacion en este estudio no
contempla otros beneficios directos que el de aumentar la informacién con respecto a su
posible respuesta al tratamiento antibi6tico.

Compensacién: Ud. no recibird ninguna compensacién econémica por su participacion en el
estudio.

Confidencialidad: Toda la informacién derivada de su participacién en este estudio sera
conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de los
investigadores o agencias supervisoras de la investigacién. Cualquier publicacién o
comunicacién cientifica de los resultados de la investigacién serd completamente anénima. Las
muestras seran analizadas utilizando solo un cédigo vy el listado que relaciona nombres con
codigos se mantendra guardada con acceso solo al investigador principal.

Informacién adicional: Ud. o su médico tratante seran informados si durante el desarrollo
de este estudio surgen nuevos conocimientos o complicaciones que puedan afectar su
voluntad de continuar participando en la investigacion. Ud. o su médico tratante para cualquier
tratamiento farmacolégico que a futuro pudiese tener, podran ser informados si lo requieren,
con objeto de disponer de nuevos conocimientos o cautelar potenciales complicaciones que
puedan afectar sus tratamientos con medicamentos.

Voluntariedad y Revocacién: Su participacion en esta investigacién es totalmente
voluntaria y se puede retirar en cualquier momento comunicandolo al investigador (mediante
un formulario de revocacion del consentimiento opcional) y a su médico tratante, sin que ello
signifique sanciones o pérdida de beneficios en nuestra institucidn o modificaciones en el
tratamiento habitual de su enfermedad. De igual manera su médico tratante o el investigador

podran determinar su retiro del estudio si consideran que esa decisién va en su beneﬁcioq\‘N_ o
2

(&)

I COoM >
Versién 1.0. Hospital Clinico Universidad de Chile, mayo 2018 . C!E |E|Co

112



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

Luis Quinones S. Teléfono: 29770741 o0 90158341, mail: lquinone@med.uchile.cl

Matias Martinez Olguin. Teléfono: 9 1817236, mail: matiasmartinez@ug.uchile.cl

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

Investigacion del Hospital Clinico Universidad de Chile, Teléfono: 229789008, Email:
comiteetica@hcuch.cl, ubicado en Santos Dumont N© 999, 4 Piso Sector D, Comuna de
Independencia, Santiago.

Este estudio cuenta, ademas, con la aprobacién del Comité de Etica Cientifico del Instituto
Oncolégico de la Fundacion Arturo Lépez Pérez y del CEC del S.S.M. Oriente.

Presidente Comité ético cientifico FALP:
Dra. Eva Bustamante, +569 7 499 57 45
Presidenta CEC S.S.M. Oriente:

Dra. Sara Chernilo S. 225756735

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber
podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto
“Estudio de la asociacion entre polimorfismos genéticos y la respuesta clinica a
antibiéticos en pacientes con tratamiento antineoplasico”.

Nombre del participante o testigo:

RUT Firma Fecha

Nombre del Investigador designado

RUT Firma Fecha

Nombre del Delegado del Director o Ministro de Fe

RUT Firma Fecha

Versi6n 1.0. Hospital Clinico Universidad de Chile, mayo 2018
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13.3  Anexo 3. Acta de aprobacion del proyecto por Comité de Etica Cientifico del
Servicio de Salud Metropolitano Oriente.

‘Gobierno
). dechile

Servicio de Salud Metropolitano Oriente
Comité de Etica Cientifico

PROTOCOLO DE APROBACION DE PROYECTOS CLINICOS

Con fecha 04 de Julio de 2017, el CEC del S.S.M. Oriente analizé y aprobé el Proyecto de
Investigacién, patrocinado por la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, titulado:

“Estudio de la asociacién entre polimorfismos genéticos y la respuesta clinica a B -Lactiamicos y
Quinolonas, y susceptibilidad a infecciones en pacientes con tratamiento antineoplésico”,

¥ que conducira como Investigador Principal QF Matias Martinez O. y la tutorfa del Dr. Luis
Quifiones S., para ser llevado a cabo en la Fundacién Arturo Lopez Pérez ubicada en Rancagua 878,
Providencia, Santiago de Chile.

Se analiz6 y aprobo los siguientes documentos del Proyecto:

- Proyecto de Investigacion in extenso “Estudio de la asociacién entre polimorfismos genéticos y
la respuesta clinica a f§ -Lactamicos y Quinolonas, y susceptibilidad a infecciones en pacientes
con tratamiento antineoplasico”,

— Consentimiento Informado para el estudio, “Estudic de la asociacién entre polimorfismos
genéticos y la respuesta clinica a B -Lactdmicos y Quinolonas, y susceptibilidad a infecciones
en pacientes con tratamiento antineopldsico”, Versién 2.0, fechado por el CEC del S.S.M.
Oriente el 04 de Julio de 2017.

Tomé conocimiento de:
- Carta de compromiso del Tutor Dr. Luis Quifiones Sepulveda, de fecha 05 de Mayo de 2017.
- Carta de compromiso del Investigador Principal de fecha 05 de Mayo de 2017.

- Autorizacion del Dr. Hugo Marsiglia, Director Médico de la Fundacién Arturo Lépez Pérez
(FALP) de fecha 14 Junio 2017.

- CV del Investigador Principal: QF Matias Martinez Olguin.
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Envio a usted la némina de los miembros permanentes del CEC del S.8.M. Oriente al 04 de Julio de

2017:

Dra. Sara Chernilo S.

Broncopulmonar ( Presidente)

Inst. Nacional del Térax

Dra. M. Esther Meroni L. Geriatra (Secretaria) Inst. Nac. de Geriatria

Dr. Ricardo Vacarezza Asesor en Bioética No institucional

EU Elena Nufiez M. Coordinadora No institucional

Dr. Carlos Rey C. Cardislogo Hospital del Salvador

Dr. Rémulo Melo Monsalve | Neurocirujano Inst. Nac. de Neurocirugia
Dr. Manuel Sedano Lorca | Gineco-Obstetra Hospital Dr. Luis Tisné
Dr. Lientur Taha M. Neurocirujano Inst. Nac. de Neurocirugia
Dr. Jorge Plasser Troncoso | Cirujano- Oncélogo Hospital del Salvador

Sra. Angélica Sotomayor Abogado No institucional

Sr. Hugo Gutiérrez Guerra

Miembro de la Comunidad

No institucional

Santiago, 04 de Julic de 2017

ther Meroni Layes
Secretaria




13.4  Anexo 4. Aprobacion Comité Etico Cientifico del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile.

L D,
! HOSPITAL CLINICO UNIVERSIDAD DE CHILE

ACTA DE APROBACION N° 42

Santiago, 18 julio de 2018.

El Comité Etico Cientifico o de Investigacion del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, integrado por los
siguientes miembros:

Sra. Veronica Anguita Mackay. Presidente

Dra. Ana Maria Madrid S. Médico Gastroenterdlogo. Vicepresidente
Dr. Sergio Valenzuela P. Médico Gineco-Obstetra

Dr. Juan Carlos Prieto D. Médico Farmacologia Clinica

Srta. Rina Sepulveda A. Abogado.

Dra. Gloria Ldpez Stewart. Médico Endocrindloga.

Dra. Teresa Massardo Vega. Médico Cirujano.

Dr. Juan Jorge Silva. Médico Cirujano.

Dr. Luis Michea Acevedo. Médico Cirujano.

Dra. Aida Veronica Araya. Médico Endocrinéloga.

Srta. Maria Gloria Montalva Herreros. Miembro de la comunidad.

Ha analizado el Proyecto: "Estudio de la asociacion entre polimorfismos genéticos y la respuesta clinica a
B-Lactamicos y Quinolonas y susceptibilidad a infecciones en pacientes con tratamiento antineoplasico”,
cuyo investigador principal es el Dr. Luis Quifiones Sepulveda de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile. Participa como investigadora responsable de proyecto, la Dra. Fernanda Avila Oesterle, de la
Seccién de Infectologia. El proyecto sera realizado en esta misma seccion del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile.

Para estos efectos se tuvo a la vista los siguientes documentos:

e Carta de presentacion a Comité

« Formulario de Solicitud para Evaluacion de Proyectos.

o Curriculum vitae del investigador.

+ Carta de compromiso del investigador.

* Protocolo de estudio.

* Documento de Consentimiento Informado Casos Version 1.0, fechado mayo de 2018.

+ Documento de Consentimiento Informado Controles Version 2.0, fechado mayo de 2018.
+ Revocacion del Consentimiento Informado Version 1.0, fechado mayo de 2018,

El Proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a la luz de los postulados de
la Declaracién de Helsinki, de las pautas Eticas Intemnacionales para la Investigacion Biomédica en Seres humanos
CIOMS 2002, de las Guias de Buenas Préacticas Clinicas de ICH y Normativa Nacional Vigente.

Comité Etico Cientifico - Teléfono: (+56) 22978 9008 - Email: comiteefica@hcuch.cl
www.redclinica.cl - mesa central (+56) 22978 8000 - Santos Dumont 9§99, Independeancia - RM
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a) Caracter de la poblacion estudiada
No cautiva, no terapéutica.
b) Utilidad del Proyecto
Adecuada.
c) Riesgos
Controlados.
d) Beneficios
Adecuados.
e) Confidencialidad del Estudio
El investigador principal asegura la confidencialidad de todos los datos.

Por lo tanto, el Comité estima que el Estudio propuesto estuvo bien justificado y que no significa para los sujetos
involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores.
Los consentimientos informados son adecuados en forma y fondo.

En virtud de las consideraciones anteriores, el Comité otorga la Aprobacion Etica para la realizacion del
Estudio propuesto el dia 18 de julio de 2018, la que se extiende por un plazo de 12 meses a contar de esta
fecha. Se adjunta némina de los integrantes del Comité presentes en la sesién y Declaracion de
Cumplimiento de las Buenas Practicas Clinicas.

Se debe tener presente que se debe realizar:

- Envio para aprobacion o toma de conocimiento de nueva documentacion relacionada al estudio.

- Cambio en los Delegados del Director de la Institucion.

- Notificacion de reacciones adversas serias o no serias, en que las serias deben ser notificadas en un plazo de 72
horas habiles de ocurrido el evento.

- Enviar anualmente avances del Proyecto.

- Solicitud de Extension de plazo de aprobacién.

- Enviar Informe Final del Proyecto.

Los items minimos que deben contener los informes semestrales y finales, son los siguientes:
- Cumplimiento de los objetivos

- Numero de Sujetos enrolados

- Nimero y motivo de los sujetos que abandonan o se retiran

Saluda atentamente a Ud.

Presidente del Comité Etico Cientr
Hospital Clinico Universidad de Chile

Comité Efico Cientifico - Teléfono: ) 2 002 - Email: comiteetica@hcuch.cl
www.redclinica.cl - mesa central (056)22978 8000 Santos Dumont 999, Independencia - RM
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13.5 Anexo 5. Publicacion derivada de esta tesis: IL-6 -572C>G and CARDS8 304T>A
Genetic Polymorphisms are Associated with the Absolute Neutrophil Count in
Patients with Hematological Malignancies Under Chemotherapy: An Application of
Multilevel Models to a Preliminary Pharmacogenetic Study. Pharmacogenomics and
personalized medicine. 2020. 337-343. DOI: https://doi.org/10.2147/PGPM.S261208.

Pharmacogenomics and Personalized Medicine Dove

8

ORIGINAL RESEARCH

IL-6 —572C>G and CARDS8 304T>A Genetic
Polymorphisms are Associated with the Absolute
Neutrophil Count in Patients with Hematological
Malignancies Under Chemotherapy: An
Application of Multilevel Models to a Preliminary
Pharmacogenetic Study

Matias F Martinez. (3 * Enzo
Aveal! Tomas G Soto, Bya |
Bustamante. = * Fernanda Avila®
Shrikant | Bangdiwala.*” lvonne
Flores.* Claudia Benavides.*
Ricardo Morales, (0* Nelson M
varea, (0" Luis A Quiiones (7'

Limf:nryn‘ﬂm-d(humzd

Caorrespondence: Luis A Quifiones;
Melzon M Yarsia

Laboratory of Chemical Carcinogenesis
and Pharmacopenetics [CQF,
Dreparement of Basic and Clirizl
Oncology (DBOC). Faculty of Medidne,
Uniwersicy of Chile, Samtago, Chile

Tel #56-2-29770741;

Tel +56-2-23770743

This articks was publiched In the following Dove Pras: journal:
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Purpose: NenTopenia is a common event in pafients undergong cytotoric chemotherapy
for the treamment of 3 hematological malisnancy. Some polymorphisms, as IL-§ 57200
(r=1800794), IL-1f —31 G=A (r=1143627), and C4RDE 304T=4 (1=2043211), in genes
related to the inflammatory process, could affect the lewel of absohie nenTophil coumt
(AMNC) afer chemotherapy. Since sn efficient inflammeatory process enhances newTophil
survival, we hypothesize that these polymorphisms are associated with ANC.

Patients and Mechods: We carmied out a prospective cobort smdy in two hospitals n
Sanriago, Chile. The patients included were adults disgnosed with acute mryeloblastic
lenkemiz, acute hymphoblastic leukemia, or non-Hodzkin’s mphoms, undergoing cytotomic
chemotherapy. We nse 3 nmifilevel linear regression modal to test our hypothesis. The best
model was selected nsing the Akaike’s mformation crferion (ATC).

Resules: We amalyzed 1726 hemoprams snd ANC: from 172 hospitslizations from 32
patients. The results show thar CC and CF genotypes of IL-6 —372 =G polymorphizm
are associated with higher AWCs compared with the & genonype (Lo (ANC) -~ 081 IC95%
0.02-1.55). Similarly, TT and AT genotypes of C4ARDN 304T=A polymorphism were relzted
to higher AMCs compared with AA (Lo (ANC) ~ 0.95 IC85% 0.02-1.82). IL-1f genetic
polymorphizm bad no statstically significant association with AMNC.

Conclusion: IL-8 rs1800786 —572C-G and C4RDE r=2043211 304T=A paly izms are
azzpciated with the sbsolute newtrophil count in patients undarzoing cytotoxic chemotherapy
for weamment of hematological malimnancies. Our findings mizht be useful to improve the
safery of chemotherapy through predictive ANC maodels.
Keywords: pharmacogenetics, penia, b logical
interlenkin-f, CARDE protein
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Introduction

The primary treatment of hematological mahgnancies (HM) 15 cytotomic che-
motherapy, whose goal 15 to suppress the bone manmow o make the cancer cells
diszppear or to avoid the formation of new ones. Severe neutropema, defined as an
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patients {30%: prevalence) and makes them more suscep-
tible to life-threatening infections (11% of martality)**
The earbier neutropema starts, and the longer it lasts, the
higher the risk '** Cmrently, it is not possible to predict
the value of ANC, so we cannot know the start or length of
DeULTOpETIa.

Chemotherapy wrvolves mflammation due to cell
destruction; neutrophils maturation, release, and survival
depend on an efficient response.™” Some proteins imrolved
in the inflarnmatory response, as Interlenkin & (TL-8),
Interlenkm 1B (IL-1B)., and caspase recrmfment demam
family, member § (CARDS), had pohmophic vanants
that can explan the imfenndividual vanzbility of
chemotherapy.

IL-6 participates in the regulation of hematopoiesis,
inflammation, and immune response™® and stimulates
the production and mobibration of neuwtroplils mm the
bone marrow.'™'! Moreover, CARDS is a crucial compo-
pent m the regulzfion of nuclear signaling and the actrva-
tion of IL-15"* The reduced expression of IL-1B and TL-1R.
and the stuctural alteration of CARD attenuate the
immume system through poor neutrophil recruitment '

An essenhal problem m pharmacogenstc studies, par-
ticularly in developing countries, is to reach an appropriate
sample size for robust results. However, there are stafisti-
cal methods that allow makmg prelmmary and well-
controlled analyses, whether enough mformaton from
every patient 15 available. Multlevel models (MM) allow
us to analyze repeated measwres and grouped datz n
a reduced sample of patients.

/e hypothesize that genetic polymorphisms on JL-d,
IL-18. and CARDS are associated with the ANC value m
patients with HM recerning cyvtotoric dmgs uang an MM
to control by comelation and confounding vanables.

Patients and Methods

We camed out a prospective cobort study from
October 2017 to Movember 2013 at the Oncologic
Hospital “Fundacion Arturo Loper Péres™ (FALF) and
the Chmeal Hospital of the Umveraty of Chle
(HCUCH) mn Sanhago, Chile.

/e meluded adult patients dizgnosed with acute myye-
loblastic leukemua, acute lymphoblastic leukemia or non-
Hodgkin's Iymphoma, and had neutropenia after cytotonae
chemotherapy. They were enrolled before the first che-
motherapy evele and followed up during evervone Wa
excluded patients regularly takimg DmmInosuppressive

medication, pregnant women, and
a diagnosis of mmunodeficiency.

AMC was treated as 2 contmuous vanable, and it was
obtammed from hemograms directly when the laboratory
provided 1t. When not provided, it was caleulated using
the following formula:'#

ANC = White blood cells count
(L'J&pdh-mwpffmudsar neutrophils + 'Pébamif])
*
100

patients  with

All patients signed a wmiften informed consent and an
agresment fo parficipate in this study. The study was
camed out following the stmet ethical procedures recom-
mended by the Ethics Committes of the Clmical Hospatal
of the Unaversity of Chile (approval received on July 15th,
2018) and the Eastern Metropelitan Health Service
(approval recerved on July 4th, 2017), following the pro-
cedures suggested in the Declaraton of Helsmki, with
Chilean Laws 20.120, 20,584 and 19628 and with the
gmdelines of the Good Clmical Practices.

Genotyping Analysis

DMA was 1solated from peripheral blood samples using the
High Pure PCER Template Preparanen Eit (Cataleg
Mumber, 11,796 828001; Foche Diagnostes GmbH,
Mamnheim Germany).

IT-6 rs1800796, IL-IF rsl143627, and CARDS
r=2043211 polymorphism were analvzed using Taghan™
SHNP Genotyping Assay (Catzlog number, 4362 691;
Therme Fisher Scientrfic, Waltham, MA Unted States)
i a Stratagene Mx30400p real-ime PCE svstem (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, Umted States). Every
sample was analyzed m tapheate to ensure reliabihity
(Laboratory Protocol dx.doi.crg/10.17504/ protocols.1o.

o).

Statistical Analysis

We use a multilevel linear regression model, wiach
allowed us fo account for mbmmdiadual vanabihty
regarding the chemotherapy scheme and cyecle and to use
correlated outcome data. The umit of cbservahon was the
AMNC, not the patient.

Char MM had four levels'® (Tzble 13, 1) “"Patient,” the
upper level, where genetic vanables were assessed; 2)
“Scheme™ with exght possibilities, depending on the treat-
ment; 3} “cyele” level and 4) “tme" level, where the daily
ANC apd the admimstration of Gramulecyte Colony-
Stmulatmg Factor (G-C5F) were measured. Moveover,
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Table | Multlevel Diagram

Mame of Subscript o Index the Member Categorizs in Each Variables Measured on Each Member of che Level
Level Level Level
Fagent i=1,...32 1T [1-32) Diagnesis, -5 Genotype,, iL-(J Genotype, CARDS Genomype,
Haspieal,
Scheme ji=1....9 * Hyper CVALD phase [, Mo varabdes measured at this level
* Hyper CWAD phase I,
* | 5-30 induction”,
® 530 consolidation®,
* 3 & 7 (induction)”,
* Cywmrabine [corsolidaton),
* R BACT
® FLAG — Mdaf,
* ARCHIMBALID"
Cycle k=1,...& Cycle {18} Mo varables measured at dhis level
Time e=0,..,50 Dy [0-50) AMC, GCSF..,
G-CEFxDay e, G-CSFxHospialye:

Momes: Tha Multilevel degram shows the organimiion of dats, the lower leval 5 contsined or nested In the wpper leval, . every patient could beve dffersnt schemas, awary
schama could have dsrent cydas, and In ey cpda, thers are several tima measeremants. Tha ratilessl dagram slso ndioies what axplaratory vartables are messered
at wach level. "Hypsr CWALDH phasa | oyclophosphamids, vincrisena, dosorublcin, daxamathasons. "Hypar CVAD phass I methotraxans, crtarabine. *15-30 induction:
decmathasons, vinoristine, daurorubicn, L- *15-M) corsciidation: & marcaptopurie, cydopheepbamide, cymrabine, vincristing, L-aspargnase *1 + 7
(inducticn)): cytrabing, desnondbion. B BAC: rowdmah, bandamusting, ctarsbies. fFLAG - M fludarabies, 4m-C (oytarabing), G-C3F wdarubicin. "ARCHIMEALID:
mitouamtrong, Cytarabing, etoposide. G-C3Fxley: Interaction batewen the administration of G-C5F and e tima. &-C3 FuHospital: Interzction betwaan tha adminisration
of Z-C3F and the hospital whars It was administrated.

Abbreviations IL& Interiwniin &; CARDE, mspmse recrufmant domain family, membar 8; AMNC, absolute meutrophil cownt; GAC5F, gramslocyte-oolony stmubiting factor

Table 2 Absolute Meutrophil Count by Genotype and TherapeuticMorbid Characteristics

Tortal ILS GG L6 CCICG p-valus | CARDE AA | CARDS TT! | pvalus
TA

AMC Mean 2 5D IT2E.0 906 12593 £ 1757 | 17982 + I0B.] | 0.036" 14243 £ 930 | 20598 £ 1553 | oooi™

AMC Medan (IQR) 326 (01960} 207 (01420} 407 (D-2154) 1465 (0-1980) | 41E (0-1957)

Ciiagnosis, AMC Mean & 5D

. AL ITEAS £ 34312 | 15300 £355.01 | 18424 + 1545 | Dot 22072 £ 3544 | I6&00 £ 1518 | ouom

. AML 10420 £ 20789 | 11395 £ 2054 | 10050+752 | ou4ar BES.9 £ T5.I 127000 £ 1450 | oonae

* MHL JIEL0 £ 61129 | 21704 £4550 | 34637 £3%e2 | 003" 13524 £ 21000 | 37494 £ 3348 | oo3st

Scheme, AMC Mean + 5D

® Hyper CVWAD phase I* 33469 £ TOOII | 24574 £ 11460 | 34344 £ 4612 | 0533 0413 £ 5029 | 37438 £ 5367 | oome!

® Hypar CVAD phass I TI777 £ 38674 | IBEA4 + 6474 | 20350 £1997 | 0105 23581 £ 397 | 21148 + 2297 | 05932

* |5 - 30 induction® 450, 5590 | 1910 fe4l 5860 + 958 none™ 450 L1465 | 45172659 063"

* |5 - 30 consoldation” 14363 £ 13645

* 3+ 7 finduction)” 10958 £ 37781 | 16555 £ 5000 | 8941 1676 | D.osd” 6337+ 1433 | 17960 £3923 | ooo'™

* Cyorabine (consolidation)’ | 1225.% + 18522 | 10190 £ 1922 | 12758 + 1025 | 0263 12060 £ 1118 | 12396 £ 1514 | og9g"

* R EACT 26003 £ 22552 | 13406 £ 2003 | 28574 £ 2437 | Q.oO7™ 2EST4 £ 2437 | 13406 £ 2023 | ooor®

® FLAG — I&® SHS4 % |S455 | I7LT £ 1604 | 6452 % 863 | Q4 a4 £ 1167 | 71552186 | ousod

Motes: *povalue <05 Tasted using tha MaresVhitray tast “Tested using an indapandant samples -test. AMC: abeokriu newtrophil count. ALL: aoute brmphoblastic

laukamia. AML aome mysloblastic leskemia. MHL: non-Hodgkin's mphoma. *Hyper OVAD phass |: cpcophosphamida, incristing, domonubidn, doamathaons. *Hypar

CVAD phasa |I: methotraats, cyrabng. *15 - 30 indedion: dexamatiesons, vincristing, dGuncrublon, L-asparaginass. “15 - 20 consclidation: & mercpiopuring,
oytarabirm, vinoristing, L-asparsgieass. 2 + 7 {mduction) cytarabies, danorubicn. R BAC: ritwdmab, bendamustine, oytarabine. FLAG - léx

flodarabing, Ara-C, G-C5F sdrublon. “ARCHIMEALID: mizoiantrons, cyarabing, sboposida.

Abbreviations: 50 standard deviation: KR, interquartils rangs; ILE, interiskin & CARDE, cspass recruzment dormain family, member 8.
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CARDAE +30465T (0. T8ICH5% 001, 1.48 —
L6 BTG [0 61 C88% 02 117 I ——
G-CSF x Diay (005 1C95% 0.01, 0.08 H
GCEF x Hospétal (-0 BXICHES -1.42, J036) |—0—|
Hospilal {1 44 1C85% 0.77, 2.05) e |
F 05 -1 0, 00T e
Diay*3 -0 D005 1C05% - 0008, -0 0004 }
iy {1 068 B TE 0 0] }
ay (077, ICD5% -0 85 -006S H
WL (7 47, ICRS%S A 0 41 I- I
K05 48 | |
M i (SN FE] } i

Figure | Factors smsoctabed with Absolute Mautrophil Count (AMNC)L

Abbroviations: CARDE, cspass recritmment domain family member 2 IL-6, msriguiin & G-C5F, granulocyts-colony

Estimate

g factor; AMC, sbsolute newtrophil count;

ALL acute lymphoblastic leukemia; AML, acouts mpsloblassc leekemia; MHL non-Hodghkin's lymphomar G-C5FxDay, Interaction betwean the administration of G-C5F and
tha timar G-CEFdHoepial, meraction batwsen the sdminisration of G-C5F and the hospital whars it wes sdministrated.

we mcluded two interactions: 1) G-CSF'time and 2)
admimstrahion of G-CSF hospatal.

To mprove the fit, we made a loganthmic transforma-
tion of the dependent vanable. The “0” ANC values were
replaced by “17 due to mathematical meompatibility. As
this vanable has a polvmoowe behavior, we added the
variables Day® and Day’ to the model (other models in
Supplementary Table 1). The base model to add other

explanatory vanables is:

In (ANC)y, = fig + B + Py .
+ ﬁmg+JDﬂ}'+}Dﬂ}‘+jﬂﬂ}'3 + Sy

where f,, fﬁm.aud]ﬁ[mm random infercept effects for
“patient.” “scheme within patient” and “cycle within
scheme within patient.” respectively.

The best model was zelected wusing Akaike’s
Information Crntennon (AIC), and vanables were added
to the model depending on thewr statistical
significance in univarnate analysis. The diagnosis was
anzlyzed using the “cell means model.” Other catego-
neal vanables were analyzed wmng a  reference
category.

Amnzlyses were performed uang the software B (v3.6.1)
and RStudio (v2.1.5001) with the package “Imed™"

Results

e amalyzed 1726 ANCs from 32 patents. The most
common scheme was “Hyper CVAD” (38% of patients
in Phase I, and 50% of patients in Phase IT). Table 2
shows the ANC values in the sample. Allele frequencies
of the studied palymorphizms are shown in Supplementary
Table 2.

Figure 1 shows genefic and non-genetic associated
factors to ANC (umvanate analysiz in Supplementary
Table 3). For ILd —572C>G polymorphism, genotypes
CC and CG are associated with gher ANCs compared
with the GG genotype (LofANC)-0.81 IC95% 0.02-1.55).
Similarly, for CARDS 3MT-A polymorphizm, genotypes
TT and AT were related to higher ANC: compared with
Al (LofANC}095 IC25% 0.02-1.82). II-1f had no
statistically sipmficant associzhon wath ANC.

About non-genetic associated factors, we found that,
besides time, the HCUCH was related to lugher levels of
AMC after chemotherapy compared to FALF, but when the
patient recerved -CSF at HCUCH had lower ANC than
FALP The mterachon between time and the nse of G-C5F
was associated positively with the ANC.

The Ln{AMC) values corelation overiime was strongly
determined by the scheme and rather than by the eycle,

I TIE Yool PRARAS-T IR
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with an Intraclass Comelaton Coefhicient (ICC) for the
scheme of (.4 and not much more dus to cvele (see
Supplementary Table 1 wihich shows ICCs).

Discussion
ANC momtormg could improve anticancer treatment by
predicting toxicity. Previous predictive models have not
included genetic factors, but drug-specific varables.!”
Previous studies have mcluded some dmg-related genes
and the use of oral mucosal neutrophal count as a wayv to
predict the onset and resclution of neutropenia;'® in this
study, we use dmg-independent pohymorphisms and non-
genetic factors as possible explanations for ANC vanahl-
ity in patients undergoing chemotherapy for HML

Ve fiound that patients canying C allele of -0 —572 C=5
polymorphism had gher ANC levels dormg chemotherapry,
zccording to other studies, " supporting the idea that & allele
causes a change i the regulatory region that mphes a lower
expression of the gene and poor newtrophils" survival " Alsa,

- -

-t

.

@@ -

thi= pobymorplesm was previously related to a lower level of
plasmatic cytokines, supporting owr results."*

CARDSE 304T=A polymorphism canses cysteme to
change to a stop codon (p.Cl10E).Y' Thus, the formed
protem 1s not fully functionzl, which decreases the activa-
tion of IL-1; Figure 2 shows the relationslip between the
proteins and the polymorphizms. ™ Therefore, the lower
activity of pro-mfammatory protems caused by the AA
zenotvpe 1n this study could lead to early neutrophal apop-
tosis and, therefore, to lower levels of ANC after che-
motherapy. Mevertheless, the association with plasmate
level cytokmes has not been desenbed.

The tme 15 one of the most important explanatory
variables on the behavier of ANC; hnear tome (Day) has
a negative coefficient, which means, in the first davs after
chemotherapy starts, the ANC decreases. Then, wath the
passing of days, quadratic time (Day’) becomes more
enfical, making the ANC nse again (positive coefficient);
cubic time (Day’) finally makes the AMC decrease to

PAMPs

IL-1R1

Figura I Ralationship betwaan protein function, studied pofymorphic vartants, and the aact In neutrophils sarvial.
Abbreviations: CARDE, caspass recruttrmant domain famify member 2 IL-£, interioain &; G-C3F, granulocyte-colony stimeiating factor; AMNC, absoluto nestrophil count
TLRZ, tol-bks receptor 2; MFaB, rackar factor kappa light dhain enfancar of actvated B iz
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pormal levels. This polynomial fit 1= the best model to
explam the cwrve of peuirophils after chemotherapy
admimistration (Supplementary Table 1)

The mteraction of hme with the G-C5F admimstration
had a positive assoclation, mdicating that, while time
increases, the medication’s effect 15 more sigmificant due
to the effert reaches 1ts mamwom some davs after the frst
dose **** Besides, the pegative association between hospi-
tals and G-C5F admimistration may be explamed because,
at HCUCH, G-CS5F was used at the begmioming of the
peutropenia penod, whereas at FALP, toward the end of
the period; hence, it was more common to have lower
levels of ANC dunng medicabon admumstrabion at
HCUCH than at FALR™

Multilevel modelng allows us to work with comrelated
data and mests the assumphon of hnear regression, gen-
erating a proper way to obtain more reliable resulfs.
Howrever, despite our analy=is, the main hmitation of this
study iz the small sample size, becanse 1t does not allow
carry out combmatorial analyses; the low pumber of
patents examined could mazk potential assoriations, espe-
cially for low-frequency polvmorphisms. Thus, our results
should be wsed only to help to demonstrate the associztion
betwreen ANC and polvmorphisms, not the effect in the
outcome. Moreover, futwe stodies should consider the
effect of other actors in the mflammatory response and
also focus om a specific chemotherapy scheme or

In the fuhwe, our results could be used to generate or
improve predictive models to enhance the safety of che-
motherapy for HM. Predichon of the ANC lower than
300 cells'mm® could belp to improve antimicrobial pro-
phylaxiz, preventive 1solatton, and early discharge,
decreasing the morbudity of patents and mmproving their
quality of Lifa.

Conclusion

In conchusion, IL-6 =572 =G polymorphism was asso-
ciated with a lower peutrophil count, simlarky to CARDS
304T=A polymorphism. Mon-genstic factors associated
were the admmistration of G-CSF, the bospial, and the
time. The multilevel analysis allows us to manage corre-
lated data and to have more reliable results.
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