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RESUMEN

Introduccion: El tratamiento estandar de primera linea en pacientes con cancer
gastrico consiste en regimenes de quimioterapias combinadas, en donde se incluyen
generalmente fluoropirimidinas y platinos, sin embargo, la respuesta terapéutica y
toxicidad asociadas varian significativamente entre pacientes. La toxicidad severa es
un obstaculo relevante para el éxito de la quimioterapia haciendo necesaria la
busqueda de modelos que ayuden a predecir toxicidad a quimioterapia basada en
platinos/fluoropirimidinas, especialmente en pacientes con cancer gastrico.

Métodos: Un total de 224 pacientes con cancer gastrico fueron registrados, de los
cuales 93 se incluyeron en este estudio de asociacion. Los polimorfismos genéticos
(SNPs) candidatos para este estudio fueron seleccionados por un sistema de puntajes
basado principalmente en la evidencia cientifica en cuanto a la relaciébn variante
genética/toxicidad y la base de datos PharmGKB. Doce SNPs en los genes candidatos
GSTP1, ERCC2, ERCC1, TP53, UMPS, SHMT1, MTHFR, ABCC2 y DPYD fueron
genotipados en 93 pacientes con cancer gastrico y su asociacion con toxicidad
hematoldgica, digestiva, neurolégica y general severa fue estimada usando regresion
logistica. Se construyeron 4 modelos combinando factores clinicos y farmacogenéticos
y se evaluaron con diferentes algoritmos de clasificacion. El mejor modelo fue utilizado
para la construccion de un nomograma.

Resultados: Se incluyeron 93 pacientes, de los cuales 32 desarrollaron toxicidad

general de grado 3 a 4 (caso) y 61 grado 0 a 2 (control). En el andlisis univariado los



genotipos AG/GG del SNPs en GSTP1 (rs1695) se asociaron a una menor toxicidad
hematologica con un OR de 0,35 (IC95% = 0,11-1,10, p = 0,068). Para el caso de
toxicidad digestiva una asociacién significativa para el polimorfismo en DPYD
(rs1801159, modelo dominante) fue encontrada. Con respecto a toxicidad general los
genotipos AG/GG del SNPs en DPYD (rs1801265) se asociaron a una alta toxicidad
con un OR de 4,20 (IC95%: 1,70-10,95, p = 0,002). Una asociacién borderline a una
menor toxicidad se encontr6 en el DPYD (rs1801159) con un OR de 0,45 (IC95%: 0,19-
1,08; p = 0,071). En un andlisis combinado de pares de SNPs se encontraron
asociaciones significativas entre los SNPs: DPYD (rs1801265), UMPS (rs1801019),
ABCC2 (rs717620), ERCC1 (rs11615), GSTP1 (rs1695) y SHMT1 (rs1979277). El
modelo que integré las variables edad, sexo, quimioterapia peri-operatorio, esquema
que contenia 5-FU, la combinacion binaria de los SNPs DPYD (rs1801265) + ABCC2
(rs717620), mas DPYD (rs1801159) usando regresion logistica multivariada tuvo el
mejor desempefio en cuanto a los parametros sensibilidad, especificidad, exactitud y
ABC en la prediccion de toxicidad severa general. En la base de estos hallazgos,
estructuramos un nomograma para evaluar el riesgo de desarrollar toxicidad general
severa en pacientes con cancer gastrico.

Conclusion: Aqui desarrollamos un modelo basado en regresion logistica que integra
variables clinicas, de tratamiento y marcadores farmacogenéticos que con una
validacion prospectiva podria ayudar en la practica clinica en la prediccion de toxicidad

asociada a quimioterapia basada en fluoropirimidinas y platinos en cancer gastrico.



ABSTRACT

Introduction: The standard first-line treatment in gastric cancer patients consists of
combined chemotherapy regimens, where fluoropyrimidines and platins are generally
included, however, therapeutic response and toxicity vary significantly between patients.
Severe toxicity is a relevant obstacle to the success of chemotherapy, creating a clinical
requirement to seek models that help predict toxicity to platinum / fluoropyrimidine-
based chemotherapy.

Methods: A total of 224 gastric cancer patients were registered, of which 93 were
included in this association study. The candidate single nucleotide polymorphisms
(SNPs) for this study were selected based on a developed scoring system utilizing the
scientific evidence regarding the genetic variant/ toxicity relationship and the
PharmGKB database. Twelve SNPs in the candidate genes GSTP1, ERCC2, ERCC1,
TP53, UMPS, SHMT1, MTHFR, ABCC2 and DPYD were genotyped in 93 patients with
gastric cancer and their association with hematological, digestive, neurological and
severe overall toxicity was estimated using logistic regression. Four models combining
clinical and pharmacogenetics factors were constructed and evaluated with different
classification algorithms. The best model was used for the construction of a nomogram.
Results: 93 patients were included, of which 32 developed grade 3 to 4 overall toxicity
(case) and 61 grade 0 to 2 (control). In the univariate analysis, the AG/GG genotypes of
the SNPs in GSTP1 (rs1695) were associated with a lower hematological toxicity with

an OR of 0.35 (95% CI = 0.11-1.10, p = 0.068). In the case of digestive toxicity, a



significant association for the polymorphism in DPYD (rs1801159, dominant model) was
found. Regarding overall toxicity, the AG/GG genotypes of the SNPs in DPYD
(rs1801265) were associated with high toxicity with an OR of 4.20 (95% CI: 1.70-10.95,
p = 0.002). A borderline association with lower toxicity was found in the DPYD
(rs1801159) with an OR of 0.45 (95% CI: 0.19-1.08; p = 0.071). In a combined analysis
of pairs of SNPs, significant associations were found between the SNPs: DPYD
(rs1801265), UMPS (rs1801019), ABCC2 (rs717620), ERCC1 (rs11615), GSTP1
(rs1695) and SHMT1 (rs1979277). The model that integrated the variables age, sex,
peri-operative chemotherapy, scheme containing 5-FU, the binary combination of the
SNPs DPYD (rs1801265) + ABCC2 (rs717620), plus DPYD (rs1801159) using
multivariate logistic regression had the best performance in terms of sensitivity,
specificity, accuracy and AUC parameters in predicting overall severe toxicity. On the
basis of these findings, we structured a nomogram to assess the risk of developing
severe overall toxicity in patients with gastric cancer.

Conclusion: Herein, we have developed a model based on logistic regression that
integrates clinical, treatment and pharmacogenetic marker variables and pending
prospective validation may help clinical practice in predicting toxicity associated with

fluoropyrimidine and platinum-based chemotherapy in gastric cancer.
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1. INTRODUCCION

1.1 Situacién del Cancer gastrico en Chile y el mundo

El cancer gastrico (CG), que generalmente corresponde a un adenocarcinoma,
es el sexto cancer mas comun en el mundo y el quinto en mortalida’. Su incidencia
varia en forma relevante de acuerdo a la localizacién geogréfica, en donde Chile junto
con Costa Rica, Singapur, Japén y Corea del Sur muestran las tasas de incidencia mas
altas en el mundo?. Si bien, no representa uno de los canceres con mayor incidencia,
tiene altas tasas de mortalidad, debido principalmente al diagnéstico en etapas
avanzadas de la enfermedad. Por otro lado, en la Ultima década se ha observado una
disminucion constante y consistente en la tasa de incidencia y mortalidad de esta
enfermedad?. Parte de esta disminucién se puede explicar por mejoras en las practicas
sanitarias, reduccién en la infeccion por H. Pylori (un agente confirmado que causa CQ)
y en paises como Japdn y Corea del Sur una politica de screening basado en métodos
endoscépicos y/o radioldégicos a nivel nacional para detectar casos en etapas
tempranas®.

En nuestro pais, representa la primera causa de muerte por tumores malignos
para sexo masculino®. La cirugia representa la principal estrategia terapéutica con fines
curativos para esta enfermedad, aunque las tasas de recurrencia son cercanas al
50%?°. El cancer gastrico deberia ser considerada una enfermedad sistémica desde su

inicio y tendria que tratarse con quimioterapia sistémica pre y/o post operatoria para
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potenciar la disminucion del tamano tumoral y la irradiacion de focos metastasicos
microscépicos. Reseccidn endoscdpica o0 sb6lo cirugia es recomendada sb6lo para
pacientes en etapa 1af. Para etapas mayores a 1b la quimioterapia basada en platinos
y fluoropiridinas son recomendadas (terapia doblete). En el estudio fase Il (llamado
MAGIC) se demostrd una mejora en la sobrevida global a 5 afos (desde un 23% a
36%) cuando se usO 6 ciclos de quimioterapia perioperatoria basada en epirubicina,
cisplatino y 5- fluorouracilo (ECF) comparado con sélo cirugia, en pacientes en cancer
gastrico etapa Il y llI5. En el afio 2017 un grupo aleman demostr6 un mayor beneficio
con la adicién de un taxano al doblete de platinos-fluoropirimidinas (terapia triplete). Se
compar6 un régimen basado en 5-fluorouracilo, leucovorina, oxaliplatino y docetaxel
(FLOT) versus ECF/X. Los pacientes tratados con FLOT mostraron una respuesta
patolégica mas alta y una mejora en la sobrevida global. Las toxicidades fueron
similares en ambos grupos, sin embargo, para el grupo con régimen FLOT, se
presentaron mas leucopenias/neutropenias y neuropatia periférica’. Por otro lado, en
estadios avanzados del cancer gastrico (no operable o metastasico), la quimioterapia
combinada (doblete) basada en platinos (cisplatino u oxaliplatino) y fluoropirimidinas (5-
fluorouracilo, capecitabina, tegafur/S-1) ha demostrado en forma consistente un
beneficio, tanto en sobrevida global como calidad de vida, por lo tanto, es considerada
el estandar de tratamiento para este grupo de pacientes®. Ademas, pacientes con
sobreexpresion de HER-2 podrian recibir trastuzumab. En segunda linea, podrian
usarse quimioterapéuticos como monoterapia entre ellos: paclitaxel, docetaxel o

irinotecan, todo de acuerdo a las comorbilidades, funcion organica y estado funcional

14



del paciente. Un esquema que resume las opciones terapéuticas para pacientes con

cancer gastrico se observa en la Figura 1.

Cancer Gastrico

Operable Operable No operable o
Etapa TINO Etapa>T1NO ‘ metastasico

v v
Reseccion Quimioterapia Cirugia Quimioterapia Cuidados
Endoscopica Pre-operatoria 9 Paliativa paliativos
|
v v
Aiat Quimio-radio Quimioterapia
9 Adyuvante Adyuvante
Quimioterapia
Post-operatoria

Figura 1. Algoritmo de tratamiento para pacientes con cancer gastrico. En azul el
tratamiento para pacientes con enfermedad temprana (in situ o etapa I-ll), en donde la reseccién
endoscopica es considerada un tratamiento curativo. En naranjo el manejo de pacientes en etapas II-llI
(etapa Il con invasion de nddulos linfaticos), el tratamiento estandar consiste en quimioterapia peri-
operatoria, basada en platinos y fluoropirimidinas principalmente. Finalmente, en verde el esquema de
tratamiento para pacientes en etapas avanzadas (no operables o metastasicos), en donde, dependiendo
del estado general del paciente puede recibir quimioterapia paliativa o solo cuidados paliativos. Para la
primera linea el tratamiento se usan platinos/fluoropirimidinas, en donde se puede incluir un anti-HER2 si
el tumor es HER2+. En general, para segunda/tercera linea de tratamiento se pueden utilizan taxanos,
ramucirumab e inmunoterapia.

1.2 Toxicidades asociadas a platinos y fluoropirimidinas, bases en el tratamiento

de CG

Las familias de agentes quimioterapéuticos basados en platinos son
ampliamente utilizados en una variedad de tumores, como por ejemplo, ginecoldgicos,

cuello y cabeza, pulmén, vejiga y gastro-intestinales. Su mecanismo de accion se
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relaciona con la capacidad que tienen de formar aductos de ADN-Pt, lo cual lleva a
arresto celular o muerte por apoptosis®. Ademas, estos compuestos pueden interactuar
y formar enlaces covalentes con otros elementos subcelulares como proteinas, ARN y
lipidos. El representante mas antiguo de este grupo corresponde al cisplatino, el cual
posee un perfil de toxicidad bien documentado, el cual se caracteriza por vomitos,
mielosupresion, nefrotoxicidad, neuropatia periférica y ototoxicidad. Por su parte, el
carboplatino, muestra una eficacia terapéutica similar al cisplatino con menores efectos
secundarios a nivel hepatico y neuroldgico, sin embargo, tiene una significativa
toxicidad hematolégica®. La tercera generacion de estos agentes es representada por
oxaliplatino, el cual tiene un perfil de eficacia y seguridad mejor que cisplatino y
carboplatino, sin embargo, la neuropatia sensorial periférica inducida por este agente
resulta ser un efecto tdéxico que limita su uso'. En términos farmacocinéticos, los
platinos son principalmente excretados por via renal, sin sufrir reacciones de
biotransformacion. En el tubulo proximal renal los transportadores del tipo ABC (ATP
Binding Cassette), del tipo B1/C2/G2, aceleran la excrecion de estos agentes en la
orina. Ademas, las células endoteliales capilares a nivel de barrera hemato-encefalica
expresan el transportador ABCB1, limitando asi el paso de estas sustancias al cerebro.
También, se ha reportado que los transportadores de Cu+*? del tipo ATP7A y ATP7B
estan relacionados con la eliminacion de platinos de la célula'-'2. Por otro lado, hay
una gran variedad de enzimas encargadas de disminuir los niveles intracelulares de
platinos, entre estas se encuentran: las glutation S-transferasas GSTP1 y GSTM1,

NADPH Quinona deshidrogenasa 1 (NQO1) y superdxido dismutasa 1 (SOD1). En
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términos, farmacodinamicos, una vez dentro de la célula el principal blanco de los
platinos es el ADN, formando complejos ADN-Pt. La enzima HMGB1 (high mobility
group box 1) reconoce este dafo en el material genético y este es reparado por las
enzimas de reparacion por escision de nucleétidos del tipo: ERCC (Excision repair
cross-complementary 1), XPA (Xeroderma Pigmentosum, Complementation Group A),
XRCC (X-ray cross-complementing). Por lo tanto, son muchos los genes que estan
involucrados en transporte, metabolismo y efecto farmacolégico de esta familia de
compuestos, en donde variaciones genéticas en estos pueden dar cuenta de la
variabilidad interpersonal en la respuesta y tolerancia a estos farmacos. En la Figura 2
se destacan las principales proteinas relacionadas con los procesos farmacocinéticos y

farmacodinamicos en platinos.

Gl
QQo ‘/’\ ABc (cﬂe‘l) m1 [ZA GSTP1

NQO1
Desintoxicacién

GSTM1

Reparacion Reparacion Muerte
de excision de dafio celular

Figura 2. Principales proteinas asociadas a los procesos farmacocinéticos vy
farmacodinamicos en platinos.
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Por otro lado, el 5-fluorouracilo (5-FU), y su pro-droga capecitabina, sufren una
serie de transformaciones mediadas por enzimas para poder ejercer su efecto
farmacolégico. Su mecanismo de accién no estd completamente dilucidado y se sabe
que actua a varios niveles, sin embargo, uno de los principales efectos es a través de la
inhibicion de la timidilato sintasa (TS). Esto da como resultado la supresién de la
produccién de timidilato a partir de uracilo, lo que conduce a la inhibicién de la sintesis
de ADN y ARN y la consecuente muerte celular'®. Ademas, el 5-FU se administra junto
con leucovorina (acido folinico) lo cual produce una sinergia en el efecto inhibitorio del
primero sobre la timidilato sintasa. Se han reportado reacciones adversas que cuales
dependen del tipo de administracion, el género y la edad de los pacientes, entre estas
se encuentra toxicidad gastrointestinal, mielosupresibn y en pocas ocasiones
neurotoxicidad. Sin embargo, existen casos de toxicidad grave a 5-fluorouracilo, incluso
con consecuencias fatales'. El metabolismo del 5-FU es principalmente hepatico, en
donde la enzima DPD (codificada por el gen DPYD) es la encargada de metabolizar
cerca del 80% del farmaco produciendo el metabolito inactivo 5,6 dihidroxi-5-FU. Esta
ampliamente documentado que una actividad disminuida de esta enzima esta
fuertemente asociada a toxicidad severa'>~'7. La fraccion no metabolizada de 5-FU
(20%) es metabolizada por una serie de enzimas (TP, TK), para de esta forma producir
los metabolitos activos que van a causar la inhibicién de la TS promoviendo el dafio a
nivel de ADN/ARN'8. Variaciones en los genes TYMS (gen que codifica para TS) y
MTHFR (metilén tetrahidrofolato reductasa), relacionada a la sintesis de folato

reducido, aumentado el efecto de 5-FU, han sido asociados a toxicidad por tratamiento
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con 5-FU, aunque la relevancia clinica no estad completamente comprobada’®. Por otro
lado, se han asociado enzimas de reparacidén del ADN con el efecto citotdxico del 5-FU,
como por ejemplo, ERCC, XRCC, SMUG1 (Single-strand selective monofunctional
uracil DNA glycosylase 1) y TDG (Thymine DNA Glycosylase)?>?'. En la Figura 3 se
destacan las principales proteinas relacionadas con los procesos farmacocinéticos y

farmacodinamicos en fluoropirimidinas.

c3l
Asc ¢ Desintoxicacion

pPYP

duw/’:\

y&i’(\ =\
AD“ \

=

&
&

Capecitabina

Reoaramon

de dafio M uerlc
celular

Figura 3. Principales proteinas asociadas a los procesos farmacocinéticos vy

farmacodinamicos en fluoropirimidinas. FdUMP, Fluorodeoxiuridina Monofostato; FAUTP,
Fluorodeoxiuridina Trifostato.

Como se evidencia anteriormente, existe un gran nUmero de genes relacionados
con el transporte, el metabolismo y la diana farmacolégica para los quimioterapéuticos
mencionados que han sido asociados a la farmacocinética y farmacodinamia de los

farmacos?>23. Estos dos Ultimos procesos son, en gran medida, los que determinaran el
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desarrollo de una reaccidn adversa, por lo tanto, estudiar variaciones en los genes que
codifican para proteinas que participan en tales procesos nos permitira obtener

informacién acerca de asociaciones toxicidad-genotipo.

1.3 Farmacogenética y variabilidad en la respuesta a farmacos

Durante mucho tiempo se ha tratado a los pacientes con un mismo régimen
farmacolégico de acuerdo a estudios clinicos que han establecido las dosis, las formas
de administracion y la posologia. Sin embargo, muchos pacientes no respondian de la
misma forma al tratamiento, tanto en términos de eficacia como de toxicidad. Entre las
potenciales causas que explican lo anterior, se encuentran: la patogénesis, la gravedad
de la enfermedad, la edad, el estado nutricional, la funcién hepatica y renal**25. A pesar
de la relevancia tienen estos parametros clinicos, sigue existiendo una variabilidad en
la respuesta a farmacos, lo que llevo a pensar en diferencias inherentes de cada
paciente, y que estas diferencias se podrian encontrar en los genes?6. En términos mas
especificos, variaciones en genes relacionados al metabolismo y transporte de
farmacos, como también en los blancos farmacolégicos, podrian dar cuenta de los
diferentes efectos de un farmaco. De esta manera la farmacogenética se asoma como
una interesante rama de la farmacologia, encargada de estudiar las bases genéticas en
la respuesta terapéuticas.

Gran parte de los estudios en farmacogenética se enfocan en polimorfismos de

nucleétido unico (SNP, por su sigla en inglés Single Nucleotide Polymorphism), es
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decir, variaciones en la secuencia de ADN que afectan sélo una base nucleotidica de
una secuencia en el genoma. Ademas, para que estas variaciones en el ADN puedan
ser consideradas polimorfismos genéticos deben estar presentes en al menos un 1%
de la poblacién?’. En términos de funcion proteica, los SNPs que tienen mayor
relevancia son los que se encuentran en regiones codificantes del genoma, debido a
que modifican la secuencia aminoacidica, generando proteinas no funcionales al estar
truncadas, mal plegadas o con modificaciones en el sitio activo?’. Sin embargo, estos
SNPs en secuencias codificantes no siempre tienen el efecto anteriormente descrito,
sino que existen SNPs sindénimos o silenciosos donde no se afecta la secuencia de
aminoacidos?8. Por otra parte, en relaciéon a la expresiéon de un gen, SNPs que se
encuentren en regiones intergénicas (zona promotora, de union de factores de
transcripcion) o bien en zonas intrénicas pueden alterar en forma positiva o negativa la
expresion del gen o bien el proceso de splicing?®-3°.

Para ejemplificar lo anterior podemos mencionar a la enzima glutatién S-transferasa P1
(GSTP1), la cual tiene la capacidad de catalizar la conjugacion de la forma reducida del
glutatibn a sustratos, entre los que se encuentran los farmacos, con el propésito de
excretarlos. Esta enzima esta directamente relacionada con la eliminacién de platinos.
Se ha reportado un SNP en la posicion 652 del gen lo que produce un cambio de una
adenina por una guanina (A/G), lo que a nivel proteico se traduce en el cambio de la
isoleucina 105 por una valina (Iso/Val), en donde la capacidad de la GSTP1 de

conjugar platinos es menor para GSPT1 Iso105 que para la Val105%'32. Como
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consecuencia de lo anterior podria disminuir la eliminacién de platinos lo que podria

conllevar a una mayor toxicidad sistémica de estos farmacos®3.

1.4 Combinando datos clinicos y genéticos para establecer riesgo de toxicidad

asociado a quimioterapia

En la actualidad existe una gran cantidad de informacién con respecto a las
variaciones genéticas (enfocadas principalmente a SNPs), las cuales se relacionan
tanto con la eficacia, como con reacciones adversas o toxicidad en la mayoria de los
farmacos quimioterapéuticos. Sin embargo, existe mucha discrepancia en las
asociaciones resultantes en los diferentes estudios®*. Reflejo de lo anterior, es que la
mayoria de los regimenes o pautas clinicas para antitumorales no consideran el
genotipo del paciente al momento de recibir el tratamiento. Por lo tanto, se deben
mejorar las estrategias de busqueda de marcadores con el fin de lograr asociaciones
relevantes y certeras. Dado que los analisis de SNPs uno a uno tienen una baja
potencia estadistica para fenotipos complejos como una reaccion adversa, queremos
explorar si los factores clinicos combinado con factores genéticos podrian lograr
mejores resultados predictivos. Esta aproximacion ha sido utilizado con resultados
prometedores en la prediccidn de respuesta vy toxicidad a quimioterapia basada en
platinos en cancer pulmén de células no pequenas®. También, en pacientes con
canceres gastrointestinales con terapia basada con 5-FU3. Ademas, recientemente se

usd un score de riesgo compuesto de multiples factores clinicos y genes candidatos
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para predecir leucopenia asociada a azatioprina®’. Por lo tanto, el foco de nuestra
investigacion sera explorar la asociacidn de factores genéticos y clinicos con
reacciones adversas en pacientes con cancer gastrico tratados con quimioterapia

basada en fluoropirimidinas y platinos.
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De acuerdo a los antecedentes anteriormente expuestos, el presente trabajo de

tesis propone la siguiente hipétesis:

2. HIPOTESIS DE TRABAJO

“Una alta toxicidad a fluoropiridinas y platinos se asocia a la presencia de una
combinaciéon entre polimorfismos de nucleétido unico y variables clinicas, en

pacientes con cancer gastrico”

2.1 OBJETIVO GENERAL

Investigar la asociacion entre polimorfismos de nucleétido uUnico en genes
involucrados en el metabolismo, transporte y efecto, de agentes
quimioterapéuticos, las variables clinico-patoldgicas y la presencia de reacciones

adversas, en pacientes con cancer gastrico.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Establecer SNPs candidatos a genotipificar para el estudio de asociacion con

toxicidad severa.

2.- Caracterizar en términos clinico-patolégicos los pacientes con cancer gastrico

incluidos para el estudio de asociacion con toxicidad severa.

3.- Analizar las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs en proteinas
involucradas en la farmacocinética y farmacodinamia de agentes quimioterapéuticos en

pacientes con cancer gastrico.

4.- Estudiar potenciales asociaciones entre las variaciones genéticas individuales y/o
combinadas, las variables clinico-patolégicas y las reacciones adversas a

medicamentos, de los pacientes en estudio.

5.- Establecer un modelo predictivo preliminar basado en SNPs y variables clinico-

patologicas para evaluar el riesgo de desarrollar reacciones adversas a medicamentos

por tratamiento quimioterapéutico basado en fluoropiridinas/platinos.
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3. METODOS

3.1 Diseno del estudio

Se realizé un estudio epidemiolégico, retrospectivo observacional, de tipo caso-
control. Un total de 224 pacientes con cancer gastrico diagnosticados entre abril del
2005 y marzo del 2018 fueron registrados en el Centro del Cancer UC-CHRISTUS en la
Pontificia Universidad Catolica de Chile (PUC). Los pacientes se seleccionaron en
funcion de la presencia de reacciones adversas a la quimioterapia, considerados casos
y ausencia de ellos, considerados como controles, y en funcion de la severidad de las
reacciones adversas. Se considerd la presencia de la variante genética de riesgo como

factor de exposicidn.

3.2 PACIENTES
3.2.1 Criterios de inclusidén/exclusién

Los criterios de inclusidon fueron: a) cancer gastrico histologicamente
confirmado, b) régimen de quimioterapia este basado en fluoropiridinas y/o platinos, c)
al momento de iniciar la quimioterapia, paciente con adecuada funcion renal, hepética y
de la medula 6sea, determinada por el médico tratante d) Al menos 2 ciclos de
quimioterapia y €) mayor de 18 afos. Se excluyeron los pacientes con las siguientes
condiciones médicas: neuropatias y/o dafios hematolbgicos previos causadas por otras

enfermedades (Ej. Alcoholismo, diabetes).
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Basado en los criterios de inclusién/exclusion 93 pacientes fueron seleccionados
para investigar el impacto de distintos polimorfismos genéticos (SNPs) en el desarrollo

de reacciones adversas.

3.2.2 Tratamientos de quimioterapia

Los esquemas de tratamiento para el grupo de pacientes se encuentran fueron:

FOLFOX: Esquema de quimioterapia que combina los farmacos 5-fluorouracilo y
oxaliplatino. Ademas, se agrega leucovorina para aumentar la eficacia terapéutica de la
pirimidina. Cada ciclo consiste en 85 mg/m?de oxaliplatino IV (dia 1), 200 mg/m?/dia de
leucovorina IV (dia 1 y 2), bolo IV de 400 mg/m?/dia de 5-fluorouracilo (dia 1y 2) e
infusiéon IV continua de 24 h de 1200 mg/m? de 5-fluorouracilo (dia 1). Cada ciclo se

repite cada 15 dias.

CAPEOX: Esquema de quimioterapia que combina los farmacos capecitabina y
oxaliplatino. Cada ciclo consiste en 130 mg/m? de oxaliplatino IV (dia 1) y 2000

mg/m?/dia de capecitabina VO en dia 1 hasta dia 14. Cada ciclo se repite cada 21 dias.

CF: Esquema de quimioterapia que combina los farmacos cisplatino y 5-fluorouracilo.
Cada ciclo consiste en 80 mg/m? de cisplatino IV (dia 1) e infusiéon IV continua de 24 h
de 800 mg/m?/dia de 5-fluorouracilo en dia 1 hasta dia 5. Cada ciclo se repite cada 21

dias.
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DFCm: Esquema de quimioterapia que combina los farmacos docetaxel, cisplatino y 5-
fluorouracilo. Cada ciclo consiste en 75 mg/m? de docetaxel 1V, 75 mg/m? de cisplatino
IV (dia 1) e infusién IV continua de 24 h de 750 mg/m?/dia de 5-fluorouracilo en dia 1

hasta dia 5. Cada ciclo se repite cada 21 dias.

ECF: Esquema de quimioterapia que combina los farmacos epirubicina, cisplatino y 5-
fluorouracilo. Cada ciclo consiste en 50 mg/m?de epirubicina 1V, 50 mg/m? de cisplatino
IV (dia 1) e infusién IV continua de 24 h de 200 mg/m?/dia de 5-fluorouracilo en dia 1

repetido 2 veces por semana hasta dia 21. Cada ciclo se repite cada 21 dias.

EOX: Esquema de quimioterapia que combina los farmacos epirubicina, oxaliplatino y
capecitabina. Cada ciclo consiste en 130 mg/m? de oxaliplatino IV (dia 1), 50 mg/m?de
epirubicina IV (dia 1) y 1250 mg/m?/dia de capecitabina VO en dia 1 hasta dia 14. Cada

ciclo se repite cada 21 dias.

FLOT: Esquema de quimioterapia que combina los farmacos 5-fluorouracilo,
oxaliplatino, leucorovina y docetaxel. Cada ciclo consiste en 85 mg/m?de oxaliplatino IV
(dia 1), 200 mg/m2de leucovorina IV (dia 1), 50 mg/m?de docetaxel IV (dia 1) e infusién
IV continua de 24 h de 2600 mg/m? de 5-fluorouracilo (dia 1). Cada ciclo se repite cada

15 dias.
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Capecitabina-Monoterapia. Cada ciclo consiste en 2000 mg/m?/dia de capecitabina VO

en dia 1 hasta dia 14. Cada ciclo se repite cada 21 dias.

3.2.3 Descripcion y evaluacién de toxicidades

Las toxicidades se graduaron de acuerdo al National Cancer Institute Common
Toxicity Criteria 4.0 (NCI-CTC 4.0) en cada ciclo de quimioterapia para todos los
pacientes. Se colectaron los datos de anemia, neutropenia, neutropenia febril,
trombocitopenia, nauseas, vdmitos, diarrea, estomatitis, sindrome mano-pie vy
neuropatia periférica. Luego estas fueron categorizadas tanto en toxicidad
hematologica, gastrointestinal y neurologica, y si presentaba alguna de las anteriores
como toxicidad general. Grados de 0-2 fueron consideradas como toxicidad leve-
moderada y toxicidades 3-4 fueron identificadas como toxicidad severa. Los analisis de
asociacién consideran toxicidad severa vs leve/moderada.

En nuestro estudio se definié el evento como una reaccion adversa = a grado 3,
ya sea a nivel hematoldgico, digestivo o neuroldgico, segun los Criterios de
Terminologia Comun para Reacciones Adversas v.4.0 (CTCAE). Basado en el criterio
anterior: para toxicidad hematoldgica los grupos caso/control estan compuestos por 15
y 78 pacientes, respectivamente; para toxicidad digestiva los grupos caso/control estan
compuestos por 17 y 76 pacientes, respectivamente; para toxicidad neurolégica los
grupos caso/control estdn compuestos por 4 y 89 pacientes, respectivamente;
finalmente para toxicidad general los grupos caso/control estdn compuestos por 32 y 61

pacientes, respectivamente.
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3.3 GENOTIPIFICACION
3.3.1 Extraccion y cuantificacion de ADN

Como material biolégico para la extraccion de ADN se utilizé tejido tumoral
embebido en parafina. Se utilizé el kit “AllPrep DNA/RNA Mini Kit®” (Cat #AM1975,
Thermo Fisher), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la cuantificacion del
ADN se uso el kit “Qubit® dsDNA HS Assay” (Thermo Fisher). Ademas, la integridad
del ADN de cada muestra se evalu6 a través de un PCR- convencional para amplificar

el gen de 3-globina.

3.3.2 Sondas Tagman para deteccion de genotipos

La genotipificacion de los SNPs candidatos se realizd utilizando la tecnologia
TagMan® SNP Genotyping Assay en un Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time
PCR System (Thermo Fisher). Este sistema de genotipificacion hace uso de un par de
primers no marcados, y de dos sondas capaces de hacer la discriminacién alélica.
Ademas, utiliza la actividad 5°-3" nucleasa de la enzima Taqg polimerasa para que el
fluoréforo de la sonda, la cual se encuentra unida a la secuencia “blanco”, se escinda
de su “quencher”. Detectandose de esa manera la fluorescencia de la sonda especifica
para cada alelo. Cada ensayo se realizb con los respectivos controles (wild
type/heterocigoto/mutante) para SNPs, ademas muestras aleatoriamente fueron
reanalizadas para reconfirmaciéon. Curvas representativas del ensayo de PCR en
tiempo real se muestra en la Figura suplementaria 1 (Anexo 1). En la Tabla

suplementaria 1 (Anexo 1) se encuentran ID assay para las sondas TagMan®.
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3.4 ANALISIS ESTADISTICOS
3.4.1 Analisis de asociacién de SNPs

La asociacion entre cada SNPs y reacciones adversas/toxicidad fue analizada
usando modelos de regresion logistica univariada, reportandose los valores de Odd
Ratio (OR) con su respectivo intervalo de confianza al 95%. Estos analisis fueron
ensayados testeando 3 modelos de herencia; dominante, codominante y recesivo,
basado en los parametros de AIC y BIC se escogi6é el mejor modelo de herencia para
cada SNPs38. Para establecer si combinaciones de SNPs se asocian a toxicidad en un
primer paso se realizd6 un analisis de regresion logistica multivariada usando los 12
SNPs candidatos. Luego, para reducir el nUmero de combinaciones y evitar el overfiting
aplicamos “Stepwise algorithm” basado en AlC
(http://www.math.umt.edu/olear/STAT458s14/stepaic.pdf). Con los SNPs previamente
seleccionados, se realizaron combinaciones binarias y se establecié su asociacion con

toxicidad general usando sus respectivos modelos de herencia.

3.4.2 Construccién de modelos para toxicidad general severa

Se desarrollaron 4 modelos para toxicidad general severa con diferentes
variables, tanto clinicas/tratamiento como SNPs. En cada modelo se incluyeron
variables potencialmente relevantes, basandonos en potente evidencia de literatura o
que el valor de p de asociacion fuera < a 0,2. Luego, se construyeron modelos de
regresion logistica multivariado incluyendo las variables que maximizaran el valor de

Pseudo R? (MacFadden), usando este ultimo como un indicador de ajuste de las
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variables al modelo3%4°. Modelo 1 incluyé las variables edad, sexo, quimioterapia peri-
operatorio y esquema que contenia 5-FU. El modelo 2 incluyé los siguientes SNPs:
ERCC2 (rs13181), DPYD (rs2297595), DPYD (rs1801159), DPYD (rs1801265) vy
GSTP1 (rs1695), con sus respectivos modelos de herencia. El modelo 3 incluyd las
variables clinicas/tratamiento y SNPs, ellos fueron: edad, sexo, quimioterapia peri-
operatorio, esquema que contenia 5-FU, ERCC2 (rs13181), DPYD (rs2297595), DPYD
(rs1801159), DPYD (rs1801265) y GSTP1 (rs1695). Finalmente, el modelo 4 incluyo las
siguientes variables: edad, sexo, quimioterapia peri-operatoria, esquema que contenia
5-FU, la combinacion binaria de los SNPs DPYD (rs1801265) + ABCC2 (rs717620),
mas DPYD (rs1801159). Todos los modelos fueron construidos usando regresion

logistica multivariada.

3.4.3 Evaluacion de modelos

Se utilizaron diferentes algoritmos de clasificacion para la validacion interna de
los diferentes modelos. Entre los algoritmos de clasificacion se encuentran: Logistic
Regression (LR); Support Vector Machine (SVM); Naive Bayesian (NB); K-Nearest
Neighbor (KNN); Artificial Neural Network (ANN); Random Forest (RF); Decision Tree
(DT). Los detalles de los diferentes algoritmos de clasificacidn utilizados y la evaluacion
del desempefio (sensibilidad, especificidad, exactitud y area bajo la curca (ABC)) de

cada uno fueron proporcionados en Anexo 1.
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3.4.4 Construccién de nomograma

Un nomograma es una representacion grafica de un modelo que entrega una
aproximacion de la probabilidad de un outcomes de interés. Usando como base los
coeficientes del andlisis multivariado del modelo 4 (que incluye las siguientes variables:
edad, sexo, quimioterapia peri-operatorio, esquema que contenia 5-FU, la combinacién
binaria de los SNPs DPYD (rs1801265) + ABCC2 (rs717620), mas DPYD (rs1801159)),
se construyé un nomograma que provee una estimacion visual de la probabilidad de
sufrir toxicidad severa usando el paquete “rms” del programa R#. Ademas, para
evaluar la capacidad predictiva, se estimo el valor del indice ¢ corregido por bias
usando como subset de validacion interna 1000 replicaciones (bootstrap), ademas, el

gréfico de calibracion fue incluido.

3.4.5 Analisis estadisticos generales y programas/paquetes usados

Las variables continuas fueron comparadas con test de ANOVA. Para establecer
las diferencias entre las frecuencias genotipicas y alélicas entre los distintos grupos de
datos se utilizd la prueba de x2 (o la prueba exacta de Fisher cuando fue necesario).
Los analisis de sobrevida fueron realizados usando el método de Kaplan-Meir y las
curvas fueron comparadas usando test de log-rank. Un valor de p = 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo. Los analisis de asociacibn de SNPs y
toxicidad severa, usando diferentes modelos de herencia, se realizaron usando el
programa SNPstat?8. Los modelos de regresion logistica uni/multivariado fueron

construidos usando los paquetes Stats y DescTools. Los diversos algoritmos de
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clasificacion se construyeron usando los paquetes caret, ROCR y cutpointr. Para los
analisis de sobrevida su utilizaron los paquetes survival and survminer. Todos los
analisis fueron hechos usando R version 3.5.1 (The R Foundation, Vienna, Austria). Los

datos de los pacientes anonimizados se encuentran disponibles en el Anexo 3.

3.5 ASPECTOS ETICOS

El estudio se llevdé a cabo bajo estrictas normas éticas recomendadas por el
Comité de Etica de la Pontificia Universidad Catélica, de acuerdo con las normas
sugeridas en la Declaracion de Helsinki y considerando el uso de buenas practicas
clinicas (GCP). Cada paciente firmé un documento de consentimiento informado, en
funcién de su participacion en la determinacién del analisis de genotipico. Todos los
procedimientos realizados en esta investigacion se llevaron a cabo de acuerdo a las
leyes nacionales N° 20.120 (sobre la investigacion cientifica en el ser humano, su
genoma prohibe la clonacibn humana), N° 19.628 (sobre la proteccién de la vida
privada) y N° 20.584 (Regula los derechos y deberes que tienen las personas en

relacion con acciones vinculadas a su atencion de salud).
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4. RESULTADOS

4.1 Seleccion de SNPs

Los SNPs candidatos para este estudio de asociacién fueron seleccionados en
base a sistema de puntajes de acuerdo los siguientes criterios. El primer criterio
utilizado fue la evidencia cientifica en cuanto a la relacién variante genética/toxicidad,
utilizando la base de datos PharmGKB“*2. Donde evidencia nivel 1 significa que las
asociaciones han sido verificadas en diferentes estudios y nivel 4 significa que solo hay
evidencia in-vitro o basada en reporte de casos. Para nivel de evidencia 1 se asigna un
puntaje de 4, nivel 2 un puntaje de 3, nivel 3 un puntaje de 2 y para nivel 4 un puntaje
de 1. El segundo criterio fue la frecuencia del alelo de riesgo del correspondiente SNPs
de acuerdo se utiliza a la base de datos 1000-g Project 43, considerando como
referencia los datos de poblacion Americana a una frecuencia del alelo asociado a
riesgo de 1% a 25%, de 26% a 50%, de 51% a 75% y de 76 a 99% se asigna un valor
de 1, 2, 3 y 4, respectivamente. El tercer criterio se basa en la relacion que tiene el
SNP con el efecto adverso de mayor relevancia clinica, para este estudio las
toxicidades mas relevantes son la hematoldgica, neurolégica y gastrointestinal, si la
asociacion se corresponde con el efecto adverso mas relevante se asigna un valor de 2
y si no corresponde se asigna valor de 1. El cuarto criterio utilizado esta en relacion con
el efecto funcional del SNP en la proteina correspondiente. Para un cambio en las
regiones inter/intragénica, intrbnica o un cambio silente se asigna un valor de 2 y para

un cambio en la secuencia de aminoacidica un valor de 4. Finalmente se agregb un
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puntaje extra a los SNP que pudieran alterar la funcién de la proteina, esto a partir del
uso de programas de prediccion, estos programas son PolyPheny SIFT. El primero se
basa en la conservacién de secuencias, el plegamiento y la estructura cristalina de la
proteina**, en cambio, el segundo programa usa las homologias de secuencia* para
tratar de predecir las consecuencias moleculares de la sustitucion de un aminoacido“®.
De acuerdo al puntaje obtenido en Polyphen, se asigndé un valor de 0,5 para las
variaciones benignas y 1 para las daninas. De acuerdo al puntaje obtenido en SIFT,
para las variaciones toleradas se asign6 un puntaje de 0,5 y para las dafiinas de 1.
Para la seleccion final, se promediaron los puntajes de obtenidos por cada SNP en
fluoropirimidinas y platinos, la eleccién fue de aquellos SNPs que tenian un puntaje
igual o mayor al promedio. Todo el detalle se encuentra en el Anexo 2. Para las
fluoropirimidinas se seleccionaron 14 SNPs en 7 genes distintos, por su parte, para los
platinos fueron seleccionados 4 SNPs en 4 genes distintos (archivo suplementario 1).
Luego de evaluar la factibilidad de la genotipificacién, 12 SNPs en 9 genes fueron los
candidatos para los estudios de asociacion. Una descripcibn de los SNPs

seleccionados se enlista en la Tabla 1.
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Tabla 1. Breve descripcidn de los SNPs seleccionados en este estudio

Genotipo

Gen SNP ID CaR1Ab & Efecto SNP asoc.:igdo a g';f:;}'::i:f;* ';c:c()igii:g:
toxicidad
AA: 0,282, AG: Toxicidad
GSTP1 rs1695, A>G 1105V Alteracion proteina AAy AG 0,484 (347) Hematolbgica
GG: 0,032, GT: Toxicidad
ERCC2 rs13181, T>G K751Q Alteracion proteina GGyGT 0,366 (347) Hematolbgica
CG: 0,438, GG: Toxicidad
TP53 rs1042522, C>G ~ P72R Alteracion proteina CGyGG 0,098 (347) Hematolbgica
UMPS  rs1801019,G>C G213A Alteracion proteina cC CC: 0,078 (347)  Toxicidad G.I
Toxicidad
SHMT1 rs1979277, G>A  L474F Alteracion proteina AA AA: 0,084 (347) General
Toxicidad
MTHFR rs1801131, T>G E429A Alteracion proteina TT TT: 0,720 (347) General
Toxicidad
ABCC2 rs717620, C>T —_— Cambio en 5°-UTR TT TT: 0,023 (347) Neurologica
ERCC1 rs11615, ASG N118= Sin6bnimo AA AA: 0,164 (347) Toxicidad G.|
Toxicidad
DPYD rs55886062,A>C  1560S Alteracion proteina cC CC: 0,00 (347) General
CC: 0,003, CT: Toxicidad
DPYD rs2297595, T>C M166V Alteracion proteina CCyCT 0,121 (347) General
CC: 0,081, CT: Toxicidad
DPYD rs1801159, T>C 1543V Alteracion proteina CCyCT 0,372 (347) General
GG: 0,049, AG: Toxicidad
DPYD rs1801265, A>G ~ C29R Alteracion proteina GGy AG 0,352 General

* Frecuencia genotipica de acuerdo a la poblacién americana del “1000-G Project’.

AA, Aminoacido; G.l, Gastrointestinal.
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Ademas, se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas de los 12 SNPs, y

para cada uno de los polimorfismos se evalué el cumplimiento del equilibrio de “Hardy—

Weinberg” (HW) (Tabla 2). Todos los SNPs cumplen el equilibrio de HW a excepcion

del SNP en ERCC1 (rs11615) (p< 0,006, para test de equilibrio HW).

Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas, equilibrio de HW para los SNPs en 93

pacientes con cancer gastrico.

Gen SNPID Frecuencia n p- valor* Cumple Equilibrio
(%) de HW

N =93

GSTP1rs1695 A>G

AA 36 (39%) 1 Si

AG 44 (47%)

GG 13 (14%)

Alelo

A 116 (62%)

G 70 (38%)

ERCC2rs13181 T>G

TT 55 (59%) 0,22 Si

TG 36 (39%)

GG 2 (2%)

Alelo

T 146 (78%)

G 40 (22%)

TP53rs1042522 C>G

CC 56 (62%) 0,38 Si

CG 29 (32%)

GG 6 (7%)

ND 2 (2,15%)

Alelo

C 141 (77%)

G 41 (23%)

UMPS rs1801019 G>C

GG 61 (66%) 0,74 Si

GC 28 (30%)
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cC 4 (4%)

Alelo

G 150 (81%)

C 36 (19%)
SHMT1rs1979277 G>A

GG 50 (54%) 0,79
GA 35 (38%)

AA 7 (8%)

ND 1 (1%)

Alelo

G 135 (73%)

A 49 (27%)
MTHFRrs1801131 T>G

TT 52 (56%) 1
TG 36 (39%)

GG 5 (5%)

Alelo

T 145 (75%)

G 46 (25%)
ABCC2rs717620 C>T

CcC 76 (83%) 0,56
CT 15 (16%)

TT 1 (1%)

ND 1 (1%)

Alelo

C 167 (91%)

T 17 (9%)

DPYD rs55886062 A>C

AA 92 (100%) NA
AC 0 (0%)

CC 0 (0%)

NA 1 (1%)

Alelo

A 184 (100%)

C 0 (0%)

DPYD rs2297595 T>C

TT 85 (92%) 1
TC 7 (8%)

CcC 0 (0%)

ND 1 (1%)



Alelo

T 177 (96%)

C 7 (4%)

DPYDrs1801159 T>C

TT 40 (43%) 1 Si
TC 41 (45%)

CC 11 (12%)

ND 1 (1%)

Alelo

T 121 (66%)

C 63 (34%)

DPYD rs1801265 A>G

AA 50 (55%) 0,073 Si
AG 30 (33%)

GG 1 (12%)

ND (2 15%)

Alelo

A 130 (71%)

G 52 (29%)

ERCC1rs11615 A>G

AA 16 (17%) 0,0063 No
AG 60 (65%)

GG 16 (17%)

ND 1 (1%)

Alelo

A 92 (50%)

G 92 (50%)

* p-valor usando la prueba exacta de Fisher. HW, Hardy-Weinberg. ND,
No Disponible; NA, No Aplicable



4.2 Caracterizacion de pacientes estudio de asociacién caso-control

4.2.1 Caracteristicas clinico-patolégicas, tratamiento y de sobrevida de pacientes en
estudio.
Caracterizacidn general de los pacientes

La figura 4 muestra el diagrama de flujo de los pacientes incluidos en este
estudio. Se registraron 224 pacientes con diagnostico confirmado de cancer gastrico,
de ellos 79 de ellos se excluyeron por: no recibieron quimioterapia o lo hicieron en otro
centro, recibieron quimioterapia mas un farmaco biolégico, menos de 2 ciclos de
quimioterapia, sin informaciéon de esquema o por una condicibn hematoldgica previa.
Ademas, se excluyeron 52 pacientes debido insuficiente material bioldgico disponible
para extraccion de acidos nucleicos. Finalmente, 93 pacientes fueron incluidos en este

estudio de caso/control.

, 224 pacientes con cancer gastrico registrados

Se excluyeron:

71 pacientes no recibieron QMT o en otro centro
2 recibieron QMT + Trastuzumab

2 recibieron tratamiento biolégico

1 menos de 2 ciclos de QMT

1 sin informacién de esquema de QMT usado

1 por condicion hematoldgica previa

1 paciente solo recibié RDT

145 pacientes

D N )

Se excluyeron:

+ 52 pacientes con insuficiente material biolégico
disponible para extraccion de acidos nucleicos

93 pacientes I P I Se incluyeron en estudio caso/control

Figura 4. Diagrama de flujo de los pacientes incluidos en este estudio.
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Las principales caracteristicas clinico-patolégicos de los pacientes se
encuentran resumidas en la Tabla 3. Brevemente, los pacientes fueron
predominantemente hombres (62,4%) y diagnosticados en etapas avanzadas IlI/IV
(71,0%). La mayoria de los tumores se localizaron en el cuerpo del estbmago (31,2%).
Histologicamente, un 32,3% de las muestras se clasific6 como de tipo difuso por
Lauren y un 77,3% correspondié a un adenocarcinoma gastrico de acuerdo a la

clasificacion de la OMS.

Tabla 3. Caracteristicas demogréaficas y clinico-patolégicas de los pacientes en

estudio(N=93)

Caracteristicas N (%)
Edad, mediana (afos, rango) 59 (26-79)
Sexo

Hombre 58 (62,4%)
Mujer 33 (37,4%)
Etapa clinica

I 3 (3,2%)
Il 24 (25,8%)
1] 44 (47,3%)
v 22 (28,7%)
ECOG

0 42 (45,2%)
1 37 (39,8%)
2 3 (3,2%)
>3 0

ND 11 (11,8%)
Ubicacién tumor primario

Cardias 11 (11,8%)
Esofago distal y UGE 14 (15,1%)
Fondo 5 (5,4%)
Cuerpo 29 (31,2%)
Antro 19 (20,4%)
Piloro 4 (4,3%)
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Multiple 8 (8,6%)

ND 3 (3,2%)
Histologia segun Lauren

Intestinal 26 (28,0%)
Difuso 30 (32,3%)
Mixto 11 (11,8%)
ND 26 (28,0%)
Histologia segin OMS

Adenocarcinoma 71 (76,3%)
Carcinoma indiferenciado 5 (5,4%)
Carcinoma adenoescamoso 1(1,1%)
ND 16 (17,2%)
Presencia células anillo de sello

No 54 (58,1%)
Si 39 (41,9%)

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group;
OMS, Organizacion Mundial de la Salud;
ND, No Disponible

Las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier para los pacientes se muestran en la
Figura 5. La mediana de sobrevida global (SG) para todo el grupo de pacientes fue de
29 meses (Fig. 5A). Los hombres en el grupo analizado mostraron mejores tasas de
SG contra mujeres, sin embargo, estas diferencias no alcanzaron significancia
estadistica (Log Rank p = 0,45, Fig. 5B). Como se esperaba, la etapa del cancer tuvo
un impacto significativo en las tasas de SG del grupo de pacientes. Los pacientes en
etapas avanzadas (30 y 13 meses para los estadios Ill y IV, respectivamente)
mostraron medianas de SG mas bajas en comparacién con las etapas tempranas (62

meses en el estadio Il, no alcanzada para etapa 1) (Fig. 5C, Log Rank p <0,0001).
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Mediana SG
100 1 - 1001 ) Hombre 33 meses (95% IC 26-NA)
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p=0.45
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Tiempo (meses) Tiempo (meses)
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“ t X — Etapall 66 meses (95% IC 29-NA) 100 1= Y Controles 29 meses (95% IC 25-69)
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p <0.0001
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Figura 5. Tasa de sobrevida global para pacientes en estudio. Curvas de Kaplan—Meier
indican la sobrevida global para: (A) todos los pacientes. (B) por sexo. (C) por etapa.

(D) por casos/controles. Significancia: P< 0,05

En la Tabla 4 se resumen las caracteristicas de los tratamientos de los 93
pacientes de este estudio. Los porcentajes para los distintos tipos de quimioterapia
fueron: 34,4%, 32,2% vy 28% para peri-operatoria, paliativa y adyuvante,
respectivamente. Ademas, solo un 4,4% (n=5) de los pacientes recibidé quimio-
radioterapia. Ademas, el principal esquema utilizado fue FOLFOX con un 49,5%, los
esquemas CAPEOX y CF fueron utilizados en un 18,3% y 14,0% de los pacientes,

respectivamente.
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Tabla 4. Caracteristicas de los tratamientos en los pacientes con cancer gastrico (N =

93).

Caracteristicas N (%)
Régimen de quimioterapia

Peri-operatoria 32 (34,4%)
Paliativa 30 (32,2%)
Adyuvante 26 (28,0%)
QMT + RDT Adyuvante 4 (4,3%)
QMT + RDT Peri-operatoria 1(1,1%)

Esquema de quimioterapia
FOLFOX

46 (49,5%)

CAPEOX 17 (18,3%)
CF 13 (14,0%)
DCFm 5 (5,4%)
ECF 2 (2,2%)
EOX 2 (2,2%)
Capecitabina 2 (2,2%)
FLOT 1(1,1%)
RDT + 5-FU/Leu 3 (3,2%)
RDT + CAPEOX 1(1,1%)
RDT + Cis/Cape 1(1,1%)
Tratamiento Previo

No 83 (89,3%)
Si 10 (10,7%)
Esquema contuvo

RDT 5 (5,3%)
5-FU 70 (75,3%)
Capecitabina 21 (22,6%)
Oxaliplatino 67 (72,0%)
Cisplatino 21 (21,3%)
Docetaxel 6 (6,5%)
Cirugia

No 10 (10,7%)
Si 83 (89,3%)

QMT, quimioterapia; RDT, radioterapia; FOLFOX,5-fluoroura-
cilo+oxaliplatino+leucovorina; CAPEOX, capecitabina+oxalipla-
tino; CF, cisplatino+5-fluorouracilo; DCFm, docetaxel+cisplati-
no+5-fluorouracilo; ECF, etoposido+ cisplatin+5-fluorouracilo;
FLOT, 5-fluorouracilo+oxaliplatino+ docetaxel+ leucovorina;
5-FU, 5-fluorouracilo; Leu, leucovorina; Cis, cisplatino; Cape,
capecitabina.
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La Tabla 5 resume todas las reacciones adversas que se registraron para este
estudio de acuerdo a CTCAE v.4.0. Se agruparon de acuerdo al tipo de toxicidad, entre
ellas: toxicidad hematoldgica, gastrointestinal y neurolégica. La toxicidad de grado 1
mayormente registrada fue neuropatia periférica (34,1% entre las grado 1 registradas).
Las nauseas con un 31,5% fue la toxicidad grado 2 mas predominante. Por su parte,
neutropenia fue la toxicidad grado 3 dominante con un 22,6% seguida de diarrea con
un 20%. Finalmente, de los 5 eventos grado 4 registrados, 3 correspondieron a
neuropatia (60%). Ninguno de estos pacientes reportdé muerte asociada a toxicidad por
quimioterapia. En relacién a las toxicidades clinicamente relevantes, es decir, > grado
3, se observaron en mayor medida a nivel digestivo, con 19 eventos registrados, en
donde la diarrea y estomatitis fueron las que predominaron. También, a nivel
hematolégico se registraron 17 eventos de toxicidad > grado 3, entre las que

predominaron la neutropenia y neutropenia febril (Tabla 5).
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Tabla 5. Graduacion de toxicidad para pacientes con cancer gastrico de acuerdo al

Common Toxicity Criteria for Adverse Events (CTCAE).

. . N (%)
Toxicidad Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
Hematolégica
Anemia 87 (93,5%) 2 (2,2%) 3 (3,3%) 1(1,1%) 0
Neutropenia 77 (84,7%) 1(1,1%) 4 (4,4%) 8 (8,8%) 3 (3,3%)
Neutropenia febril 89 (95,6%) 0 0 4 (4,4%) 0
Trombocitopenia 82 (87,9%) 3 (8,3%) 7 (7,7%) 1(1,1%) 0
Gastrointestinal
Nauseas 56 (59,3%) 17 (18,7%) 17 (18,7%) 2 (2,2%) 1(1,1%)
Vomitos 78 (83,5%) 10 (11,0%) 2 (2,2%) 3 (3,3%) 0
Diarrea 68 (72,5%) 14 (15,4%) 4 (4,4%) 7 (7,7%) 0
Estomatitis 78 (83,5%) 6 (6,6%) 3 (3,3%) 5 (5,5%) 1(1,1%)
Neuroldgica
Sindrome mano pie 85 (91,2%) 3 (8,3%) 3 (8,3%) 2 (2,2%) 0
Neuropatia periférica 53 (56,0%) 27 (29,7%) 11 (12,1%) 2 (2,2%) 0

* Ningtn paciente desarrollo toxicidad grado 5

47



4.3 Estudiar potenciales asociaciones entre las variaciones genéticas individuales y/o
combinadas, las variables clinico-patolégicas y las reacciones adversas a

medicamentos, de los pacientes en estudio

Noventa y tres pacientes cumplieron los criterios de inclusion, estos se
agruparon en casos y controles dependiendo de la presencia de eventos > a grado 3
para toxicidad hematol6gica, digestiva, neurolégica y general. Para estudiar posibles
asociaciones entre las caracteristicas clinico-patoldgicas, las variaciones genéticas y el
desarrollo de reacciones adversas a tratamiento se utiliz6 un modelo de regresion

logistica. A continuacién, se detalla el andlisis por tipo de toxicidad.

4.3.1 Asociaciones entre variables clinicas/tratamiento, polimorfismos y toxicidad

hematoldgica.

Con respecto a la relacion casos/controles, esta fue de 15 y 78 pacientes,
respectivamente. Fueron registradas las principales caracteristicas clinico-patoldgicas
de los pacientes, entre las que se encuentra: edad, sexo, etapa, ECOG, clasificacion
histologica, entre otras. Ademas, registramos los factores asociados a tratamiento,
entre ellos se encuentran, el tipo de quimioterapia, los esquemas de tratamiento, la
presencia de un determinado tipo de farmaco. Las asociaciones entre estos factores y
toxicidad hematoldgica > 3 se presentan en la Tabla 6. Si bien no se encontraron

asociaciones significativas entre los factores clinicos/tratamiento y toxicidad
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hematologica, podemos mencionar relaciones previamente reportadas. Como por

ejemplo la edad, en donde pacientes mayores o iguales a 59 anos tiene una mayor

probabilidad de desarrollar toxicidad hematologica (OR = 2,0, 1C95% = 0,64-6,91, p =

0,23). También, el sexo femenino, la terapia peri-operatoria y un esquema con 5-FU

mostraron una mayor probabilidad de toxicidad.

Tabla 6. Analisis de regresion logistica univariada para la asociacion entre factores

clinico-patolégicos/tratamiento y toxicidad hematoldgica > a grado 3.

Caracteristicas Control (N = 78) Caso (N = 15) OR95% IC p-valor
N (%) N (%)

Edad (mediana, afios)

<59 39 (50,0%) 5 (33,3%) Ref. 0,23

=59 39 (50,0%) 10 (66,7%) 2,0 (0,64-6,91)

Sexo

Hombre 52 (66,7%) 8 (53,3%) Ref. 0,33

Mujer 26 (33,3%) 7 (46,7%) 1,75 (0,55-5,40)

Etapa agrupada

[-11 24 (30,8%) 3 (20,0%) Ref. 0,38

-1V 54 (69,2%) 12 (80,0%) 1,77 (0,50-8,31)

ECOG

0 35 (44,9%) 7 (46,7%) Ref. 0,57

1 32 (41,0%) 5 (83,3%) 0,78 (0,21-2,69)

2 3 (3,8%) 0 (0%) NA

ND 8 (10,3%) 3 (20,0%)

Histologia segun Lauren

Difuso 23 (29,5%) 7 (46,7%) Ref. 0,5

Intestinal 22 (28,2%) 4 (26,7%) 0,59 (0,14-2,26)

Mixto 10 (12,8%) 1 (6,7%) 0,32 (0,016-2,21)

ND 23 (29,5%) 3 (20,0%)

Anillo de sello

No 45 (57,7%) 9 (60,0%) Ref. 0,86

Si 33 (42,3%) 6 (40,0%) 0,9 (0,28-2,77)

Comorbilidades
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Enfermedad cardiaca crénica 6 (7,7%) 1 (6,7%) 0,85 (0,04-5,57) 0,88
Enfermedad hepatica crénica 1 (1,3%) 1 (6,7%) 5,5 (0,20-144,68) 0,26
Evento tromboembdlico previo 2 (2,6%) 0 (0%) NA NA
Diabetes 9 (11,5%) 2 (13,3%) 1,17 (0,16-5,27) 0,84

Factores de tratamiento
Régimen de Quimioterapia

Adyuvante 4 (30,8%) 2 (13,3%) Ref. 0,16

Peri-operatorio 23 (29,5%) 9 (60,0%) 4,69 (1,06-33,0)

Paliativa 26 (33,3%) 4 (26,7%) 1,84 (0,32-14,1)

QMT + RDT adyuvante 4 (5,1%) 0 (0%) NA

QMT + RDT peri-operatoria 1 (1,3%) 0 (0%) NA

Esquema de Quimioterapia

FOLFOX 38 (48,7%) 8 (53,3%) Ref. 0,39

CAPEOX 5 (19,2%) 2 (13,3%) 0,63 (0,08-2,89)

CF 0 (12,8%) 3 (20,0%) 1,42 (0,27-6,02)

DCFm 5 (6,4%) 0 (0%) NA

ECF 1 (1,3%) 1 (6,7%) 4,75 (0,17-129,1)

EOX 2 (2,6%) 0 (0%) NA

Capecitabina 2 (2,6%) 0 (0%) NA

FLOT 0 (0%) 1 (6,7%) NA

RDT + 5-FU/Leu 3 (3,8%) 0 (0%) NA

RDT + CAPEOX 1 (1,3%) 0 (0%) NA

RDT + Cis/Cape 1 (1,3%) 0 (0%) NA

Tratamiento QMT previo

No 69 (88,5%) 14 (93,3%) Ref. 0,55

Si 9 (11,5%) 1 (6,7%) 0,54 (0,02-3,27)

Esquema contuvo

RDT 5 (6,4%) 0 (0%) NA NA

5-FU 57 (73,1%) 13 (86,7%) 2,39 (0,59-16,13) 0,23

Capecitabina 19 (24,4%) 2 (13,3%) 0,47 (0,07-1,93) 0,32

Oxaliplatino 56 (71,8%) 1 (73,3%) 1,08 (0,32-4,22) 0,9

Cisplatino 7 (21,8%) 4 (26,7%) 1,30 (0,32-4,38) 0,68

Docetaxel 5 (6,4%) 1 (6,7%) 1,04 (0,05-7,14) 0,97
Ref, Referencia; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; ND, No Disponible; NA, No Aplicable
QMT, quimioterapia; RDT,radioterapia; FOLFOX,5-fluorouracilo+oxaliplatino+leucovorina;

CAPEOX,capecitabina+oxaliplatino; CF, cisplatino+5 fluorouracilo; DCFm, docetaxel+cisplati-no+5-
fluorouracilo; ECF, etéposido+ cisplatin+5-fluorouracilo; FLOT, 5-fluorouracilo+oxaliplatino+ docetaxel+
leucovorina; 5-FU, 5-fluorouracilo; Leu, leucovorina; Cis, cisplatino; Cape, Capecitabina;

Significancia: P< 0,05
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Por otro lado, se estimaron 3 modelos de herencia (codominante, dominante y
recesivo) para analizar las asociaciones binarias entre toxicidad hematologica y SNPs.
Las asociaciones entre los 12 polimorfismos y reacciones adversas se determinaron
utilizando regresioén logistica, estimandose los OR con una IC al 95%. En la Tabla 7 se
muestran las asociaciones mas relevantes, con su respectivo modelo de herencia. Se
encontré una tendencia hacia la asociacion entre reaccién adversa hematologica y el
polimorfismo en el gen GSTP1 (rs1695) donde la presencia de los genotipos AG/GG en
relacion al AA (modelo dominante), se asocia a una proteccion de desarrollar una
reaccion adversa con un OR de 0.35 (IC95%: 0,11-1,10, p= 0,068). Ademas, una
asociacidon de tendencia al riesgo se encontrd para el SNP en el ERCC1 (rs11615) en
un modelo recesivo (AA/AG vs GG) con un OR de 3,00 (IC95%: 0,86-10,46, p= 0,097,
tabla 13). Ademas, para el SNP en DPYD (rs1801265) en un modelo dominante (AA vs
AG/GGQG) los pacientes con los genotipos AG/GG mostraron una mayor probabilidad de
desarrollar toxicidad hematoldgica, igualmente para el SNP en ERCC2 (rs13181,
dominante) (Tabla 7). Sin embargo, dichas observaciones no alcanzaron significancia

estadistica.
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Tabla 7. Asociacion entre SNPs y toxicidad hematoldgica > a grado 3 en pacientes

tratados con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas.

Gen SNPID Modelo Genotipo ControlN=78 Caso N=15 OR (IC 95%) p-
Herencia (%) (%) valor
GSTP1
rs1695 A>G
Dominante A/A 27 (34,6%) 9 (60%) Ref.
G/G-A/G 51 (65,4%) 6 (40%) 0,35 (0,11-1,10) 0,068
ERCC2
rs13181
T>G
Dominante T/T 48 (61,5%) 7 (46,7%) Ref.
T/G-G/G 30 (38,5%) 8 (53,3%) 1,83 (0,60-5,56) 0,29
DPYD
rs1801265
A>G
Dominante A/A 45 (58,4%) 5 (35,7%) Ref.
A/G-G/G 32 (41,6%) 9 (64,3%) 2,53 (0,78-8,27) 0,12
ERCC1
rs11615
A>G
Recesivo  A/A-A/G 66 (85,7%) 10 (66,7%) Ref.
G/G 11 (14,3%) 5 (33,3%) 3,00 (0,86-10,46) 0,097

Ref, Referencia. En rojo asociaciones con mayor probabilidad y en verde menor probabilidad de
toxicidad severa.
Significancia: P< 0,05

Ademas, como se explicd previamente en métodos, para tratar de establecer
potenciales asociaciones entre SNPs combinados y toxicidad, se utiliz6 regresion
logistica multivariado con los 12 SNPs y para para reducir el nUmero de combinaciones
y evitar el overfitting aplicamos “Stepwise algorithm” basado en AIC (Akaike Information
Criterion). Basado en lo anterior, para toxicidad hematoldgica se seleccionaron 4 SNPs,
con estos y sus respectivos modelos de herencia se realizaron las combinaciones

binarias entre SNPs. En la Tabla 8 se tabulan las combinaciones que mostraron
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asociaciones significativas. Interesantemente, la combinacién de los SNPs en ERCC1
and GSTP1 mostraron una asociacion significativa con toxicidad hematolégica, donde
los pacientes con los genotipos combinados GG + AA (vs AA/AG + AA) tienen un OR
de 10,0 (IC95% = 1,53-88,72, p = 0,02), por otro lado, para la combinacion de ERCC1 y
DPYD (rs1801265) los pacientes con los genotipos GG + AG-GG (vs AA-AG + AA)
tienen un OR de 7,80 (IC95% = 11,17-54,17, p = 0,03), asociandose ambos a una

mayor probabilidad de desarrollar toxicidad hematolégica.

Tabla 8. Asociacion entre SNPs combinados y toxicidad hematologica > a grado 3 en

pacientes tratados con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas.

SNPs combinados Control N = 75 CasoN=15 OR (IC 95%) p-valor
(%)
(%)
ERCC1 rec. (rs11615) + GSTP1
dom.(rs1695)

AA/AG + AA 25 (32,5%) 5 (83,3%) Ref. -
AA/AG + AG/GG 41 (53,2%) 5 (83,3%) 0,69 (0,15-2,39) 0,46
GG + AA 2 (2,6%) 4 (26,7%) 10,0 (1,53-88,72) 0,02
GG + AG/GG 9 (11,7%) 1(6,7%) 0,55 (0,03-4,11) 0,61

ERCCT1 rec. (rs11615) + DPYD

dom (rs1801265)

AA-AG + AA 39 (50,6%) 3 (20,0%) Ref. -
AA-AG + AG_GG 27 (35,1%) 7 (46,7%) 2,88 (0,69-14,63) 0,15
GG + AA 6 (7,8%) 2 (13,3%) 4,33 (0,49-32,07) 0,14
GG + AG-GG 5 (6,5%) 3 (20,0%) 7,80 (1,17-54,17) 0,03

En negrita los genotipos del segundo SNP. En rojo asociaciones con mayor probabilidad de toxicidad
severa.

Ref, Referencia; Dom, dominante; Rec, recesivo.

Significancia: P< 0,05
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Finalmente, se desarrollaron 4 modelos, cada uno de los cuales fue construido
con distintas variables usando regresion logistica multivariada. En términos generales
el modelo 1 contempla sélo variables clinicas y de tratamiento, modelo 2 contempla
solo SNPs, el modelo 3 contempla la combinacidén de factores clinicos/tratamiento mas
SNPs, finalmente el modelo 4 es una mezcla de factores clinicos/tratamiento y la
combinacién binaria de SNPs. La seleccién de variables para cada modelo se baso6 en
el maximo valor de Pseudo R2. Las variables, OR y Pseudo R? de cada modelo fueron
tabuladas en Tabla 9. Algunos aspectos relevantes que podemos mencionar es que
cuando se integran las variables clinicas/tratamiento junto con los SNPs se logra un
mejor ajuste de los modelos de regresion logistica, por ejemplo, para el modelo 1 y
modelo 2, los Pseudo R? tienen valores de 0,07 y 0,14, respectivamente, mientras que
para los modelos de integracién de variables estos varian entre 0,23 y 0,29 (Tabla 9).
Por otro lado, si analizamos el modelo 4 observamos que la variable sexo, la
combinacién entre los SNPs en ERCC1y GSTP1y el SNP en DPYD (rs1801265) se
asociaron significativamente a toxicidad hematol6gica, lo cual sugiere algun tipo de
interaccidn entre estas variables. Estos resultados en su conjunto respaldan la idea de
que los modelos combinados proporcionan un mejor ajuste en relacion a modelos con

variables individuales.
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Tabla 9. Asociaciones con toxicidad hematoldgica = a grado 3 en pacientes con cancer

gastrico tratados con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas mediante

analisis multivariado.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
Caracteristicas OR p- OR p- OR p- OR p-
(95% IC) valor (95% IC) valor (95% IC) valor (95% IC) valor
Edad (sobre 1,82 0,34 - - 2,70 0,19 3,57 0,12
mediana)
(0,53-6,90) (0,65-13,71) (0,77-22,33)
Sexo (mujer) 2,07 0,22 - - 3,39 0,10 4,95 0,05
(0,62-6,98) (0,80-15,95) (1,06-28,79)
Enf. hepatica 4,48 0,31 3,63 0,42 11,61 0,20
cronica (si)
(0,15 -126,7) (0,11-129,5) (0,25-1029)
QMT adyuvante 0,48 0,41 - - 0,53 0,51 0,52 (0,05- 0,52
(Si) 3,46)
(0,06-2,43) (0,06-3,33)
QMT contuvo 5- 1,57 0,60 - - 1,58 0,62 1,44 (0,24- 0,70
FU (Si) 13,03)
(0,32-11,8) (0,27-13,41)
SNPs
GSTP1 (dom. - - 0,37 0,11 0,25 0,05 - -
AG/GG) (rs1695)
(0,10-1,24) (0,05-0,97)
DPYD 6 (dom. - - 2,55 0,13 3,19 0,08 - -
AG/GG)
(rs1801265) (0,76-9,35) (0,87-13,16)
ERCC1 (rec. GG) - - 3,35 0,07 3,12 0,13 - -
(rs11615)
(0,84-12,71) (0,69-13,55)
Combinacion
SNPs
ERCC1 rec. + - - - - - - - -
GSTP1 dom.
AA/AG + AG/GG - - - - - - 0,58 0,51
(0,11-3,14)
GG + AA - - - - - - 17,84 0,01
(2,05-220,4)
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GG + AG/GG - - - - 0,25 0,33
(0,008-3,05)
DPYD (dom. - - - - 3,50 0,09
AG/GQG)
(rs1801265) (0,86-17,08)
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
Pseudo R2 0,07 0,14 0,23 0,29

Dom, dominante; Rec, recesivo; QMT, quimioterapia; Enf, enfermedad.
Significancia: P< 0,05

4.3.2 Asociaciones entre variables clinicas/tratamiento, polimorfismos y toxicidad
digestiva.

La relacién entre casos y controles para toxicidad digestiva fue de 17 y 76
pacientes, respectivamente. Las asociaciones entre estos factores clinicos/tratamiento
y toxicidad digestiva > 3 se presentan en la Tabla 10. Como se observa ninguna
asociacion alcanzé significancia estadistica para toxicidad digestiva. Sin embargo, la
misma direccién en cuanto a las observaciones previamente encontradas en toxicidad
hematologica fueron halladas en este tipo de toxicidad, en relacién con las variables de
edad y sexo. Ademas, podemos destacar que como ha sido previamente reportado,
que los pacientes con regimenes basados en oxaliplatino, a diferencias de los basados
en cisplatino, mostraron una menor probabilidad de desarrollar toxicidad digestiva (OR

= 0,47, 1C95% = 0.15-1,47, p = 0,19).
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Tabla 10. Andlisis de regresion logistica univariada para la asociacion entre factores

clinico-patolégicos/tratamiento y toxicidad digestiva > a grado 3.

Caracteristicas Control (N = 76) Caso (N=17) OR95% IC p-valor
N (%) N (%)

Edad (mediana, afos)

<59 37 (48,7%) 7 (41,2%) Ref. 0,57

=59 39 (51,3%) 10 (58,8%) 1,35 (0,47-4,08)

Sexo

Hombre 50 (65,8%) 10 (58,8%) Ref. 0,59

Mujer 26 (34,2%) 7 (41,2%) 1,34 (0,44-3,92)

Etapa agrupada

[-11 22 (28,9%) 5 (29,4%) Ref.

Hi-1v 54 (71,1%) 12 (70,6%) 0,97 (0,32-3,36) 0,96

ECOG

0 32 (42,1%) 10 (58,8%) Ref. 0,25

1 33 (43,4%) 4 (23,5%) 0,38 (0,09-1,28)

2 2 (2,6%) 1 (5,9%) 1,60 (0,07-
18,49)

ND 9 (11,8%) 2 (11,8%)

Histologia segun Lauren

Difuso 25 (32,9%) 5 (29,4%) Ref. 0,97

Intestinal 22 (28,9%) 4 (23,5%) 0,90 (0,20-3,85)

Mixto 9 (11,8%) 2 (11,8%) 1,11 (0,14-6,25)

ND 20 (26,3%) 6 (35,3%)

Anillo de sello

No 44 (57,9%) 10 (58,8%) Ref. 0,94

Si 32 (42,1%) 7 (41,2%) 0,96 (0,31-2,77)

Comorbilidades

Enfermedad cardiaca cronica 7 (9,2%) 0 (0%) NA NA

Enfermedad hepética cronica 2 (2,6%) 0 (0%) NA NA

Evento tromboembdlico previo 1 (1,3%) 1 (5,9%) 4,68 (0,17- 0,3
122,8)

Diabetes 9 (11,8%) 2 (11,8%) 0,99 (0,14-4,36) 0,99

Factores de tratamiento

Régimen de Quimioterapia

Adyuvante 23 (30,3%) 3 (17,6%) Ref. 0,67

Peri-operatorio 24 (31,6%) 8 (47,1%) 2,55 (0,64-12,7)

Paliativa 25 (32,9%) 5 (29,4%) 1,53 (0,33-8,15)

QMT + RDT adyuvante 3 (3,9%) 1 (5,9%) 2,55 (0,11-29,7)
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QMT + RDT peri-operatoria 1(1,3%) 0 (0%) NA NA
Esquema de Quimioterapia

FOLFOX 39 (51,3%) 7 (41,2%) Ref. 0,19
CAPEOX 14 (18,4%) 3(17,6%) 1,19 (0,23-4,97)

CF 9 (11,8%) 4 (23,5%) 2,47 (0,55-10-2)
DCFm 5 (6,6%) 0 (0%) NA NA
ECF 0 (0%) 2 (11,8%) NA NA
EOX 2 (2,6%) 0 (0%) NA NA
Capecitabina 2 (2,6%) 0 (0%) NA NA
FLOT 1 (1,3%) 0 (0%) NA NA
RDT + 5-FU/Leu 2 (2,6%) 1 (5,9%) 2,78 (0,12-33,2)

RDT + CAPEOX 1 (1,3%) 0 (0%) NA NA
RDT + Cis/Cape 1 (1,3%) 0 (0%) NA NA
Tratamiento QMT previo

No 68 (89,5%) 15 (88,2%) Ref. 0,88
Si 8 (10,5%) 2 (11,8%) 1,13 (0,16-5,10)
Esquema contuvo

RDT 4 (5,3%) 1 (5,9%) 1,12 (0,05-8,26) 0,91
5-FU 56 (73,7%) 14 (82,4%) 1,66 (0,48-7,76) 0,44
Capecitabina 18 (23,7%) 3 (17,6%) 0,69 (0,14-2,41) 0,58
Oxaliplatino 57 (75,0%) 10 (58,8%) 0,47 (0,15-1,47) 0,19
Cisplatino 5(19,7%) 6 (35,3%) 2,21 (0,67-6,86) 0,18
Docetaxel 6 (7,9%) 0 (0%) NA NA

Ref. Referencia; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; ND, No Disponible; NA, No Aplicable
QMT, quimioterapia; RDT, radioterapia; @ FOLFOX, 5-fluorouracilo+oxaliplatino+leucovorina;
CAPEOX,capecitabina+oxaliplatino; CF, cisplatino+5 fluorouracilo; DCFm, docetaxel+cisplati-no+5-
fluorouracilo; ECF, etéposido+ cisplatin+5-fluorouracilo; FLOT, 5-fluorouracilo+oxaliplatino+ docetaxel+
leucovorina; 5-FU, 5-fluorouracilo; Leu, leucovorina; Cis, cisplatino; Cape, Capecitabina;

Significancia: P< 0,05

Por otro lado, en la Tabla 11 se muestran las asociaciones entre toxicidad
digestiva y polimorfismos mas relevantes, con su respectivo modelo de herencia. Una
asociaciéon significativa se encontrd para el SNP (rs1801159) en el gen DPYD, la
presencia de los genotipos CT/CC en relacion al TT (modelo dominante) se asocia a

una proteccion de desarrollar una reaccién adversa con un OR de 0,25 (IC95%: 0,08-

58



0,78, p= 0,012. Ademas, se incluyeron los analisis para los SNPs en los genes UMPS

(rs1801019) y DPYD (rs1801265), que aunque se observa una mayor probabilidad de

toxicidad digestiva para la presencia de estos SNPs, estos no fueron estadisticamente

significativo.

Tabla 11. Asociacion entre SNPs y toxicidad digestiva

tratados con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas.

a grado 3 en pacientes

Gen SNPID Modelo Genotipo ControIN=76 CasoN=17 OR (IC 95%) p-valor
Herencia (%) (%)
UMPS
rs1801019
G>C
Recesivo  G/G-G/C 74 (97,4%) 15 (88,2%) Ref.
C/IC 2 (2,6%) 2 (11,8%) 4,93 (0,64-37,83) 0,14
DPYD
rs1801159
T>C
Dominante T/T 28 (37,3%) 12 (70,6%) Ref.
C/T-CIC 47 (62,7%) 5 (29,4%) 0,25 (0,08-0,78) 0,012
DPYD
rs1801265
A>G
Dominante A/A 43 (57,3%) 7 (43,8%) Ref.
AIG-G/G 32 (42,7%) 9 (56,2%) 1,73 (0,58-5,13) 0,32

Ref. Referencia. En verde asociaciones con menor probabilidad de toxicidad severa.

Significancia: P< 0,05
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Por otro lado, las combinaciones entre SNPs se muestran en la Tabla 12, en
donde se puede observar que los pacientes con la combinacion AA/AG + CT/CC para
los SNPs ERCC1 (rs11615) y DPYD (rs1801159), respectivamente, tienen una menor
probabilidad de desarrollar toxicidad digestiva (OR = 0,19, IC95% = 0,04-0,62, p=

0,009) al ser comparados con los pacientes con genotipos AA/AG + TT.

Tabla 12. Asociacién entre SNPs combinados y toxicidad digestiva > a grado 3 en

pacientes tratados con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas.

SNPs combinados Contr(c;/lo)n S8 Casc(>°/:1 )= 17 OR (IC 95%) p-valor

ERCC1 rec. (rs11615) +

DPYD dom (rs1801159)

AA/AG + TT 22 (29,3%) 12 (70,6%) Ref. -
AA/AG + CT/CC 38 (50,7%) 4 (23,5%) 0,19 (0,04-0,62) 0,009
GG+TT 6 (8,0%) 0 (0%) NA -
GG + CT/CC 9 (12,0%) 1 (5,9%) 0,23 (0,01-1,28) 0,15

En negrita los genotipos del segundo SNP. En verde asociaciones con menor probabilidad de toxicidad
severa. Ref. Referencia; Dom, dominante; Rec, recesivo. NA, No Aplicable.
Significancia: P< 0,05
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Finalmente, se presenta el modelo de regresidon logistica con los factores mas
relevantes asociados a toxicidad digestiva (Tabla 13). También una comparacion
(basada en Pseudo R?) entre modelos que incluyen solo clinicas/tratamiento, SNPs y
una combinacién de SNPs fue realizada. De la misma forma en que se constituyeron
los modelos para toxicidad hematologica se realizd para toxicidad digestiva, en donde,
modelo 1 contempla sélo variables clinicas y de tratamiento, modelo 2 contempla sélo
SNPs, el modelo 3 contempla la combinacion de factores clinicos/tratamiento mas
SNPs, finalmente el modelo 4 es una mezcla de factores clinicos/tratamiento y la
combinacién binaria de SNPs. Analizando el valor del Pseudo R? para cada modelo,
podemos observar que las variables clinicas tienen una baja influencia para esta
toxicidad (Pseudo R? = 0,04), por su parte, los 3 SNPs seleccionados mejoraron el
ajuste teniendo un valor de Pseudo R? de 0,15 (modelo 2). Al combinar las variables
clinicas/tratamiento hay un incremento modesto en el valor de Pseudo R? de 0,20 y

0,18, para los modelos 3 y 4, respectivamente.
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Tabla 13. Asociaciones con toxicidad digestiva = a grado 3 en pacientes con cancer

gastrico tratados con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas mediante

analisis multivariado.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
Caracteristicas OR p- OR p- OR p- OR p-
valor valor valor valor
(95% IC) (95% IC) (95% IC) (95% IC)
Edad (sobre 1,54 0,43 - - 2,09 0,25 1,53 0,48
mediana)
(0,52-4,82) (0,61-8,11) (0,47-5,29)
Sexo (mujer) 1,84 0,30 - - 1,68 0,44 2,30 0,20
(0,56-6,04) (0,43-6,48) (0,64-8,66)
QMT contuvo 2,73 0,10 - - 3,63 0,09 4,30 0,04
Cisplatino (Si)
(0,78-9,43) (0,79-17,11) (1,06-18,7)
SNPs
UMPS (rec. COC) - - 4,30 0,19 5,24 0,18 - -
(rs1801019)
(0,43-45,31) (0,43-71,88)
DPYD (dom. TT) - - 4,40 0,02 5,23 0,01 - -
(rs1801159)
(1,34-17,27) (1,50-22,57)
DPYD (dom. AG/GG) - - 1,62 0,41 1,91 0,30 - -
(rs1801265)
(0,50-5,47) (0,56-6,98)
Combinacién SNPs
ERCC1 rec. + DPYD - - - - - - -
dom. (rs11615 +
rs1801159)
AA/AG + CT/TT - - - - - 0,15 0,006
(0,03-0,54)
GG+TT - - - - - NA NA
GG+ CT/TT - - - - - 0,13 0,09
(0,05-1,01)
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
Pseudo R2 0,04 0,15 0,20 0,18

En el SNPs DPYD (rs1801159, dom) se usé como referencia los genotipos CC/CT, que previamente se
asociaron a menor probabilidad de toxicidad. Dom, dominante; Rec, recesivo; QMT, quimioterapia;
Significancia: P< 0,05
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4.3.3 Asociaciones entre variables clinicas/tratamiento, polimorfismos y toxicidad

neurolégica.

El nimero de pacientes para los grupos casos y controles para toxicidad
neurologica fue de 4 y 89, respectivamente. Las asociaciones entre estos factores
clinicos/tratamiento y toxicidad neurolégica > 3 se presentan en la Tabla 14. Solo
podemos destacar que los pacientes con un ECOG mayor a 2 mostraron una mayor
probabilidad de desarrollar toxicidad neurolédgica (OR = 20,49, 1C95% = 0,65-688,3, p =
0,20). Interesantemente, todos los pacientes (n=4) que desarrollaron toxicidad
neuroldgica tuvieron tumores gastricos con presencia de células en anillo de sello.
Lamentablemente dado el bajo numero de casos las asociaciones para este tipo de
toxicidad son muy imprecisas (reflejado en los intervalos de confianza) por lo que

deben ser analizadas con mucha cautela.

Tabla 14. Andlisis de regresion logistica univariada para la asociacion entre factores

clinico-patolégicos/tratamiento y toxicidad neurolégica > a grado 3.

Caracteristicas Control (N = 89) Caso (N = 4) OR95% IC p-valor
N (%) N (%)

Edad (mediana, afios)

<59 42 (47,2%) 2 (50,0%) Ref. 0,91

=59 47 (52,8%) 2 (50,0%) 0,89 (0,10-7,71)

Sexo

Hombre 58 (65,2%) 2 (50,0%) Ref.

Mujer 31 (34,8%) 2 (50,0%) 1,87 (0,21-16,21) 0,54

Etapa agrupada

[-11 26 (29,2%) 1 (25,0%) Ref. 0,85

-1V 63 (70,8%) 3 (75,0%) 1,23 (0,15-25,65)
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ECOG
0

1

2

ND

41 (46,1%)
35 (39,3%)
2 (2,2%)

11 (12,4%)

Ref.
2,34 (0,21-51,67)
20,49 (0,65-688,3)

0,20

Histologia segun Lauren
Difuso

Intestinal

Mixto

ND

28 (31,5%
25 (28,1%
10 (11,2%
26 (

)
)
)
29,2%)

Ref.
0,56 (0,02-6,19)
1,40 (0,06-16,2)

0,8

Anillo de sello
No
Si

54 (60,7%)
35 (39,3%)

Ref.
NA

NA

Comorbilidades
Enfermedad cardiaca crénica

6 (6,7%)

4,61 (0,21-43,09)

0,26

Enfermedad hepatica crénica

2 (2,2%)

NA

NA

Evento tromboembdlico previo

2 (2,2%)

NA

NA

Diabetes

11 (12,4%)

NA

NA

Factores de tratamiento
Régimen de Quimioterapia
Adyuvante

Peri-operatorio

Paliativa

QMT + RDT adyuvante
QMT + RDT peri-operatoria

24 (27,0%)
30 (33,7%)
30 (33,7%)
4 (4,5%)
1(1,1%)

Ref.
0,83 (0,09-7,06)
NA
NA
NA

0,41

NA
NA
NA

Esquema de Quimioterapia
FOLFOX
CAPEOX

CF

DCFm

ECF

EOX
Capecitabina
FLOT

RDT + 5-FU/Leu
RDT + CAPEOX
RDT + Cis/Cape

43 (48,3%)
17 (19,1%)
13 (14,6%)
5 (5,6%)

Ref.
NA
NA
NA
14,3 (0,48-434,3)
NA
NA
NA
NA
NA
NA

0,62
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA

Tratamiento QMT previo
No
Si

Ref.

NA




Esquema contuvo

RDT 5 (5,6%) 0 (0%) NA NA
5-FU 66 (74,2%) 4 (100%) NA NA
Capecitabina 21 (23,6%) 0 (0%) NA NA
Oxaliplatino 64 (71,9%) 3 (75,0%) 1,17 (0,14-24,29) 0,89
Cisplatino 20 (22,5%) 1 (25,0%) 1,15 (0,05-9,55) 0,91
Docetaxel 6 (6,7%) 0 (0%) NA NA

Ref. Referencia; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; ND, No Disponible; NA, No Aplicable
QMT, quimioterapia; RDT, radioterapia; @ FOLFOX, 5-fluorouracilo+oxaliplatino+leucovorina;
CAPEOX,capecitabina+oxaliplatino; CF, cisplatino+5 fluorouracilo; DCFm, docetaxel+cisplati-no+5-
fluorouracilo; ECF, etéposido+ cisplatin+5-fluorouracilo; FLOT, 5-fluorouracilo+oxaliplatino+ docetaxel+
leucovorina; 5-FU, 5-fluorouracilo; Leu, leucovorina; Cis, cisplatino; Cape, Capecitabina;

Significancia: P< 0,05

En relacién a la asociaciéon entre SNPs y toxicidad neurolégica, no se logr6
establecer ninguna asociacion significativa, sin embargo, se obtuvo para el SNP
(rs1042522) en el gen TP53, en donde en un modelo recesivo (CC/CG vs GQG) se
establecié un OR de 5,47 (IC95% = 0,48-62,51, p= 0,23) (Tabla 15). No fue posible
realizar combinacion de SNPs para asociar con este tipo de toxicidad, esto debido a

bajo nUmero de casos.

Tabla 15. Asociacion entre SNPs y toxicidad neuroldgica > a grado 3 en pacientes

tratados con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas.

Gen SNPID Modelo Genotipo ControiN=89 CasoN=4 OR (IC 95%) p-
Herencia (%) (%) valor
TP53
rs1042522
C>G
Recesivo C/C-C/G 82 (94,2%) 3 (75%) Ref.
G/G 5 (5,8%) 1 (25%) 5,47 (0,48-62,51) 0,23

Ref. Referencia
Significancia: P< 0,05
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Finalmente, se presenta el modelo de regresidon logistica con los factores mas

relevantes asociados a toxicidad neuroldgica (Tabla 16). También una comparacion

(basada en R?) entre modelos que incluyen solo clinicas/tratamiento, SNPs y una

combinacién fue realizada. En este analisis se desarrollaron 3 modelos, en donde el

modelo 1, que incluye soélo factores clinicos/tratamiento, tuvo un mejor ajuste

basandonos en el valor de Pseudo R? (0,15 vs 0,5) que el modelo 2, el cual incluye s6lo

1 SNPs en TP53. Interesantemente, el modelo 3, que incluye ambos tipos de variables

mostro el valor de Pseudo R2de 0,19, el mas alto de los modelos.

Tabla 16. Asociaciones con toxicidad neuroldgica = a grado 3 en pacientes con cancer

gastrico tratados con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas mediante

analisis multivariado.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Caracteristicas | OR (95% IC) p-valor | OR (95% IC) p-valor | OR (95% IC) p-valor
Edad (sobre | 0,46 (0,02-5,43) 0,55 - - 0,62 (0,02-8,87) 0,72
mediana)
Sexo (mujer) 2,24 (0,23-22,60) 0,45 - - 2,12 (0,20-22,66) 0,50
ECOG (Ovs1,2) | - - - - - -
1 2,69 (0,23-61,28) 0,43 1,87 (0,14-44,70) 0,63
2 35,76 (0,81-2337) 0,06 31,37 (0,74-1910) 0,06
SNPs
TP53 (rec. GG) | - - 5,46 (0,24-53,0) 0,17 5,28 (0,19-80,47) 0,24
(rs1042522)

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Pseudo Rz 0,15 0,05 0,19

Rec, recesivo; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group
Significancia: P< 0,05
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4.3.4 Asociaciones entre variables clinicas/tratamiento, polimorfismos y toxicidad

general.

La frecuencia de pacientes que presentaron toxicidad general (hematologia,
gastrointestinal o neuroldgica) > a grado 3 fueron 32 pacientes (34,4%). Asociaciones
entre los factores no genéticos y toxicidad general > 3 se presentan en la Tabla 17. No
se encontraron asociaciones significativas entre las principales variables clinico-
patologicas con el desarrollo de alguna reaccién adversa grave a tratamientos basado
en fluoropiridinas/platinos. Sin embargo, en acuerdo con trabajos previos, pacientes de
mayor edad tienen un OR de 1,83 (IC95%: 0,77-4,49), pacientes de sexo femenino
presentaron un OR de 1,40 (IC95%: 0,57-3,40) y con un ECOG = 2 un OR de 4,00
(IC95%: 0,35-90,53), es decir, una mayor probabilidad de desarrollar toxicidad general
(Tabla 17). Por otro lado, analizamos los factores asociados al tratamiento. Se puede
destacar que los pacientes que recibieron un régimen de CMT peri-operatorio
presentaron una alta toxicidad en una mayor proporcion que los que recibieron CMT
adyuvante (OR: 2,71, 1C95%: 0,91-8,62, p = 0,07 (ady vs peri)). Por otro lado, el
esquema de quimioterapia se asocio borderline con alta toxicidad (p = 0,07), sin
embargo, debido a la heterogeneidad de esquemas es difuso establecer con claridad la
asociacion, en ese sentido, los esquemas fueron clasificados de acuerdo al farmaco
que contenian. De esta manera podemos destacar que pacientes que recibieron
esquemas que contienen 5-FU mostraron una mayor toxicidad con un OR de 2,26

(IC95%: 0,79-7,48, p = 0,12) y por el contrario los esquemas que contienen
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capecitabina mostraron una menor toxicidad con un OR de 0,52 (IC95%: 0,15-1,50, p =

0,23). Sin embargo, estas asociaciones no alcanzaron significancia estadistica (Tabla

17).

Tabla 17. Analisis de regresidn logistica univariada para la asociacién entre factores

clinico-patolégicos/tratamiento y toxicidad general > a grado 3.

Caracteristicas Control (N = 61) Caso (N = 32) OR95% IC p-valor
N (%) N (%)

Edad (mediana, afos)

<59 32 (52,5%) 12 (37,5%) Ref. 0,16

=59 29 (47,5%) 20 (62,5%) 1,83 (0,77-4,49)

Sexo

Hombre 41 (67,2%) 19 (59,4%) Ref. 0,45

Mujer 20 (32,8%) 13 (40,6%) 1,40 (0,57 - 3,40)

Etapa agrupada

[-11 20 (32,8%) 7 (21,9%) Ref. 0,26

Hi-1v 41 (67,2%) 25 (78,1%) 1,74 (0,67-4,97)

ECOG

0 28 (45,9%) 14 (43,8%) Ref. 0,44

1 26 (42,6%) 11 (34,4%) 0,84 (0,32-2,19)

2 1 (1,6%) 2 (6,3%) 4,0 (0,35-90,53)

ND 6 (9,8%) 5 (15,6%)

Histologia segun Lauren

Difuso 20 (32,8%) 10 (31,3%) Ref. 0,98

Intestinal 17 (27,9%) 9 (28,1%) 1,05 (0,34-3,22)

Mixto 7 (11,5%) 4 (12,5%) 1,14 (0,25-4,77)

ND 17 (27,9%) 9 (28,1%)

Anillo de sello

No 35 (57,4%) 19 (59,4%) Ref. 0,85

Si 26 (42,6%) 13 (40,6%) 0,92 (0,38-2,18)

Comorbilidades

Enfermedad cardiaca cronica 5 (8,2%) 2 (6,3%) 0,74 (0,10-3,69) 0,73

Enfermedad hepatica crénica 1(1,1%) 1 (3,3%) 1,93 (0,07-50,06) 0,64
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Evento tromboembdlico previo 1(1,1%) 1 (3,3%) 1,93 (0,07-50,06) 0,64
Diabetes 9 (14,8%) 2 (6,3%) 1,10 (0,26-3,97) 0,88
Factores de tratamiento

Régimen de Quimioterapia

Adyuvante 19 (31,1%) 7 (21,9%) Ref. 0,21
Peri-operatorio 16 (26,2%) 16 (50%) 2,71 (0,91-8,62)

Paliativa 22 (36,1%) 8 (25%) 0,98 (0,29-3,30)

QMT + RDT adyuvante 3 (4,9%) 1(3,1%) 0,90 (0,04- 8,52)

QMT + RDT peri-operatoria 1 (1,6%) 0 (0%) NA

Esquema de Quimioterapia

FOLFOX 29 (47,5%) 17 (53,1%) Ref. 0,07
CAPEOX 12 (19,7%) 5 (15,6%) 0,71 (0,19-1,05)

CF 7 (11,5%) 6 (18,8%) 1,46 (0,40-5,12)

DCFm 5 (8,2%) 0 (0%) NA

ECF 0 (0%) 2 (6,3%) NA

EOX 2 (3,3%) 0 (0%) NA

Capecitabina 2 (3,3%) 0 (0%) NA

FLOT 0 (0%) 1(3,1%) NA

RDT + 5-FU/Leu 2 (3,3%) 1 (3,1%) 0,85 (0,03-9,55)

RDT + CAPEOX 1 (1,6%) 0 (0%) NA

RDT + Cis/Cape 1(1,6%) 0 (0%) NA

Tratamiento QMT previo

No 53 (86,9%) 30 (93,7%) Ref.

Si 8 (13,1%) 2 (6,3%) 0,44 (0,06-1,90) 0,29
Esquema contuvo

RDT 4 (6,6%) 1 (3,1%) 0,45 (0,02-3,27) 0,46
5-FU 43 (70,5%) 27 (84,4%) 2,26 (0,79-7,48) 0,12
Capecitabina 16 (26,2%) 5 (15,6%) 0,52 (0,15-1,50) 0,23
Oxaliplatino 44 (72,1%) 23 (71,9%) 0,81 (0,30- 2,21) 0,67
Cisplatino 13 (21,3%) 8 (25,0%) 1,23 (0,43- 3,33) 0,68
Docetaxel 5 (8,2%) 1 (3,1%) 0,36 (0,01-2,37) 0,31

Ref. Referencia; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; ND, No Disponible; NA, No Aplicable

QMT,  quimioterapia;

RDT,

radioterapia;

FOLFOX,

5-fluorouracilo+oxaliplatino+leucovorina;

CAPEOX,capecitabina+oxaliplatino; CF, cisplatino+5 fluorouracilo; DCFm, docetaxel+cisplati-no+5-
fluorouracilo; ECF, etoposido+ cisplatin+5-fluorouracilo; FLOT, 5-fluorouracilo+oxaliplatino+ docetaxel+
leucovorina; 5-FU, 5-fluorouracilo; Leu, leucovorina; Cis, cisplatino; Cape, Capecitabina;

Significancia: P< 0,05

69



Por otro lado, en la Tabla 18 se muestran las asociaciones entre toxicidad

general severa y polimorfismos mas relevantes, con su respectivo modelo de herencia.

Usando un modelo dominante los genotipos AG/GG de SNPs en el gen DPYD

(rs181265) se asociaron a una alta toxicidad con un OR de 4,20 (IC95% = 1,70-10,95, p

= 0,002). Por otro lado, una asociacion borderline a una menor toxicidad se encontr6 en

el DPYD (rs1801159) con un OR de 0,45 (IC95%: 0,19-1,08; p = 0,071). También,

incluimos los analisis en SNPs en los genes DPYD (rs2297595), ERCC2 (rs13181) y

GSTP1 (rs1695), sin embargo, ninguna asociacion significativa fue encontrada en este

analisis univariado.

Tabla 18. Asociacidén entre SNPs y toxicidad general > a grado 3 en pacientes tratados

con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas.

Gen SNPID Modelo Genotipo Control N = 61 Caso N = 32 OR (IC 95%) valor
Herencia (%) (%) p
ERCC2
rs13181
T>G
Dominante T/T 39 (63,9%) 16 (50%) Ref. 0,2
T/G-G/G 22 (36,1%) 16 (50%) 1,77 (0,74-4,22)
DPYD
rs2297595
T>C
TT 57 (95%) 28 (87,5%) Ref. 0,21
CIT 3 (5%) 4 (12,5%) 2,71 (0,57-12,97)
DPYD
rs1801159
T>C
Dominante T/T 22 (36,7%) 18 (56,2%) Ref. 0,071
C/T-C/C 38 (63,3%) 14 (43,8%) 0,45 (0,19-1,08)
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DPYD

rs1801265
A>G
Dominante A/A 40 (66,7%) 10 (32,3%) Ref. 0,002
A/G-G/G 20 (33,3%) 21 (67,7%) 4,20 (1,70-10,95)
GSTP1
rs1695 A>G
Dominante A/A 22 (36,1%) 14 (43,8%) Ref. 0,47
A/G-G/G 39 (63,9%) 18 (56,3%) 0,72 (0,30-1,74)

En rojo asociaciones con mayor probabilidad y en verde menor probabilidad de toxicidad severa
Ref. Referencia.
Significancia: P< 0,05

Como se explicd previamente en métodos, para tratar de establecer potenciales
asociaciones entre SNPs combinados y toxicidad general, se utilizd regresion logistica
multivariado con los 12 SNPs y para para reducir el nUmero de combinaciones y evitar
el overfitting aplicamos “Stepwise algorithm” basado en AIC (Akaike information
criterion). Basado en lo anterior se seleccionaron 5 SNPs, con estos y sus respectivos
modelos de herencia se realizaron las combinaciones binarias entre SNPs. En la Tabla
19 se muestran las combinaciones que mostraron asociaciones significativas. Para el
caso de la combinacién entre los SNPs DPYD (rs1801265, dom) y UMPS (rs1801019,
rec), los pacientes que portan los genotipos AG/GG + GG/GC tienen una mayor
probabilidad de desarrollar toxicidad con un OR de 4,22 (IC95% = 1,66-11,40, p =
0,0031), en relacion a los que portan el genotipo AA + GG/GC. También, para la
combinacién DPYD (rs1801265, dom) y SHMT1 (rs1979277, dom) hubo una asociacion
borderline con toxicidad general grave, en donde los pacientes con los genotipos
AG/GG + GG tienen una mayor toxicidad en relacion a los genotipos AA + GG, con un

OR de 3,25 (IC95%: 0,99-11,39, p = 0,055). Finalmente, la combinacién de los SNPs
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DPYD (rs1801265, dom) y ABCC2 (rs717620, dom) mostrd una fuerte asociacion con
toxicidad grave, los pacientes que portan los genotipos AG/GG + CT/TT tienen una
mayor probabilidad de desarrollar toxicidad con un OR de 11,25 (IC95%: 1,25-245,45, p

= 0,047), en relacion a los que portan el genotipo AA + CC.

Tabla 19. Asociacién entre SNPs combinados y toxicidad general > a grado 3 en

pacientes tratados con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas.

Combinacion de SNPs Control N = 61 Caso N = 32 OR(IC 95%) p-valor
(%) (%)

DPYD dom (rs1801265) +

UMPS rec (rs1801019)

AA + GG/GC 38 (63,3%) 9 (29,0%) Ref. -

AA + CC 2 (3,3%) 1 (3,2%) 2,11 (0,09-24,53) 0,55

AG/GG + GG/GC 20 (33,3%) 20 (64,5%) 4,22 (1,66-11,40) 0,0031

AG/GG + CC 0 (0%) 1 (3,2%) NA NA

DPYD dom (rs1801265) +
SHMT1 dom (rs1979277)

AA + GG 19 (32,2%) 7 (22,6%) Ref. -

AA + GA/AA 20 (33,9%) 3 (9,7%) 0,40 (0,07-1,69) 0,23
AG/GG + GG 10 (16,9%) 12 (38,7%) 3,25 (0,99-11,39) 0,055
AG/GG + GA/AA 10 (16,9%) 9 (29,0%) 2,44 (0,70-8,84) 0,16
DPYD dom (rs1801265) +

ABCC2 dom (rs717620)

AA +CC 30 (50,0%) 8 (25,8%) Ref. -

AA + CT/TT 10 (16,7%) 2 (6,5%) 0,75 (0,10-3,64) 0,74
AG/GG + CC 19 (31,7%) 18 (58,1%) 3,55 (1,32-10,20) 0,014
AG/GG + CT/TT 1(1,7%) 3(9,7%) 11,25 (1,25-245,45) 0,047

En negrita los genotipos del segundo SNP. En rojo asociaciones con mayor probabilidad de toxicidad
severa.Ref. Referencia; Dom, dominante;
Significancia: P< 0,05

Finalmente, siguiendo la linea de los andlisis anteriores, nosotros desarrollamos
4 modelos, cada uno de los cuales fue construido con distintas variables usando

regresion logistica multivariada: el modelo 1 contempla sé6lo variables clinicas y de
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tratamiento, modelo 2 contempla solo SNPs, el modelo 3 contempla la combinacion de
factores clinicos/tratamiento mas SNPs, finalmente el modelo 4 es una mezcla de
factores clinicos/tratamiento y la combinacién binaria de SNPs. La seleccion de
variables para cada modelo se bas6 en el maximo valor de Pseudo R?. Las variables,
OR y Pseudo R? de cada modelo fueron tabuladas en Tabla 20. Algunos aspectos
relevantes de estos analisis fueron que la integracién de las variables clinicas y los
genotipos mejoran el desempeno de los modelos, por ejemplo, para el modelo 1
(variables clinicas/tratamiento) y modelo 2 (SNPs), los valores de Pseudo R? fueron
0,07 y 0,15, respectivamente, sin embargo, para modelos combinados, es decir,
modelo 3 y modelo 4, los valores fueron 0,21 y 0,21, respectivamente. Ademas, si
analizamos el SNPs en DPYD (rs1801159) en el modelo 2 (s6lo SNPs), el OR de este
se incremento de 3,74 a 4,55 (p=0,004) al combinarse con las variables clinicas
(modelo 3). Interesantemente, se ha reportado que el sexo podria ser un factor
determinante de los efectos de polimorfismos en DPYD. Un andlisis de subgrupos por
sexo del SNPs DPYD (rs1801265) se muestra en la Tabla suplementaria 2 (Anexo 1).
En linea con lo reportado, la asociacion con toxicidad severa de los genotipos AG/GG
en relacién con el AA, tuvo un OR de 7,78 (IC95%: 2,31-31,79, p = 0,001) y de 1,85
(1C95%:0,43- 8,26, p = 0,40) para los pacientes masculinos y femeninos,
respectivamente.

Por otro lado, en el modelo 4 (clinico/tratamiento + SNPs binarios) se encontré una
fuerte asociacion para el par DPYD + ABCC2, donde el genotipo combinado AG/GG +

CT/TT con un OR de 18,00 (IC95% = 1,66-439, p= 0,027).
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Tabla 20. Asociaciones con toxicidad general = a grado 3 en pacientes con cancer

gastrico tratados con quimioterapia basada en platinos/fluoropirimidinas mediante

analisis multivariado.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
Caracteristicas OR p- OR p- OR p- OR p-
valor valor valor valor
(95% IC) (95% IC) (95% IC) (95% IC)
Edad (sobre 1,71 0,25 | - - 2,33 0,12 | 2,24 0,14
mediana)
(0,67- 4,48) (0,81-7,15) (0,77-6,96)
Sexo (mujer) 1,83 0,238 | - - 2,12 0,19 | 2,18 0,18
(0,68-5,05) (0,68-7,01) (0,70-7,29)
QMT peri-op (Si) 2,66 0,05 | - - 2,26 0,15 | 3,01 0,06
(1,00- 7,35) (0,73-7,28) (0,94-10,31)
QMT contuvo 5-FU | 1,73 0,35 |- - 2,03 0,28 | 1,65 0,44
(Si)
(0,55- 6,10) (0,58-8,06) (0,46-6,50)
SNPs
ERCC2 (dom. - - 1,56 0,37 | 1,24 0,68 |- -
TG/GG) (rs13181)
(0,57-4,31) (0,41-3,63)
DPYD (CT) - - 1.56 0,61 | 1,88 0,52 |- -
(rs2297595)
(0,26-9,95) (0,25-14,7)
DPYD (dom. TT) - - 2,32 0,08 | 2,53 0,07 |- -
(rs1801159)
(0,89-6,24) (0,91-7,44)
DPYD (dom. - - 3,74 0,006 | 4,55 0,004 | - -
AG/GG)
(rs1801265) (1,46-10,08) (1,64- 13,79)
GSTP1 (dom. - - 0,71 0,5 0,59 0,34 |- -
AG/GG) (rs1695)
(0,26-1,90) (0,19- 1,74)

Combinacién SNPs
DPYD dom +
ABCC2 dom
(rs1801265 +
rs717620)
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AA + CT/TT - 1,45 0,68
(0,18-8,68)

AG/GG + CC - 4,33 0,012
(1,43-14,68)

AG/GG + CT/TT - 18,00 0,027
(1,66-439)

DPYD (dom. TT) - 2,37 0,094

(rs1801159)
(0,87-6,75)

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
Pseudo R2 0,07 0,15 0,21 0,21

En el SNPs DPYD (rs1801159, dom) se usé como referencia los genotipos CC/CT, que previamente se
asociaron a menor probabilidad de toxicidad. Dom, dominante; QMT, quimioterapia; 5-FU, 5-

fluorouracilo; peri-op, peri-operatoria.

Significancia: P< 0,05
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4.4 Establecer un modelo predictivo preliminar basado en SNPs y variables clinico-
patologicas para evaluar el riesgo de desarrollar reacciones adversas a medicamentos

por tratamiento quimioterapéutico basado en fluoropiridinas/platinos.

4.4 1 Evaluacién de modelos usando diferentes métodos de clasificacion.

Con el objetivo de establecer un modelo preliminar para evaluar toxicidad severa
a quimioterapia en pacientes con cancer gastrico, se utilizaron diferentes algoritmos de
clasificacion usando las variables incluidas en los 4 modelos previamente propuestos
para toxicidad general severa (Tabla 20). La eleccidén de toxicidad general, en lugar de
los tipos especificos de toxicidad (hematoldgica, gastrointestinal y neurologica), se
debe a que la relacibn casos/controles en este grupo nos permite establecer
asociaciones con mayor potencia estadistica. Se calculd la sensibilidad, especificidad,
exactitud y el AUC de cada uno de los 4 modelos (Figura 6). Como se muestra en la
Figura 6A, el modelo 1 mostré una alta especificidad (rango: 0,82-1,0), sin embargo,
una baja sensibilidad (rango: 0-0,17), en la mayoria de los algoritmos de clasificacion
utilizados. La exactitud alcanz6 un valor maximo de 0,71 con el método de RL y un
AUC de 0,74 en los algoritmos de clasificacion de RL y ANN. Por su parte el modelo 2
mostrd una especificidad en el rango de 0,61-0,87, sin embargo, la sensibilidad mostrd
valores bajos en el rango de 0,17-0,42, para los distintos algoritmos. La maxima
exactitud se alcanz6 con el método KNN con un valor de 0,69 y el maximo AUC fue de

0,68 con el método de DT (Figura 6B). Por otro lado, como se muestra en la Figura 6C
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el modelo 3 mostr6 una especificad relativamente alto (rango: 0,70-0,91) y una
sensibilidad en medianamente baja (rango: 0,17-0,41), alcanzando su maximo valor
con el método de RL. Por otro lado, la maxima exactitud fue de 0,69 con los métodos
de SVM y KNN, y un valor maximo de AUC de 0,68 con el método de DT. Finalmente,
el modelo 4 mostro valores de especificidad relativamente alto en un rango de 0,74-1,0,
por su parte, en cuanto a la sensibilidad esta tuvo valores entre 0-0,66, entre los
diversos algoritmos de clasificacion. La maxima exactitud se alcanz6 con el método de
RL con un valor de 0,80 y un valor de AUC de 0,82 se alcanz6 con el mismo algoritmo
de clasificacién (Figura 6D). En resumen, estos datos en su conjunto nos muestran
que el modelo 4 usando el método de RL tuvo el mejor desempefo en cuanto a los
parametros de prediccidén de toxicidad grave general en este grupo de pacientes con
cancer gastrico. Lo anterior, va en linea con una validacion interna de nuestros datos y
la seleccion de variables. Ademas, estos resultados nos sugieren que los modelos que
combinan variables clinicas/tratamiento y genéticas podrian ser mejorar las

predicciones que los modelos individuales.
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Figura 6. Desempeno de los 4 modelos toxicidad de quimioterapia basada en platino/
fluoropirimidinas utilizando diferentes algoritmos de clasificacion. Se muestra la
sensibilidad (linea verde), especificidad (linea roja), exactitud (linea azul) y el AUC de la curva
de ROC de los modelos (barras). Prediccién de toxicidad general severa en modelo 1 (A),
modelo 2 (B), modelo 3 (C) y modelo 4 (D). LR. “logistic regression”; SVM. “support vector
machine”; NB. ‘naive Bayesian”; KNN. ‘k-nearest neighbor”; ANN. ‘artificial neural network”;

RF. “random forest”; DT. “decision tree”. N.E; no evaluable.

4.4.2 Nomograma para prediccion de toxicidad

Como una aproximaciéon para una futura validacién clinica de estos resultados,
desarrollamos un nomograma basado en regresidn logistica multivariada que se
muestra en la Figura 7A, el cual incluye tanto variables clinicas/tratamiento y SNPs
combinados y estima la probabilidad de un determinado paciente de sufrir toxicidad
severa. El modelo fue bien calibrado y tuvo una aceptable capacidad discriminatoria,
con un optimism-corrected c-index de 0,72 (95% ClI, 0,72-0,92) (Figura suplementaria
2 en Anexo 1). Luego, los puntos fueron calculados para cada uno de los pacientes
casos Yy control y estos fueron graficados en la Figura 7B. Como era de esperar la
mediana de puntos para el grupo de pacientes controles fue significativamente menor
que para los pacientes del grupo caso (p < 0,0001). Ademas, establecimos distintos
cortes de acuerdo a los puntos en el nomograma, pacientes con 45 puntos 0 menos
tienen una probabilidad de 10% de sufrir toxicidad, interesantemente de los 16

pacientes en ese rango de puntos mas del 93% corresponden al grupo control, por el
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contrario, los pacientes con mas de 136 puntos y una probabilidad de sufrir toxicidad

superior al 60%, corresponden en un mas del 73% al grupo caso.
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Figura 7. A) Nomograma para estimar el riesgo de toxicidad general basado en el
modelo 4. El nomograma se desarroll6 sobre la base del modelo final de regresion logistica
multivariable. B) La suma total de puntos de los grupos control y casos se muestra en la figura
de la izquierda. Las lineas discontinuas representan la probabilidad de desarrollar toxicidad
severa segun los puntos. En el lado derecho, se muestra el porcentaje de pacientes en los
respectivos grupos casos/controles de acuerdo con la probabilidad estimada en el nomograma.
DPYD 6 = rs1801265, DPYD 3 = rs1801159 en nomograma; QMT peri-ope., quimioterapia peri-
operatoria; 5-FU, 5-fluorouracilo.

Significancia: P< 0,05
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5. DISCUSION

La primera linea de quimioterapia para cancer gastrico generalmente consiste en
un régimen multi-farmacos, en los cuales se incluyen fluoropirimidinas y platinos. Estos
pueden ser regimenes basados en dobletes o tripletes, los primeros a menudo son
escogidos por una menor toxicidad, y los ultimos en pacientes con buen performances
status. Sin embargo, la toxicidad sigue siendo un problema clinico sustancial en ambos
regimenes. Por otro lado, hay muy pocas terapias moleculares para pacientes con
cancer gastrico, entre estas encontramos: una combinacion de quimioterapia con
trastuzumab para pacientes HER2 positivos*’, ramucirumab en segunda linea*®4% vy
nivolumab en tercera linea®. Sin embargo, las opciones siguen siendo limitadas y con
pobres resultados en la sobrevida global. Razén por la cual es fundamental optimizar
los tratamientos de quimioterapia actuales tanto como sea posible, y el manejo y
prediccidn de la toxicidad es un aspecto relevante. Por lo tanto, el objetivo de este
estudio fue evaluar la asociacion entre un panel de SNPs candidatos y variables
clinicas en el desarrollo de toxicidad severa a tratamiento basado en
platinos/fluoropirimidinas en pacientes con cancer gastrico.

Los datos clinico-demogréficos de los 93 pacientes con cancer gastrico incluido
en este estudio fueron comparables con reportes previos en los cuales se indic6 una
mayor prevalencia en hombres®':%2 y diagnéstico en etapas avanzadas®>-%° (Tabla 3).
Por otro lado, la estimacion de sobrevida global tuvo una mediana de 29 meses, sin

diferencias significativas en cuanto a sexo, tipo histologico y toxicidad general (Figura
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5). Como era de esperar pacientes en etapa 4 tuvieron las sobrevida mas cortas (13
meses), en linea con la mayoria de las series internaciones en donde la mediana de
sobrevida global raramente excede los 12 meses®®.

En este estudio evaluamos factores clinicos junto a variables genéticas y su
asociacion con toxicidad severa. Nuestra aproximacion fue construir y evaluar 4
modelos construidos con diferentes variables y algoritmos de clasificacion para lograr
establecer el modelo con mejor desempefo en cuanto a prediccién de toxicidad. El
modelo 1 incluyd los factores clinicos mas relevantes para cada tipo de toxicidad, como
también para toxicidad general. Entre estos podemos encontrar: edad, sexo,
quimioterapia peri-operatorio/adyuvante, esquema que contuvo 5-FU o Cisplatino y
ECOG. No existe claridad con respecto a la asociacién entre toxicidad a quimioterapia
basada en platinos/fluoropirimidinas y edad en cancer gastrico, debido a que gran parte
de los ensayos clinicos los participantes se encuentran entre 50-60 anos®’. Trumper et
al. report6 a partir de 3 ensayos clinicos que la edad (>= 70 vs < 70 afios) no mostrd
diferencias significativas en la incidencia de toxicidades grados 3/4 en cancer gastro-
esofagico®8. También, Visa et al. reporté en una gran cohorte de pacientes con cancer
gastrico avanzado que la edad (>= 70 vs < 70 anos ) no se asocio a toxicidades grado
3/4, sin embargo, en los pacientes de mas edad la toxicidad, con mayor frecuencia
conduce a la interrupcion de la quimioterapia®. Por el contrario, Jatoi et al. realiz6 un
analisis agrupado de 8 ensayos clinicos y concluyé que la tasa de eventos adversos
graves a quimioterapia (entre ellos neutropenia, estomatitis) fue significativamente

mayor en pacientes mayores a 65 afos que en los mas jévenes en cancer gastro-
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esofagico avanzado®. En esta misma linea, recientemente Slagter et al. reportaron que
los pacientes con cancer gastrico mayores (>= 70) experimentan toxicidades severas
en mayor proporcibn que los pacientes mas jovenes, cuando son tratados con
quimioterapia perioperatoria basada en fluoropirimidinas/platinos®'. Por otro lado, una
serie de estudios y meta-analisis han demostrado un mayor riesgo de toxicidad severa
en pacientes de sexo femenino relacionado a tratamientos basado en fluoropirimidinas
y platinos, tanto en cancer gastrico como colorrectal6:62-64. | a infusion intravenosa de
5-FU ha sido base de la combinacidén con platinos como estandar para el tratamiento
de cancer gastrico. Sin embargo, el uso de capecitabina (pro-droga oral de 5-FU) junto
a platinos (principalmente cisplatino) ha demostrado un aumento en la sobrevida global
y respuesta en relacion con 5-FU/cisplatino, pero mayor toxicidad a nivel neurolégico
en pacientes con cancer gastrico®-67. Un estudio reciente en pacientes con cancer
colorrectal, demostrd que el esquema FOLFOX se asocid a un incremento significativo
en estomatitis y neutropenia, pero una disminucién en diarrea y sindrome mano pie
comparado con CAPEOX®8. En linea con estos resultados, nuestros pacientes
recibieron en un alto porcentaje quimioterapia basada principalmente en 5-FU, por lo
tanto, menor proporcién de uso de capecitabina (Tabla 4), lo cual va en relacion a la
mayor cantidad de toxicidades hematolégicas y digestivas registradas en relaciéon a la
neuroldgica (Tabla 5). Interesantemente, un meta-analisis en donde se explora la
diferencia en efectividad y seguridad de los regimenes que contienen oxaliplatino
versus cisplatino, se concluydé que los pacientes tratados con cisplatino mostraron una

mayor proporcion de toxicidad digestiva (nauseas, estomatitis) que los con
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oxaliplatino®®. Gran parte de lo anterior va en concordancia con lo observado en
relacion con los factores clinicos/tratamiento y toxicidad general, donde tanto, el sexo
femenino, la edad, los esquemas basados en 5-FU, la quimioterapia peri-operatorio
mostraron mayor toxicidad general y los esquemas con cisplatino y una mayor toxicidad
digestiva, justificando la eleccion de estas variables en los distintos modelos 1.

Por otro lado, nuestro modelo 2 incluye las variables genéticas mas relevantes
relacionadas a toxicidad severa. Para el caso de toxicidad hematologica los SNPs en
los genes GSTP1 (rs1695) y ERCCT1 (rs11615) se asociaron (con una tendencia a la
significancia) con este tipo de toxicidad. Para el caso del primer SNP los genotipos
AG/GG en relacibn a AA se asociaron a una menor probabilidad de toxicidad
hematologica. Dicha asociacibn ha sido previamente reportada en cancer gastro-
intestinales”, como también en cancer de ovario® tratados con regimenes basados en
platinos. Se han propuesto dos posibles mecanismos que explican esta asociacion.
Uno de ellos se relaciona con que el alelo A (wild type) que codifica para el aminoacido
Isoleucina en la posicibn 105 de la proteina tiene una menor capacidad para
metabolizar platinos con respecto al alelo G (mutante, codifica para Valina), producto
de esta menor capacidad, los niveles plasmaticos de estos farmacos aumentarian, lo
que conllevaria una mayor probabilidad de dafo a las células sanguineas como, por
ejemplo, neutréfilos33. Por otro lado, se ha propuesto que otro posible mecanismo
relacionado con esta proteccién se relacionaria al aumento en las defensas celulares
producto del polimorfismo (alelo G) a través de la activacion de la via JNK7%71, Con

respecto a toxicidad digestiva en el modelo 2 se seleccionaron 3 SNPs relevantes, sin
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embargo, el que mostrd una asociacion significativa con este tipo de toxicidad fue el
SNP en DPYD (rs1801159). Estudios previos han demostrado resultados
contradictorios con esta variante, lo cual sera detallado posteriormente. Por otro lado,
para el caso de toxicidad neuroldgica, sblo el SNP en TP53 (rs1042522) fue
seleccionado, esto debido a que principalmente no fue posible realizar analisis con el
poder estadistico necesario debido al bajo numero de pacientes que desarrollaron este
tipo de toxicidad (ver detalles en limitaciones del trabajo). Este polimorfismo es
considerado comun, para el caso del alelo C wild type se codifica para una Prolina en el
residuo 72 para el alelo G es para una Arginina’?. Se ha reportado en varios estudios
preclinicos que el alelo G (mutado), cuando se presenta en forma homocigota (GG) se
incrementa el potencial apopto6tico en respuesta a genotéxicos”-7°. Por lo tanto, esta
variante podria ser danina para las células normales cuando estas sean expuestas a
guimioterapia, principalmente basada en platinos”. Estos trabajos van en linea con
nuestros resultados, sin embargo, no hay reportes asociados a neurotoxicidad y dado
el limitado numero de eventos de toxicidad neurolégica, una muestra mayor de
pacientes es necesaria para validar estos resultados.

Finalmente, para el caso de toxicidad general severa las asociaciones mas
relevantes entre los 12 SNPs se encontraron en: ERCC2 (rs13181), DPYD
(rs2297595), DPYD (rs1801159), DPYD (rs1801265) y GSTP1 (rs1695). Se encuentra
bien reportado que la proteina DPD es una enzima limitante de reacciéon en el
catabolismo del 5-FU y su deficiencia se asocia a un menor “clearence” del farmaco, lo

que se traduce en un aumento de los efectos toxicos del mismo’6. En el analisis
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univariado los genotipos AG/GG del SNP DPYD 6 (rs1801265) se asociaron
significativamente a una mayor toxicidad severa (OR: 4,20, p = 0,002). Este SNPs que
produce una sustitucion de la Cys 29 por una Arg, se ha asociado previamente a
toxicidad por 5-FU, ademas, a una reduccion en la actividad enzimatica de DPYD.
Estudios funcionales del efecto de estos SNPs en la tasa de degradacion de 5-FU (5-
FUDR), demostraron para el DPYD (rs1801265) que los genotipos AG y GG tienen
una tasa de 5-FUDR significativamente menor que el genotipo AA, con un profundo
efecto para GG”7. En la misma linea, el genotipo CT en relacién al TT en el SNP DPYD
(rs2297595) se asocio a una mayor toxicidad severa, aunque no significativamente
(OR: 2,71, p = 0,21). En ese mismo trabajo se observd que para el DPYD (rs2297595)
el genotipo CT tiene una 5-FUDR significativamente menor que el TT”/. Por otra parte,
los genotipos TC/CC de SNPs DPYD (rs1801159) se asociaron borderline a una menor
probabilidad de desarrollar toxicidad severa en relacién a genotipo TT (OR: 0,45, p =
0,071). Resultados contradictorios se han encontrado en varios estudios con respecto a
este polimorfismo, algunos han mostrado una asociacion de los genotipos TC/CC con
un aumento en la toxicidad severa 177879  al contrario de nuestros resultados. Otros
estudios con gran numero de pacientes 0 meta-analisis no han mostrado asociacion’-
82, Por lo tanto, aun no es clara la asociacion de este polimorfismo y el desarrollo de
toxicidad severa. Una posible explicacion a de nuestro resultado es la alta frecuencia
del alelo C encontrada en este grupo de paciente que alcanz6 un 34% (Tabla 2). Si la
comparamos con otros estudios en pacientes con canceres gastrointestinales europeos

la frecuencia para el alelo C para este SNPs fue de 18,3% (n=157)77, en otro estudio en
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pacientes asiaticos con cancer gastrico fue de 27% (n = 362)7°. En esa misma linea, la
frecuencia alélica para C es poblacidbn americana llega a 27%, mientras que, para
poblacién Europea, este de Asia, sur de Asia y Africana fue de 19%, 27%, 8% y 15%,
respectivamente, de acuerdo a 1000G-project 3. Por lo tanto, han evidentes diferentes
entre las poblaciones, ademas de una falta y deuda de estudios farmacogenémicos y
de asociacibn en poblacibn americana, mas especificamente en Latinoamérica.
Interesantemente, un trabajo reciente en pacientes con cancer de mama tratados con
fluoropirimidinas mostr6 resultados similares a los nuestros para esta variante, en
donde el genotipo TT (wild type) se asocid6 a un mayor riesgo de toxicidad
hematologica. Este grupo al igual que nosotros concluye que esta variante debe ser
analizada en otros grupos de pacientes con diferentes etnicidades, diagnosticos y
regimenes®. Por otro lado, el mecanismo accion de los platinos aun no se encuentra
totalmente dilucidado, sin embargo, esta bien documentado que forman aductos con el
ADN (intra-inter hebras crosslink), lo que causa errores en la reparacién de ADN, con la
consecuente acumulacion de dafo y activacion de muerte celular tanto en células
neoplasicas como normales®. Dos SNPs en procesos relacionados a lo anterior,
mostraron una mayor probabilidad de desarrolar toxicidad severa en nuestro estudio.
Como se explico para el caso de toxicidad hematologica, los genotipos en AG/GG en
relacion a AA en el gen GSTP1 (rs1695) se asociaron a una menor probabilidad de
toxicidad severa, esta asociacion de proteccion de alelo G de este SNPs a sido
previamente reportada en pacientes tratados con quimioterapia basada en platinos en

cancer gastro-esofagico”, colorrectal®?, ovario® y pulmo6n®. Uno de los posibles
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mecanismos de esta proteccién se relacionaria al aumento en las defensas celulares
producto del polimorfismo a través de la activacion de la via JNK”%:71, Por otro lado, los
genotipos GT/GG del SNPs en ERCCZ2 (rs13181) se asociaron a una mayor
probabilidad de toxicidad severa (Tabla 5). La enzima ERCC2 esta involucrada en el
sistema de reparacion de dafo a ADN, justamente las variantes polimérficas en el
SNPs ERCC2 (rs13181) podrian resultar en una disminucion en la eficiencia de
reparacion, con un aumento en los aductos de ADN®287 o que sugiere que el dafio
causado por los platinos a las células normales podria dar cuenta de una mayor
toxicidad®. En su conjunto las evidencias anteriores justifican la eleccion de estos
polimorfismos en los respectivos modelos 2.

Por otro lado, realizamos un analisis de pares SNPs y su asociacién con los
diferentes tipos de toxicidad. Con respecto a toxicidad hematoldgica, el par ERCC1 'y
GSTP1 se asociaron significativamente a este tipo de toxicidad (Tabla 8). Para el
primer polimorfismo es necesario comentar que de acuerdo al célculo del equilibrio de
Hardy-Weinberg fue el unico SNPs que no lo cumplié. Sin embargo, es esperable un
resultado de este tipo, debido a que la muestra utilizada no cumple las condiciones
para la evaluacion del equilibro de Hardy-Weinberg. Lo anterior se debe a que nuestro
grupo de pacientes no corresponde a una poblacidén al azar o de apareamiento
aleatorio o poblacion general®®8, es un grupo de personas con un sesgo de seleccion
al ser pacientes con cancer gastrico. En esta linea, se ha reportado que el SNP ERCC1
(rs11615) se ha asociado a un mayor riesgo de cancer gastrico en poblacion del este

de China%. Por otra parte, el alelo A de este SNPs se ha asociado niveles
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significativamente menores de ARNm y de la proteina ERCC19-%, En este sentido,
pacientes que lleven alguna copia de este alelo (A), deberian tener una menor
capacidad de responder a dafo producido por quimioterapéuticos como los platinos, en
relacion al alelo G. Nuestros resultados indicaron que los pacientes con genotipo GG
tuvieron una probabilidad mayor de desarrollar toxicidad hematolégica, en contradiccion
con lo anterior. Sin embargo, existen trabajos en los cuales un haplotipo conformado
por los polimorfismos en ERCC1 (rs11615) y ERCC1 (rs3212986) se han asociado a
una disminucion con la capacidad de reparar el dafno al DNA. Interesantemente,
pacientes con el haplotipo que llevan los alelos G y A (rs11615 y rs3212986,
respectivamente) son los con menor capacidad de reparacion de dano®-%. Por lo
tanto, se podria explicar nuestro resultado basando en dichos estudios. Sin embargo,
estudios que validen esta observacién deben ser realizados. Por otro lado, como ya se
explico previamente con el SNP en GSTP1 (rs1695), en donde el genotipo AA se
asocio a una mayor probabilidad de toxicidad hematologica, es plausible que una
combinacién de estos dos SNPs en pacientes tratados con platinos tengas mayores
probabilidades de desarrollar toxicidad hematolégica (Tabla 8). Para el caso de
toxicidad digestiva, los analisis multivariados de los 12 SNPs con sus respectivos
modelos de herencia encontraron que la combinacion ERCC1 (rs11615) y DPYD
(rs1801159) se asociaron significativamente con este tipo de toxicidad.
Interesantemente, la combinacién de los genotipos AA/AG + CT/CC (para ERCC1 +
DPYD, respectivamente) en los pacientes se asocio a una muy baja probabilidad de

desarrollar toxicidad digestiva (OR = 0,19, p = 0,009, Tabla 12). Ya se explic6 como los
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genotipos AA/AG en ERCCT1 se podrian relacionar con una mayor capacidad de
reparacion al dano del ADN por aductos causados por platinos, ademas, a nivel de
tracto digestivo la expresion de la proteina ERCC1 es muy alto en relacion a otros
organos, usando como referencia el “Human Protein Atlas™’, dando evidencia para
nuestra observacion. Para el caso del SNP en DPYD, los resultados contradictorios y
falta de estudios en poblacién americana y chilena, no podemos explicar totalmente
estos resultados, donde el alelo C (mutante) se asocié a una menor toxicidad. Una
explicacion alternativa podria estar relacionada con alguna variante que se encuentre
en desequilibrio de ligamiento con este polimorfismo que potencialmente podria estar
asociado a respuesta a este tipo de farmacos. Finalmente, para el caso de toxicidad
general una fuerte asociacion fue encontrada entre los SNPs DPYD (rs1801265) y
ABCC2 (rs717620) (Tabla 19). Los pacientes con los genotipos AG/GG y CT/TT para el
primer y segundo SNPs, respectivamente, mostraron una alta probabilidad de
desarrollar toxicidad severa asociada a fluoropirimidinas/platinos (OR: 11,25, 1C95%:
1,25-245,45). El polimorfismo en ABCC2 (rs717620) se encuentra en la region
promotora del gen, y se ha asociado previamente con una disminucidn en la expresion
proteica in-vitro®®. Ademas, ABCC2 media la exportacion/eliminacion del conjugado
glutation-oxaliplatino®, lo que una disminucidén en su expresion se podria relacionar con
una disminucién en la eliminacién de este farmaco y por consecuencia un aumento en
los efectos toxicos. Asociaciones entre este polimorfismo y toxicidad hematol6gica
severa relacionada a tratamiento basado en fluoropirimidinas y platinos se ha reportado

en pacientes con cancer colorrectal y pulm6n9.191 Por lo tanto, la combinacion de los
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SNPs DPYD (rs1801265, descritos previamente) junto a ABCC2 (rs717620) podrian
potenciar los efectos toxicos, por un lado, el de las fluoropirimidinas y por otro las del
oxaliplatino. Sin embargo, tal asociacién debe ser validada en otros estudios con un
mayor numero de pacientes.

Los modelos 3 y 4 usan una combinacidén de variables clinicas/tratamiento con
los SNPs ya sea de manera independientes o en combinacion (Tablas 9,13,16 y 20).
Hay algunos trabajos que han integrado variables clinicas y genéticas para mejorar la
prediccién de toxicidad en diferentes tipos de canceres y tratamientos. Schwab et al.
estudio el valor predictivo de SNPs en DPYD, MTHFR y TYMS junto con factores no
genéticos en relacion con toxicidad severa a tratamiento basado en 5-FU, concluy6 que
el genotipo, el sexo femenino, el modo de admiracion de 5-FU y la modulacién por
acido félico (leucovorina) fueron factores de riesgo independientes de riesgo de
toxicidad severa. Ademas, reportd una fuerte interaccion entre polimorfismos en DPYD
y pacientes hombres®. En linea con ese resultado, la asociacion entre el SNPs en
DPYD (rs1801265) y toxicidad severa fue significativo solo en pacientes de sexo
masculino (Tabla suplementaria 2 en Anexo 1). Por otro lado, Yin et al. usando
diferentes algoritmos de clasificacion concluy6é que usando 28 SNPs y 1 variable clinica
(histologia) se lograba la mejor prediccion de toxicidad general severa en pacientes con
cancer de pulmén que recibieron terapia basada en platinos3. Adicionalmente, ese
mismo grupo reportd que la combinacion de los SNPs ABCG2 rs2231142-CES5A
rs3859104 se asociaron fuertemente con toxicidad general severa a platinos (OR

ajustado: 8,044, p= 4,350x10-°%) en pacientes de cancer de pulmén. En esa linea,
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nuestros modelos mostraron mejores ajustes, basandonos en Pseudo R?, cuando
usamos la integracion de factores clinicos/tratamiento y SNPs (modelos 3 y 4, Tablas
9,13,16 y 20).

Ademaés, los 4 modelos para el caso de toxicidad severa general fueron
evaluados usando diferentes algoritmos de clasificacibn que previamente han sido
utilizados en este tipo de estudios®®1%2, Nosotros comparamos los 4 modelos usando
diferentes métodos de clasificacion, en términos generales los modelos 3 y 4, que
integraban las variables mostraron un mejor desempeno (Figura 6), en donde los
algoritmos de regresion logistica y NB fueron superiores a los otros. Interesantemente,
el modelo 1 mostr6 una alta especificidad en todos los algoritmos de clasificacién, sin
embargo, una muy baja sensibilidad. EI modelo 2, que sb6lo contiene SNPs, mostro
bajos valores de se sensibilidad, especificidad y AUC (Figura 6B), lo anterior se puede
deber a un limitado efecto de los SNPs en el impacto general de toxicidad, sin
embargo, este limitado efecto puede aumentar identificando otras variantes candidatas
y potenciado con las variables clinicas. Finalmente, el modelo 4 usando un algoritmo de
regresion logistica fue superior a los otros modelos, evidenciado en los valores de
sensibilidad, especificidad, exactitud y AUC (Figura 6D), este tipo de algoritmo ha sido
ampliamente utilizado en estudios de asociacién y prediccion3637.193 con buenos
resultados, sin embargo, el algoritmo NB por su simplicidad ha mostrado prometedores
resultados es este tipo de estudios®. Por lo tanto, la evaluacion de estos algoritmos de

clasificacion deberia ser explorada y confirmada en estudios posteriores.
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Finalmente, basado en los resultados previos y usando toxicidad general
propusimos un método para establecer la probabilidad de que un paciente con cancer
gastrico que reciba terapia basada en fluoropirimidinas y platinos desarrolle toxicidad
severa. Por lo que desarrollamos un nomograma basado en una regresién logistica del
modelo 4 (Figura 7). Actualmente, uno de los marcadores mas confiables de toxicidad
severa a fluoropirimidinas son los SNPs DPYD*2A (rs3918290) y DPYD*13
(rs55886062), sin embargo, la baja frecuencia de estas variantes sélo permite
identificar una fraccibn muy pequefia de pacientes en riesgo. De hecho, en los
pacientes analizados los genotipos mutados o heterocigotos DPYD*13 (rs55886062) no
fueron detectados en ninguno de ellos. Ademas, de acuerdo a 1000-G Project la
frecuencia para DPYD*2A (rs3918290) en poblacién americana es de 0,6% y 0,0%,
para los genotipos heterocigoto y mutado, respectivamente. Una de las ventajas del
nomograma propuesto es que utiliza una combinacion de SNPs (DPYD y ABCC2),
entendiendo que estos no son de baja frecuencia, y se relacionan tanto con
fluoropirimidinas y platinos. Ademas, se integran caracteristicas clinicas de los
pacientes y tratamiento, por lo tanto, no considera solo factores farmacogendmicos
como la mayoria de los trabajos publicados.

A pesar de nuestro analisis, el estudio tiene algunas deficiencias. Este es un
estudio retrospectivo con un relativamente bajo numero de pacientes, por lo que los
analisis combinatorios tuvieron sb6lo unos pocos pacientes, reduciendo
significativamente la precision de los analisis. Ademas, algunas asociaciones que

fueron incluidas en los modelos no lograron el estandar de significancia de p <0,05, sin
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embargo, fueron incluidas debido a que previamente ha sido reportada su influencia o
efecto en el desarrollo de toxicidad severa o bien su inclusibn mejoraba los valores de
Pseudo R2?. Existen reportes donde se integran variables que por si solas no alcanzan
la significancia estadistica, pero si lo hacen dentro de un modelo con multiples
variables. Por ejemplo, un estudio donde se buscaba asociar diferentes SNPs en genes
relacionados al transporte de farmacos (familia ABCy SLC) y toxicidad neurologica por
oxaliplatino en pacientes con cancer colorrectal. Interesantemente, ninguno de los 5
polimorfismos estudiados se asocié significativamente a este tipo de toxicidad, sin
embargo, en un modelo de score de riesgo que integraba a los 5 SNPs se fue posible
encontrar una asociacion significativa'®. Por otro lado, hay una falta de un grupo de
validacion del modelo/nomograma propuesto para establecer la capacidad predictiva
del mismo, solo se uso un porcentaje de los pacientes (40%) para una validacion
interna de los modelos. En esta misma linea, una comparacién de modelo/nomograma
con otros estudios similares se hace necesario, por ejemplo, Schwab et al.3¢ y Botticelli
et al.’™% proponen nomogramas para predecir toxicidad a 5-FU, sin embargo, algunos
de los factores que utilizan no fueron determinados en este estudio (Ej: DPYD*2, 5-FU
degradation rate value). Por lo que en un estudio posterior se pueden ocupar estos
nomogramas como referencia. Otra de las limitaciones es que presentamos un modelo
que es estatico, es decir, que utilizé variables que se determinaron al inicio del
tratamiento de los pacientes. Sin embargo, la quimioterapia es un proceso dindmico v,
por lo tanto, en cada ciclo pueden cambiar las condiciones del paciente y con ello su

capacidad de respuesta y tolerancia. En ese sentido variables que se pueden medir en
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cada ciclo de quimioterapia, como por ejemplo, funcién renal, hepatica, recuento de
neutréfilos, ECOG, IMC, entre otras, pueden ser incluidas junto a nuestro modelo
usando una aproximacion multi-estado'%®. Ademas, la variable toxicidad se podria
considerar como una variable ordinal que se incrementa desde grado O a grado 5, por
lo tanto, un modelo de regresion logistica ordinal podria haber sido utilizado en los
analisis, sin embargo, solo 5 eventos (en 4 pacientes) grado 4 fueron registrados por lo
que no se alcanzaba el suficiente poder estadistico para realizar tales modelos.
Interesantemente, los 4 pacientes con eventos grado 4 tienen puntajes (promedio = 124
puntos) en el nomograma sobre el promedio de puntos de todos los pacientes
(promedio = 89 puntos), ademas, dos de ellos tienen los puntajes mas altos, 161y 136
puntos, respectivamente (datos no mostrados). Por otro lado, la mayoria de los
estudios farmacogenéticos usan muestras de sangre como fuente de ADN para los
andlisis, y esta es considerada el gold standart. En nuestro estudio el ADN utilizado
para genotipar los 12 SNPs seleccionados, procedieron de tejido tumoral embebido en
parafina (FFPE), por lo tanto, podria existir un porcentaje de genotipos incorrectos. Sin
embargo, en 9 pacientes con muestras de ADN extraidas tanto de sangre como de
FFPE, los resultados de genotipificacion de los 12 SNPs tuvieron un 100% de
concordancia (datos no mostrados). Ademas, otros trabajos reportan una alta
concordancia entre ADN proveniente de sangre y ADN derivado de tejidos de multiple
origen 1%, En otro estudio se compararon los genotipos desde ADN de sangre y FFPE
en muestras de cancer colorrectal para 11 SNPs previamente asociados a

quimioterapia citotéxica. De estos 11 SNPs, 4 ellos fueron genotipados en nuestro
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estudio, de acuerdo a sus resultados, existe una alta concordancia en los genotipos
entre las fuentes de ADN usadas, sin embargo, el SNPs en el gen GSTP1 (rs1695)
muestra una discordancia'®’. Ademas, otros potenciales genes/polimorfismos no fueron
evaluados en este estudio, los cuales podrian ser aun relevantes. Recientemente,
varios reportes han asociado polimorfismos en el gen ENOSF1 con toxicidad severa a
fluoropirimidinas'®®-119 ademas, incluir variantes en zonas UTR de gen TYMS del tipo
5’VNTR 28bp-repeat (rs45445694) y 3’UTR 6bp-indel (rs11280056) podrian mejorar
nuestro modelod!111,

A pesar de todas las limitaciones previamente descritas, consideramos que la
aproximacion usada en este estudio es una “prueba de concepto” en donde modelos
que integren variables clinicas y farmacogenéticas podrian mejorar la prediccion de

toxicidad asociada a quimioterapia basada en fluoropirimidinas y platinos.

97



6. CONCLUSIONES

Los pacientes con cancer gastrico de este estudio mostraron caracteristicas
clinico-patolégicas en acuerdo con series internacionales.

Se lograron establecer asociaciones entre variables clinicas y de tratamiento con
toxicidad severa.

Se reportan asociaciones entre toxicidad severa y polimorfismos previamente
reportadas. Sin embargo, para el caso de la DPYD rs1801159 un resultado no
esperado fue encontrado.

Se reportan combinaciones entre polimorfismos que se asocian
significativamente con distintos tipos de toxicidad. Sin embargo, se deben validar
y explorar en un mayor nUmero de pacientes.

Finalmente, desarrollamos un modelo basado en regresion logistica que integra
variables clinicas, de tratamiento y marcadores farmacogenéticos como
potencial herramienta en prediccion de toxicidad severa asociada a

quimioterapia basada en fluoropirimidinas y platinos en cancer gastrico.
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8. ANEXO 1

TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla Suplementaria 1. Identificacién de las
sondas para cada polimorfismo analizado.

Gen SNP ID

ID assay*

GSTP1 rs1695 A>G

C__ 3237198_20

ERCC2 rs13181 T>G

C__ 3145033_10

TP53 rs1042522 C>G

C__2403545_10

UMPS rs1801019G>C C__ 1901477_10
SHMT1 rs1979277 G>A C__ 3063127_10
MTHFR rs1801131 T>G C___ 850486_20
ABCC2 rs717620 C>T C__2814642_10

DPYD rs55886062 A>C

C__11985548_10

DPYD rs2297595 T>C

C__16187014_20

DPYD rs1801159 T>C

C__ 1823316_20

DPYD rs1801265 A>G

C__9491497_10

ERCC1 rs11615 A>G

C__ 2532959 20

*“ID assay” de acuerdo a Thermofisher
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Tabla Suplementaria 2. Analisis de asociacion de subgrupos de acuerdo al sexo para
el polimorfismo DPYD (rs1801159).

Hombres
. Controles (N=40) Casos (N =19) o _
Gen SNP ID Modelo  Genotipos N (%) N (%) OR (95% IC) p-valor
DPYD
rs1801265 A>G
Dom A/A 27 (67,5%) 4 (21,1%) Ref
A/G-G/G 13 (32,5%) 15 (78,9%) 7,78 (2,31-31,79) 0,001
Mujeres
. Controles (N=20) Casos (N =12) o _
Gen SNP ID Modelo  Genotipos N (%) n (%) OR (95% IC) p-valor
DPYD
rs1801265 A>G
Dom A/A 13 (65,0%) 6 (50,0%) Ref
A/G-G/G 7 (35,0%) 6 (50,0%) 1,85 (0,43- 8,26) 0,40

Dom: Dominante
Significancia: p < 0.05
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura suplementaria 1. Curvas representativas del ensayo de PCR en Tiempo Real.
Se ejemplifica para el caso de la sonda Tagman para el SNP GSTP1 rs1695 A>G. En color mostaza

alelo Ay en color amarrillo alelo G.
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Figura suplementaria 2. Diagrama de calibracién para el nomograma propuesto.

Linea continua, modelo ideal; Linea roja, desviacion ideal del modelo, Barras verticales; Intervalo de

confianza del 95%
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METODOS SUPLEMENTARIOS
Algoritmos de clasificacion

Se usaron 7 algoritmos de clasificacion comunmente usados3®''2. El output consistio en
toxicidad severa (grado 0-2 vs grado 3-4), como una variable binaria.

Para todos los algoritmos, se us6 5-veces cross-validadation para evaluar la prediccion
de los modelos. Ademas, un 60% de los pacientes se asign6 al grupo de entrenamiento y un
40% para el grupo de testeo. Brevemente, los datos fueron aleatoria y alternadamente divididos
en 5 grupos, en cada “cross validacion” 4 grupos se usaron para entrenar el modelo y 1 grupo
para to test the prediction accuracy. Esto fue repetido 5 veces y el promedio fue usado como
valor de prediccidn general. Ademas, todos los algoritmos fueron realizados con los parametros

por default. Por lo tanto, sin buscar la maximizacion de cada uno de ellos.

Regresion Logistica (LR)
Es un metodo multivariado que modela como una variable de respuesta binaria depende
de un grupo de variables explicatorias.

Puede ser escrito de la siguiente forma:

1
Xn) = 1 + e—Bo+B1xX1+B2x2 +PnXxn

P(Y=1|X;, Xy,

Donde, P (Y = 1[X;, X5, -, Xy)l es la probabilidad de que un paciente desarrolle toxicidad severa,

son los predictores, [BJ es el intercepto y [B1, 52+, B4 son los coeficientes de

regresion.
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“Support Vector Machine” (SVM)

“Support Vector Machine” es un modelo supervisado de aprendizaje usado para
problemas de clasificacién. En nuestro trabajo usamos SVM lineal, el cual crea una funcion
lineal para separar las variables de acuerdo a las diferentes clases (en nuestro caso, toxicidad
severa). El objetivo de este algoritmo es encontrar un hiperplano en un espacio N-dimensional
(N - el numero de caracteristicas) que clasifica claramente los puntos de datos. Para la

clasificacién utilizamos el paquete "kernlab" con parametros de ajuste: Costo (C, numérico)''3.

“Naive Bayesian” (NB)
Este algoritmo de clasificacion se basa en la aplicacién del “teorema de Bayes” con el
supuesto "Naive" de independencia condicional entre cada par de caracteristicas dado el valor

de la variable de clase (toxicidad severa). El “teorema de Bayes” puede ser escrito:

P(XliXZi"'anlH)P(H)
P(XllXZI...IXn)

P (H|X, Xz, Xn) =

Donde, P (H | X1,X5, -, Xn )\ es la probabilidad a posteriori de un paciente de tener 0 no toxicidad

severa. son las variables de cada paciente, P(H) es la probabilidad previa que
resulta de la muestra de entrenamiento, P(X) es la probabilidad marginal de que el atributo

aparezca en la muestra de entrenamiento.

“K-Nearest Neighbor’ (KNN)

Este algoritmo clasifica el outcomes (toxicidad severa o no) buscando los valores de los
datos “mas similares” por cercania, aprendidos en la etapa de entrenamiento. Para medir la
proximidad entre variables, se utiliza la distancia euclidiana. Se utilizé la precision para

seleccionar el valor K éptimo''3.
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“Artificial Neural Network” (ANN)

Artificial Neural Network es una red de grupos de pequenas unidades de procesamiento
que modela segun el comportamiento de las redes neuronales humanas. Utilizamos Feed-
Forward Neural network. La red esta compuesta por diferentes capas en las cuales los nodos
se distribuyen. Los nodos en las capas input reciben la informacion, luego nodos en las capas
hidden las procesan y estos finalmente en las capas oufput entregan la clasificacién. En
nuestro caso el input fueron las variables de los pacientes, mientras que el output fue toxicidad

severa. Se uso la exactitud para seleccionar el numero 6ptimo de capas y decays''s.

“Random Forest” (RF)

Random Forest es un modelo de clasificacion basado en arboles. Este algoritmo utiliza
muchos modelos de arbol de clasificacion o regresidn para subconjuntos aleatorios de los datos
inputs y utiliza el resultado combinado (forest) para la predicciobn. Es una técnica de
clasificacién con un poderoso desempeno al usar bagging y seleccion de variables aleatorias
para la construccion del arbol. La exactitud se utilizé para seleccionar el nUmero de variables
disponibles para dividir en cada nodo de arbol (mtry), regla de divisiébn y tamafio minimo de

nodo's.

“Decision Tree” (DT)

Decision Tree es un modelo grafico no lineal con forma de diagrama de flujo facil de
interpretar e implementar. Brevemente, lo que hace este algoritmo es encontrar la variable
independiente (caracteristicas de los pacientes) que mejor separa nuestros datos en grupos,
que corresponden con las categorias de la variable objetivo (toxicidad severa). Esta mejor
separacion es expresada con una regla. A cada regla corresponde un nodo. Se utilizd la

exactitud para seleccionar el valor de cp éptimo'3,
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Evaluacion de desempefio

El desempeno de cada modelo fue estimado de acuerdo al célculo de sensibilidad,
especificacidad y exactitud.
Usando una matriz de confusién de 2x2, cada uno de los pardmetros se calculan de la

siguiente manera.

Tabla

Referencia
Prediccion | Evento No Evento
Evento A B
Noevento |C D

Sensibilidad = A/(A + C)

Especificacidad = D/(B + D)

Exactitud = (A + D)/(A + B + C + D)

Tambien, la capacidad de prediccion fue evaluada por el area bajo la curva (ABC) de receiver

operating characteristic (ROC) curve.
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PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION
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solicntamos que, de las misss o liquido extispado, que serdn enviados al Laborntorio de Aratomia-
Patologica. nos permita tomar una pequena muestra para ¢l desarrollo de poblaciones de c&lules las cuales
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et ads,
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de muestra sanguinea (20na de puncidnl lo cual es infrecuente ¥ no represeniaun 4riesgo vamte para su
salud. p / 4
)

i NI Aur .
COSTOS 2 § NATG 20%% "
Su participacian en este estudio no implica ningin costo para usted. Asimismo su decisian de acceder o no
2 participar, o nada afectark el cuidado que tendri por parte de su equipo médico y en 108 Costs de su
tratamiento, los cuakss son financiados por usted.

COMPENSACIONES

Su participacian en este estudio no conlempla Ninguna compensacidn por participacion, dafos o lesiones
relacionadss oon su propia enfermedad.

Caroambimaste Renfnico para entreps te muestne 60 Chncer de avario y sangre para investigicids médica 2
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CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION

Se le asegura que tanto ¢l investigador principal como los demis imegrantes del grugo de investigacion
garantizardn \a privacidad de la informaide gue surja del estudio.

La mucstna serd almacenad: mediane un cidipo, €l cwal o revelash informacidn personal ¥ a la cual silo
tendran acces0 ks investigadores del mencionado proyecto. Es posible que los resulindas obeenddos sean
presentados en revistas » conferenciss médicas, sin embargo. su nombre no serk conocida. Los datos
ohenidos serdn custodiados, garantizando dscrecién y confldencinlidad. Las muestras obeenidas serdn
codificades a modo de manterer su anonimalo. Asimismo soko su equipo médico tralante o relacionado
con & investigacsdn podrd tener scceso a los datos relacionados con su enfermedad especificados en su
ficka médica.

VOLUNTARIEDAD

Su pamicipacion en esta imestigacica es completamente voluntaria, Usted tiens el derecho 2 no aceptar
paricipar 0 & Tetirar su consentimiento ¥ retimrse de esta investigacion en ¢l momento que lo estime
conveniente. Al hacerlo, usted no pierde ningdn derecho que le asiste como paciente de esta lstitucida y
oo s¢ verk afeciada la calidad de b atencidn médka que merece.

Si usted relirn Su consentimiento, sus muestras serim eliminadas y |e informacicn obtenids no serd
utilizada.

PREGUNTAS

Si ligne pregunias acerca de esta investigacion médica puede comactar o ks investigadores responsables
Dr. Gareth Owen, gowen@blo.puc.cl. fono: 23542874, Dr. Marcelo Garrido, mgarrido@med.puc.cl, fono:
23546500,

St tiene preguntas acercy de sus derechos como participante ¢n ua investigacion médica. usted puede

contacear a i Dra. Beatriz Shand K., Presidenca del Comite Etico Cientifico de Ia Facultad de Medicina,
Ponti ficia Universidad Cardlica de Chile, al mail: etica.investigacion@med. pue.cl 0 al fono: 23548173,

Corsentimiezte gendrice par eniregy de muestras de Ghacer de Wark y sangre para Inrvestigacdn mdda 3
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

+  Se me Ba explicado ¢ propdaite de esta investigacsdn médica, los procedimientos, los riesgos. los
beneficios v los derechos que me asisten ¥ que me puedo retirar de el en ¢ momento que lo desee.
*  Firmo este documento volumtarismente. sin ser forzado @ hacerio.
*+  No csiny renunciando a ningin derecho gue me asista
+  Se me comunicara de toda nweva inft ion refacionada ooe ¢l estudso que serja duranee el estudio ¥
que pueda tener importancia dinecla para nv condicidn de salud.
»  Se e ha infoemado que tengo o derecho a reevaluar mi participaciGn sepin mi parecer.
* Yo aulorizo al investigador principal y a sus colaboradores e acces0 ¥ 150 de 106 daros commenicos en
mi Fichs clinica para fines de esta investigackin,
»  Se me entrega copa firmada de ssie documento.
FIRMAS:
. Panicipante
. Investigador:
NI . e v eoecmnemen e s anesmssnssnssnsons sussansns snssnsanse FITMB e coeeanenecnnesstarsnnsnnsonsas
FOBRA reurersccecacscascaccnsasnsans sasaatsassanansa
- Director de 1a Instituclon o su Delegade:
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9. ANEXO 2

Lista de SNPs asociados a toxicidad por fluoropirimidinas

Gen SNP id (1) (2) (3) (4) (5) (6)
ABCC11 rs7194667 3 G (0.06) Leucopenia Intrénica na na
ABCC2 rs717620 3 T(0.17) Toxicidad Intragénica na na
ABCC4 rs9561778 3 T (Sd) Toxicidad Intrénica na na
ABCC5 rs3749438 3 | A(0.29) Toxicidad Intrénica na na
ABCC5 rs10937158 3 C (0.59) Toxicidad Intrénica na na
ABCC5 rs1045642 3 A (0.43) Toxicidad Silente na na
ABCG1 rs225440 3 | T((0.42) Neutropenia Intrénica na na
DPYD rs67376798 1A | A (0.00) Diarrea Cambio de aa 0 0.61
DPYD rs3918290 1A | T(0.00) Toxicidad Fatal Intrénica na na
DPYD rs55886062 1A | C(0.00) Toxicidad Cambio de aa 0 0.977
DPYD rs2297595 2A | C(0.06) Toxicidad fatal Cambio de aa 0 0.976
DPYD rs1801159 3 C(0.27) Toxicidad Cambio de aa 0.04 0.001
DPYD rs1801158 3 T (0.01) Toxicidad Cambio de aa 0.01 0.767
DPYD rs1801265 3 G (0.22) Toxicidad Cambio de aa 0.41 0
DPYD rs17376848 3 G (0.08) Toxicidad Silente na na
DPYD rs75017182 3 | G(0.99) Toxicidad Intrénica na na
DPYD rs115232898 3 C (0.00) Toxicidad Cambio de aa 0.01 0.95
ERCC1 rs11615 2B | A(0.39) Nefrotoxicidad Silente na na
ERCC2 rs13181 3 T (0.79) | neutropenia/gastrointestinal | Cambio de aa | trunca | trunca
GSTP1 rs1695 2A | A(0.52) Cardiotoxicidad Cambio de aa 1 0.001
MTHFR rs1801131 3 T(0.15) Toxicidad Cambio de aa 0.15 0.005
PARD3B | rs17626122 3 T(0.37) Toxicidad Intrénica na na
SHMT1 rs1979277 3 A (0.27) Toxicidad Cambio de aa 0.04 0
TP53 rs1042522 2B | G(0.32) Toxicidad Cambio de aa 0.57 0.143
TYMP rs11479 3 A (0.17) Toxicidad Cambio de aa | trunca
TYMS rs183205964 3 C (0.00) Toxicidad severa Intrénica na na
UMPS rs1801019 2B | C(0.26) T. gastrointestinal Cambio de aa 0.32 0.025
Sistema de Ranking
Gen SNP id (1) (2) | (3) | (4) | (5) | (6) | Puntaje final
GSTP1 rs1695 3 3 2 4 10505 13
ERCC2 rs13181 2 4 2 4 0 0 12
TP53 rs1042522 2 3 2 4 10505 12
UMPS rs1801019 3 2 2 4 10505 12
DPYD rs55886062 4 0 2 4 1 1 12
DPYD rs2297595 3 1 2 4 1 1 12
SHMT1 rs1979277 2 2 2 4 11|05 11.5
DPYD rs1801159 2 2 2 4 11|05 11.5
DPYD rs67376798 4 0 1 4 1 1 11
DPYD rs1801158 2 1 2 4 1 1 11
DPYD rs75017182 2 4 2 2 0 0 10
MTHFR rs1801131 2 1 2 4 10505 10
DPYD rs1801265 2 1 2 4 10505 10

126




DPYD rs115232898 2 0 2 4 1 1 10
ABCC5 rs10937158 2 3 2 2 0 0 9
TYMP rs11479 2 1 2 4 0 0 9
ERCC1 rs11615 3 2 2 2 0 0 9
ABCG1 rs225440 2 2 2 2 0 0 8
ABCC5 rs1045642 2 2 2 2 0 0 8
DPYD rs3918290 4 0 2 2 0 0 8
ABCC5 rs3749438 2 2 2 2 0 0 8
PARD3B rs17626122 2 2 2 2 0 0 8
ABCC11 rs7194667 2 1 2 2 0 0 7
ABCC2 rs717620 2 1 2 2 0 0 7
DPYD rs17376848 2 1 2 2 0 0 7
ABCC4 rs9561778 2 0 2 2 0 0 6
TYMS rs183205964 2 0 2 2 0 0 6

Puntaje Promedio 10

Corte, SNPs sobre el promedio | igual o superior al promedio de puntaje

(1) Nivel de evidencia, segun pharmaGKB para nivel de evidencia 1 se asigna un puntaje de 4 y para nivel 4 un puntaje de 1.

(2) Frecuencia del alelo de riesgo en poblacién americana segun 1000-G project, de 1 a 25%, de 26 a 50%,

de 51a75%y de 76 a 99% se asigna un valor de 1, 2, 3y 4, respectivamente.

(3) Relacién con efecto adverso mas reportado, si corresponde a un efecto adverso hematoldgico, gastrointestinal o neuroldgico
se asigna un valor de 2 y si no corresponde se asigna valor de 1.

(4) Tipo de mutacién que produce, para una mutacion inter/intragénica, silente, intrénica se asigna

un valor de 2 y para un cambio en la secuencia de aminoacidica un valor de 4

(5) Score SIFT Ranges from 0 to 1. Para las toleradas se asignard un puntaje de 0,5 y para las dafiinas de 1

(6) Score PolyPhen. Se asignara un valor de 0,5 para las variaciones benignas y 1 para las dafiinas.
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Lista de SNPs asociados a toxicidad por platinos

Gen SNP id (1) (2) (3) (4) (5) (6)
XRCC1 rs25487 2B | C(0.69) Neutropenia Cambio de aa 0.6 0
ERCC1 rs3212986 2B | C(0.65) Nefrotoxicidad 3" UTR na na
PARD3B | rs17626122 3 | T(0.38) | Toxicidad Hematoldgica Intrénica na na
ABCC2 rs717620 3 | €(0.83) Neurotoxicidad 5'UTR na na
ABCC2 rs717620 3 | T(0.17) | Toxicidad Hematoldgica 5'UTR na na
GSTP1 rs1695 3 | A(0.52) Neurotoxicidad Cambio de aa sd sd
ERCC2 rs13181 3 | G(0.21) | Toxicidad Hematoldgica | Cambio de aa trunca trunca
ERCC1 rs11615 3 | A(0.39) | Toxicidad Hematoldgica | Cambio de aa | sindnima | sin6nima

Sistema de Ranking

Gen SNP id (1) (2) | (3) | (4) | (5) | (6) | Puntaje final
XRCC1 rs25487 3 3 2 4 | 05|05 13
GSTP1 rs1695 2 3 2 4 0 0 11
ABCC2 rs717620 2 4 2 2 0 0 10
ERCC1 rs11615 2 2 2 4 0 0 10
ERCC1 rs3212986 3 3 1 2 0 0 9
ERCC2 rs13181 2 1 2 4 0 0 9
PARD3B rs17626122 2 2 2 2 0 0 8
ABCC2 rs717620 2 1 2 2 0 0 7

Puntaje Promedio 10

Corte, SNPs sobre el promedio | igual o superior al promedio de puntaje

(1) Nivel de evidencia, segun pharmaGKB para nivel de evidencia 1 se asigna un puntaje de 4 y para nivel 4 un puntaje de 1.

(2) Frecuencia del alelo de riesgo en poblacién americana segun 1000-G project, de 1 a 25%, de 26 a 50%,

de 51a75%y de 76 a 99% se asigna un valor de 1, 2, 3y 4, respectivamente.

(3) Relacién con efecto adverso mas reportado, si corresponde a un efecto adverso hematoldgico, gastrointestinal o neuroldgico
se asigna un valor de 2 y si no corresponde se asigna valor de 1.

(4) Tipo de mutacién que produce, para una mutacion inter/intragénica, silente, intrénica se asigna

un valor de 2y para un cambio en la secuencia de aminoacidica un valor de 4

(5) Score SIFT Ranges from 0 to 1. Para las toleradas se asignard un puntaje de 0,5 y para las dafiinas de 1

(6) Score PolyPhen. Se asignara un valor de 0,5 para las variaciones benignas y 1 para las dafiinas.
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10. ANEXO 3

Datos brutos de los 93 pacientes incluidos en este estudio.

Demograficos

Ubicacién
Sexo An=0, Ca=1,| Compromis
Masculino= Cu=2, Es=3, o
Cddigo 0 Edad ECOG Etapa Fo=4, Mu=5, | Peritoneal
Femenino= 1 Pi=6 No=0 Si=1

GCTFO00003 0 68 1 Il 1 0
GCTF00004 0 60 1 1] 1 0
GCTF00006 1 64 0 I 0 0
GCTF00007 1 58 1 1] 0 0
GCTF00008 0 71 1 I 3 0
GCTF00010 0 64 2 v 4 1
GCTF00012 0 56 0 v 2 0
GCTF00013 1 74 1 1] 2 0
GCTF00014 1 54 1 v 2 0
GCTF00015 0 53 0 1] 3 0
GCTF00016 0 70 0 I 2 0
GCTF00018 1 70 2 I 2 0
GCTF00019 0 62 0 1] 3 0
GCTF00022 0 37 1 I 2 0
GCTF00023 1 54 0 1] 2 0
GCTF00024 0 57 0 I 6 0
GCTF00026 0 33 0 Il 0 0
GCTF00027 0 69 0 I 1 0
GCTF00028 1 29 1 1] 0 0
GCTF00029 0 51 1 I 3 0
GCTF00033 1 64 0 1] 0 0
GCTF00035 0 77 0 v 0 0
GCTF00037 0 26 0 v 5 0
GCTF00039 0 46 1 1] 3 0
GCTF00040 0 63 1 1] 2 0
GCTF00041 0 58 0 I 4 0
GCTF00046 1 58 0 Il 0 0
GCTF00050 0 41 1 1] 3 0
GCTF00053 0 50 1 v 1 0
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GCTF00054 1 62 0 I 1 0
GCTF00055 1 49 0 v 2 0
GCTF00059 1 72 1 1] 0 0
GCTF00060 0 78 0 1] 3 0
GCTF00061 0 52 0 I 6 0
GCTFO00063 1 63 NA 1] NA 0
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GCTF00065 1 54 NA v 2 1
GCTF00066 0 69 0 Il 6 0
GCTF00072 0 63 NA 1] 0 0
GCTF00075 0 63 1 I 2 0
GCTF00076 0 69 0 1] 3 0
GCTF00077 0 65 1 1] 0 0
GCTF00078 1 51 0 Il 0 0
GCTF00088 0 55 0 I 1 0
GCTF00090 0 66 1 1] 5 0
GCTF00091 1 59 1 I 4 0
GCTF00096 0 56 0 1] 6 0
GCTF00097 0 71 1 1] 2 0
GCTF00098 1 50 0 1] 2 0
GCTF00099 1 39 0 Il 5 0
GCTF00100 0 65 0 I 2 0
GCTF00104 0 65 0 I 2 0
GCTF00113 0 56 1 1] 0 0
GCTF00119 1 43 1 1] 2 0
GCTF00121 0 59 1 1] 0 0
GCTF00122 0 78 1 1] 2 0
GCTF00123 1 79 1 I 2 0
GCTF00126 0 68 1 1] 4 0
GCTF00127 0 72 1 1] 4 0
GCTF00130 0 51 1 I 0 0
GCTF00132 0 63 0 I 0 0
GCTF00133 0 76 NA I 1 0
GCTF00136 1 35 NA 1] 2 0
GCTF00140 0 61 0 1] 2 0
GCTF00141 1 74 NA v 0 0
GCTF00142 1 59 NA v 2 0
GCTF00143 1 75 NA I 1 0
GCTF00145 0 28 NA 1] 3 0
GCTF00150 1 53 1 1] 0 0
GCTF00152 0 49 1 I 1 0
GCTF00156 0 65 0 1] 2 0
GCTF00161 0 68 1 Il 0 0
GCTF00162 1 45 0 v 5 1
GCTF00163 1 59 1 1] 5 0
GCTF00177 0 50 0 1] 3 0
GCTF00179 0 46 0 I 2 0
GCTF00191 0 64 1 v 3 0
GCTF00194 0 54 0 v 2 0
GCTF00201 1 42 0 v 1 1
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GCTF00207 0 43 1 v 5 1
GCTF00209 0 78 1 v 5 1
GCTF00220 0 61 1 I 2 0
GCTF00426 1 57 0 1] 2 0
GCTF00433 0 62 0 1] 3 0
GCTF00443 0 69 1 v 3 1
GCTF00474 1 43 1 1] 5 0
GCTF00475 0 53 0 I 1 0
GCTF00476 0 77 2 1] 3 0
STORM1 1 59 0 v 2 1
STORM2 0 65 NA v 2 0
STORMS3 1 35 NA 1] NA 0
STORM4 1 42 NA v 0 0
STORM5 0 38 0 v NA 0
STORM6 0 64 0 v 2 1
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Morbilidades

Tipo

Lauren histollz)gico Presencia Enfermeda d Evento Enfermeda
Difuso=0 | OMS Ad=0, | de células | Cardiopatia | yagcylar | tromboemb d

Intestinal=1 | UnCar=1, | en anillo de Crénica Periférica | 6tico previo | cerebrovas

Mixto=2 | SquaCar=2, | sello No=0 | No=0Si=1 | No=0 Si=1 | No=0Si=1 | cular No=0

AdeSquaCar Si=1 Si=1
=3

1 0 0 1 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0 0
1 0 0 1 1 0 0
NA 1 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
NA 1 0 0 0 0 0
0 3 0 0 0 0 0
NA NA 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
2 0 1 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0
0 NA 1 0 0 0 0
0 1 1 0 0 0 0
1 NA 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
1 0 1 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
2 NA 1 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0
1 NA 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0
1 0 1 0 0 0 0
NA NA 0 0 0 0 0

133



NA

NA

NA

NA
NA

NA
NA

NA
NA

NA

NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA
NA

NA

NA
NA
NA

NA

NA
NA
NA
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NA

NA
NA

NA
NA
NA
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Tratamiento

Cirugia del

tumor
primario

No=0 Si=1

Inmunodefi

ciencia
Adquirida

No=0 Si=1

Enfermeda d

renal
cronica
No=0 Si=1

Diabetes

No=0 Si=1

Enfermeda d

Hepatica
cronica
No=0 Si=1

Demencia
No=0 Si=1

Enfermeda d

Pulmonar

Croénica
No=0 Si=1
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Grados de Toxicidades (0-4)

Tipo de
tratamiento Neutropeni | Neutropeni | Trombocito
donde se Esquema Anemia a a febril penia Nauseas

uso Plat/Pyr

QMT Peri FOLFOX 0 3 3 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QRT Ady RDT_5FU_Le 0 0 0 0 1
QRT Ady RDT_5FU_Le 0 0 0 0 0
QMT Peri FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |DCFm 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Ady FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 2 2
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 3
QMT Peri CF 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Ady FOLFOX 0 0 0 0 0
QRT Ady RDT_Cis_Ca 0 0 0 0 2

p

QMT Peri ECF 0 0 0 0 4
QMT Peri CF 0 3 0 0 2
QMT Ady FOLFOX 0 0 0 0 1
QMT Peri CF 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 3 3 0 0
QMT Peri CF 0 0 3 0 0
QMT Peri DCFm 0 0 0 0 2
QMT Peri CF 0 2 0 0 0
QMT Peri EOX 0 2 0 0 1
QMT Peri CF 0 4 0 2 2
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat [DCFm 1 0 0 1 1
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Peri CF 0 2 0 0 2
QMT Ady FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Peri CF 0 0 0 0 1
QMT Peri FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Ady FOLFOX 0 0 0 0 2
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QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
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QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Peri CF 0 0 0 0 1
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Peri CF 0 0 0 0 1
QMT Peri EOX 0 0 0 0 0
QMT Ady FOLFOX 0 0 0 0 1
QMT Peri ECF 0 3 0 0 3
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 2 0
QMT Peri FOLFOX 2 3 0 0 2
QMT Peri FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 0 0
QMT Peri CAPEOX 3 0 0 0 0
QMT Ady FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Ady FOLFOX 0 0 0 0 1
QMT Peri FOLFOX 0 0 0 0 0
QRT Ady RDT_5FU_Le 0 0 0 0 0
QMT Ady Capecitabina 0 0 0 0 0
QMT Ady FOLFOX 0 0 0 2 2
QMT Peri CAPEOX 0 0 0 0 0
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 0 0
QMT Ady Capecitabina 0 0 0 0 0
QRT Peri RDT_Oxi_Ca 2 1 0 0 0
QMT Ady CAPEOX 2 0 0 0 0
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 1 0
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 2 1
QMT Peri FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Ady FOLFOX 0 3 0 0 2
QMT Peri FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |CAPEOX 0 0 0 0 2
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 2 1
QMT Peri FOLFOX 0 4 0 0 0
QMT Peri FLOT 0 3 0 0 0
QMT Peri FOLFOX 0 0 0 0 1
QMT Peri CF 0 0 0 0 2
QMT Peri CF 0 0 0 0 2
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |CAPEOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 3 0 1
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 0 1
QMT Ady FOLFOX 0 2 0 1 2
QMT Paliat |DCFm 1 0 0 0 1
QMT Paliat |DCFm 0 0 0 0 1
QMT Paliat |CAPEOX 0 0 0 0 2
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QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 2
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 0 0
QMT Peri FOLFOX 0 0 0 0 2
QMT Ady CF 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 2 0 0 1
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 3 0
QMT Ady CAPEOX 0 0 0 0 0
QMT Peri FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 3 0 2 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 4 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
QMT Paliat |FOLFOX 0 0 0 0 0
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=0, Caso =1

Control

digestiva

hematoldgi

ca

Periférica

Eritrodisest | Neuropatia

plantar

Estomatitis | esia palmo-

Diarrea

Vémitos
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SNPs

neurolégic a GSTP1 ERCC2 TP53 UMPS SHMT1
general rs1695 A>G [rs13181 T>G rs1042522 rs1801019 rs1979277
C>G G>C G>A
0 1 GG TG GG GC GG
0 0 AA TT CG GG GA
0 0 GG TG CcC GC GG
0 0 GG TG CcC GG GA
0 0 GG TT CcC GG GA
0 0 AA TT CcC GG GG
0 0 AA TG CcC GC GG
0 0 AG GG CcC GC GG
1 1 AG TG GG GG GA
0 0 AA TG GG GG GG
0 1 AG TT cC GC GA
0 1 AG TT CC GC GG
0 0 AG TG CG GG GA
0 0 AG TT CcC GG GG
0 0 AA TT CcC GG GG
0 0 AG TG NA GG GG
0 1 AA TG CcC GG GG
0 1 AA TG CcC GG GG
0 0 AG TT CG CcC GG
0 0 AA TG CcC GG GG
0 1 AG TT CC GG GG
0 1 GG TT CC CC GG
0 0 AG TG CcC GC GG
0 1 AA TG CG GG AA
0 0 AG TT CcC GG GG
0 1 AG TT CG GG GG
0 0 AG TT CcC GG GA
0 0 AG TT CcC GC GA
0 0 GG TT CG GG GG
0 0 AG TT CG GC GG
0 0 AG TT CG GC AA
0 1 GG TG CG GC GG
0 0 GG GG GG GC GG
0 0 AA TG CG GG GG
0 0 AG TT CcC GG GA
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GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG

GA

GA

AA
GG

GA

GA

GG

GA

GA

GG
GG
GG
AA
GG

GA

GA

GA

GA

GG
GG

GA

GA

GA

GG
GG

GA

GA

GG

GA

GG

GA

GA

AA

GA

GA

GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG

GC

GC

GC

GG
GG

GC

GG
GG
GG
GG

GC

GG

GC

GC

GC

GG
GG

GC

GG
GG
GG
GG
GG
GG

GG
GG

GC

GG
GG
GG

GG
GG
GC

GG
GG

CcC
CG
CcC
CG
CG
CG
CG
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CG
CcC
CcC

NA
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CcC
CG
GG
CcC
CG
CG
CG
CcC
CcC
CG
CG
GG
CcC
CcC
CcC
CG
CcC
CcC
CcC
CG
CcC
CcC

T
TG
T
TG
T
T
TG
T
T
T
T
TG
T
T
T
TG
T
T
T
TG
T
T
TG
T
T
T
TG
T
TG
TG
TG
T
T
T
TG
T
T
TG
TG
TG
T
T
TG

AA
AG
AG

AA
AA
AG

AA
AG

AA
AG

AA
AA
GG
AG

AA
AG
GG
AG
AG
AG

AA
AG
AG

AA
AA
GG

AA
AA
AA
AA
AG

AA
AG

AA
AA
AG
AG

AA
AA
AG
AG
AG
AG
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GA

GA

GA

GG

GA

GG
AA

GA

GG
AA

GA

GG
GG

NA
GG

GG
GG

GG

CcC
GG

GC

GG

GC

GG
GG

GC

GC

GC

GG

CcC

CG
CcC
CcC
CcC
CG
CG
CcC
CcC
CG
CcC
CcC
CG
CcC
CcC
CcC

T
T
T
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TG
TG
T
T
T
T
TG
T
TG
T
T

AG

AA
AA
AG
AG
GG

AA
AG

AA
AG

AA
AG
AG
GG

AA
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MTHFR ABCC2 DPYD 1 DPYD 2 DPYD 3 DPYD 6 ERCCA1
rs1801131 rs717620 | rs55886062 | rs2297595 | rs1801159 | rs1801265 rs11615

T>G C>T A>C T>C T>C A>G A>G
TT CC AA TC TC AG AG
TG CC AA TT TC AA AA
TT CC AA TC TT AG GG
TT CC AA TT TT AA AG
GG CC AA TT CC AA AG
TT CT AA TT TC AA AG
TG CC AA TC TC AA AG
TT CC AA TT TT AA AG
TG CC AA TT TC AG AG
TT CT AA TT TC AA AA
TT CC AA TT TT AG AG
TG CC AA TT TT AA AG
TT CC AA TT CC AA GG
TT TT AA TT TC AA AA
TT CC AA TT TC AA AA
TT NA NA NA NA NA NA
TG CC AA TC TT AG AG
TT CC AA TT TC AA GG
TT CC AA TT CC AA AA
TT CC AA TT CC AA AG
TT CC AA TT TT AA AG
TT CC AA TT TT AA AG
TT CC AA TT TT AG AG
TT CC AA TT TC AG GG
TT CC AA TT TC AG AG
TG CC AA TT CC AG AG
TG CT AA TT TT AA AA
TT CC AA TT TC AA AG
GG CC AA TT TC AA GG
TG CC AA TT TC AA AG
TT CC AA TT TC AG AG
TG CC AA TT CC AA AG
TG CC AA TT TC AA AG
TT CT AA TT TC AA AG
TG CC AA TT TC GG AA
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T CT AA T TC AA AG
GG CC AA T CC AA AA
T CC AA T T AG AG
TG CC AA T TC GG GG
TG CC AA T CC AG AG
T CT AA T T GG AG
TG CC AA T TC NA AG
T CC AA T TC AA AA
T CC AA T T AG AG
T CC AA T TC AA AG
T CC AA T T AG AG
GG CC AA T TC GG AG
TG CT AA T TC AA AG
T CC AA T CC GG AG
TG CC AA T T AG AA
TG CT AA T T AA AA
T CC AA TC T AG AG
T CC AA T T AG GG
GG CT AA T T AA GG
TG CC AA T TC GG AG
T CC AA T TC AA AG
T CC AA T TC AA AG
T CT AA T TC AA AG
T CC AA T TC AA AG
TG CC AA T T AA AG
TG CC AA T T AA AG
TG CT AA T CC GG AA
T CC AA T T AA AG
TG CT AA TC TC AA AG
T CC AA T T AA AG
T CC AA T TC AG AG
TG CC AA T T AG GG
T CC AA T T AG AG
TG CcC AA T TC AA AG
TG CC AA T T AG AA
TG CC AA T TC GG AG
TG CC AA T T GG AG
T CC AA T T AA AA
TG CC AA T T GG AG
TG CcC AA T TC AG AG
T CT AA T CC AA GG
TG CC AA T T AA AG
TG CC AA T T AA AG
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T CT AA T T AG AG
TG CcC AA T T AA AA
T CC AA T TC GG AG
T CC AA TC T AG AG
TG CC AA T T AG AG
T CT AA T T AG AG
T CcC AA 1T TT AA GG
T CcC AA T TC AA GG
T CcC AA T TC AG AG
T CcC AA T T AG GG
TG CC AA T TC AG GG
T CcC AA T TT AA AG
TG CC AA T TC AG GG
T CcC AA T TC AA GG
TG CC AA 1T T AA AA
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