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Resumen

Introduccion: En Chile, el afio 2020 el cancer colorrectal ocupé el segundo lugar entre los canceres
con mayor incidencia y el tercero en cuanto a mortalidad. La capecitabina corresponde a un
profarmaco antineoplasico del 5-fluorouracilo, cuya dosificacién se realiza en base a la superficie
corporal del paciente, lo cual podria afectar la eficacia del tratamiento y su seguridad frente
reacciones adversas graves. Debido a que las frecuencias alélicas de los SNPs asociados a reacciones
adversas no se ha descrito en poblacion chilena, no es posible realizar estudios farmacogenéticos
que permitan estimar el efecto que provocan en la toxicidad asociada al tratamiento con
capecitabina. Objetivo: Determinar la frecuencia alélica de 7 variantes presentes en 5 genes
codificantes para enzimas involucradas en el metabolismo de capecitabina (CES1, CDA, DPYD, TYMP
y UMPS) en poblacién general chilena (PGC) y poblacién con alta carga ancestral mapuche (PAM).
Materiales y métodos: Los genotipos fueron determinados utilizando la técnica de PCR en tiempo
real asociado a sondas TagMan® en una muestra de 91 voluntarios de PGCy 51 voluntarios de PAM.
Para determinar el cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg, se utilizé la prueba de Chi-
cuadrado. Resultados y discusion: Por un lado, las frecuencias alélicas del alelo minoritario (MAF,
por su sigla en inglés) de los SNPs rs2244613, rs7187684, rs532545 y rs11479 en PGC y PAM
(frecuencias, respectivamente) fueron mayores a las observadas en poblacién caucésica. La MAF
de los SNPs rs3918290 y rs4678145 en PGC y PAM (frecuencias, respectivamente) fueron similares
a las observadas en poblacién caucasica. En cambio, la MAF del SNP rs10916825 en PGC y PAM
fueron menores que las observadas en poblacién caucésica. Por otro lado, la MAF de los SNPs
rs532545 y rs4678145 en PGC y PAM fueron mayores a las observadas en poblacion asiatica. La
MAF del SNP rs3918290 tanto en PGC como en PAM es idéntica a la observada en poblacion
asiatica. Finalmente, la MAF de los SNPs rs2244613, rs7187684, rs10916825 y rs11479 en PGCy

PAM fueron menores a las observadas en poblacidn asidtica.



Introduccion

El cdncer es una enfermedad en la que células anormales de nuestro propio organismo presentan
una multiplicacion y diseminacion fuera de control. De manera variable, las células cancerosas
presentan caracteristicas que las distinguen de las células normales, ya que las primeras pueden
manifestar una proliferacion descontrolada, anaplasia, pérdida de funcién, invasividad y metdstasis
(Rangy cols, 2012). En términos generales, existen tres métodos principales de tratamiento contra
el cancer ya establecido: reseccién quirdrgica, irradiacién y quimioterapia, donde su utilizaciéon
dependerd del estadio o etapa en la que se encuentre desarrollada la enfermedad. Dentro de los
aspectos importantes de las estrategias de tratamiento farmacoldgico se encuentra la selectividad
del farmaco por células neopldsicas por sobre las células normales del hospedador, la
administracién adecuada del farmaco teniendo en cuenta el estado inmunoldgico del paciente, el

tiempo de administracion del farmaco, el nimero de dosis y la cantidad de farmaco a administrar.

2.1 Cancer colorrectal

El cancer colorrectal corresponde a uno de los canceres con mayor incidencia en todo el mundo.
De acuerdo con la Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), el cancer colorrectal se encuentra en
el tercer lugar de casos nuevos diagnosticados mundialmente y en el segundo lugar de los cdnceres
con mayor mortalidad, segun datos obtenidos durante el afio 2020. En Chile, para el afio 2020 el
cancer colorrectal ocupé el segundo lugar entre los cadnceres con mayor incidencia y el tercero en
cuanto a mortalidad ya que, en dicho afio, de las 54.227 personas que fueron diagnosticadas con
cancer 6.219 correspondian a cancer colorrectal y 3.137 de ellas fallecieron a causa de éste.

Si bien el aumento en la incidencia del cancer colorrectal se puede atribuir al envejecimiento
poblacional y a un aumento en la exposicién a factores de riesgo tales como la obesidad, la

enfermedad inflamatoria intestinal, el tabaquismo, la falta de actividad fisica, consumo de carnes



rojas y bajo consumo de frutas y verduras (Rios y cols, 2020; Johnson y cols, 2013), es importante
destacar que los antecedentes familiares de cancer colorrectal corresponden un factor de riesgo
preponderante, ya que estan asociados con un riesgo mucho mayor de padecer la enfermedad
(Fuchs y colsl, 1994; Quintero y cols, 2016).

En el tratamiento antineopladsico del cancer existe gran variabilidad interindividual tanto en la
farmacocinética como en la farmacodinamia producto de factores como la edad, la etnia, las
interacciones farmaco-farmaco, la funcién hepatica y renal, las comorbilidades del paciente, su
estado nutricional, el consumo de alcohol y tabaquismo. No obstante, uno de los factores que mds
pueden impactar en la eficacia y toxicidad de los farmacos antineopldsicos son los factores
genéticos (Bertholee y cols, 2017). En consecuencia, conocer el perfil genético del paciente ayudara
a disefiar un tratamiento personalizado que mejore la respuesta al tratamiento, disminuya los
posibles efectos adversos y mejore la calidad de vida del paciente.

El prondstico del cancer colorrectal depende, en gran medida, de la localizacién del tumor y el
grado de su penetracion en la pared intestinal, asi como también si el intestino se encuentra
obstruido o perforado, del compromiso de los ganglios linfaticos y de la presencia de metastasis
distantes (Braun y cols, 2012).

En relacién a la estadificacién del cancer colorrectal, el sistema empleado mas frecuentemente es
la clasificacion TNM (ver Tabla 1 en Anexo) del American Joint Committee on Cancer (AICC), el cual
permite establecer una relacién directa entre el prondstico de este cancer y aspectos tales como
el grado de penetracién del tumor en la pared del colon o del recto (T), la propagacién a los ganglios
linfaticos regionales (N) y la presencia de metastasis distantes (M) (Machado y cols, 2011). La

estadificacion del cancer colorrectal de acuerdo a la clasificacion TNM se puede apreciar en la Tabla



Con respecto al tratamiento, se debe distinguir si el cancer corresponde a un cdncer metastdsico o
no metastasico, y a su vez, si éste es resecable o irresecable (ver Figura 1).

En caso de tratamiento frente a un cdncer de colon no metastdsico, si éste es resecable es posible
extirparlo mediante colectomia junto con la reseccién de ganglios linfaticos regionales, lo cual logra
una curacién en aproximadamente el 50% de los pacientes (Braun y cols, 2012). Sin embargo, en
casos de cancer de colon en estadios Il a lll puede estar indicado el tratamiento con quimioterapia
adyuvante, donde se incluyen esquemas de capecitabina, 5-fluorouracilo (5-FU), 5-FU mas
leucovorina (LV5FU2), LV5FU2 mds oxaliplatino (FOLFOX), oxaliplatino mas capecitabina (CAPEOX)
y 5-FU mas levamisol (Haller y cols, 2011; André y cols, 2015; Wolmark y cols, 2016; Moertel y cols,
1990; Binefa y cols, 2014). Por el contrario, en caso que el cadncer no metastdsico fuese irresecable,
se recomienda el tratamiento de quimiorradioterapia adyuvante o el de quimioterapia mencionado
anteriormente, en busca de que el tumor se torne resecable (Binefa y cols, 2014).

Por otro lado, en el cancer colorrectal metastasico resecable el tratamiento se lleva a cabo
mediante colectomia y la tasa de supervivencia a los 5 afios es del 25% al 40% (Braun y cols, 2012);
sin embargo, la quimioterapia adyuvante también puede ser utilizada con el fin de complementar
las técnicas imagenoldgicas incapaces de detectar la enfermedad microscdpica residual y realizar
un mejor seguimiento de los pacientes (Ciliberto y cols, 2012). Por el contrario, el cancer
metastdsico irresecable puede tratarse con quimioterapia preoperatoria en busca de convertir el
tumor en resecable, haciendo uso de farmacos como FOLFOX, 5-FU mas irinotecan mas leucovorina
(FOLFIRI) o CAPEOX. Ademas, existe la posibilidad de realizar terapias ablativas (radiofrecuencia,
ablacidon por microondas y crioablacion), terapias dirigidas como infusidon de arteria hepatica,

radioembolizacién con itrio-90 mas quimioterapia con FOLFOX (Clark y cols, 2014).
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Figura 1. Tratamiento contra el cancer colorrectal. (a) Esquema de tratamiento contra cancer de colon no metastasico.
Si el cancer es resecable, el tratamiento consiste en una colectomia o en quimioterapia adyuvante (en caso de
encontrarse en cancer de colon estadio Il o Ill). En caso de que el cancer no fuese resecable, se recomienda terapia de
quimiorradiacion o quimioterapia sistémica en busca de que el tumor se vuelva resecable. (b) Esquema de tratamiento
contra cancer de colon metastasico. Si el tumor es resecable, el tratamiento consiste en colectomia y quimioterapia
adyuvante complementaria. Si el cdncer no es resecable, puede tratarse con quimioterapia preoperatoria con el fin de
volver resecable al tumor. Ademas, existe la opcidn de realizar terapias ablativas (radiofrecuencia, ablacion por
microondas y crioablacidn), terapias dirigidas (infusion de arteria hepatica) y radioembolizaciéon con itrio-90 mas

quimioterapia.



Tabla 2. Estadificacion del cancer colorrectal de acuerdo a la clasificacion TNM

T N M

Estadio | 2 0 0
Estadio lla 3 0 0
Estadio llb 4 0 0
Estadio llla 1-2 1 0
Estadio lllb 3-4 1 0
Estadio llic Cualquiera 2 0
Estadio IV Cualquiera Cualquiera 1

Fuente: American Joint Committee on Cancer

2.2. Fluoropirimidinas: capecitabina

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, es posible notar que gran parte de los esquemas
terapéuticos, tanto en cancer metastdsico como no metastasico, estan basados en el uso de
fluoropirimidinas.

Las fluoropirimidinas (5-FU y capecitabina) corresponden a farmacos antineopldsicos del tipo
antimetabolito, cuyo mecanismo de accidon se basa en el bloqueo o interrupcién de una o mas vias
metabdlicas que intervienen en la sintesis de ADN. El 5-FU es metabolizado a monofosfato de
fluorodesoxiuridina (FAUMP), el cual corresponde a un analogo del uracilo. Este metabolito activo
interactia con timidilato sintasa (TYMS) formando un complejo covalente, provocando su
inhibicidon y la interferencia en la sintesis de dTMP. En consecuencia, el farmaco provoca la
inhibicidn de la sintesis de ADN, pero no asi de la sintesis de RNA y proteinas (Braun y cols, 2012).
Existen farmacos que son metabolizados a 5-FU, tales como tegafur y capecitabina.

La capecitabina corresponde a un profarmaco de administracidn oral que es metabolizado en su
forma activa a 5-FU preferentemente en el tejido tumoral, mediante una cascada enzimatica de

tres pasos y dos metabolitos intermedios, 5’-desoxi-5-fluorocitidina (5’-dFCR) y 5’-desoxi-5-



fluorouridina (5’-dFUR) (Figura 2). En primer lugar, capecitabina es metabolizada en el higado por
las enzimas carboxiesterasa (CES) y citidina deaminasa (CDA) produciendo 5’-dFCR y 5’-dFUR,
respectivamente. La etapa final de la conversién desde 5’-dFUR a 5-FU es catalizada por la enzima
timidina fosforilasa (TYMP), la cual se encuentra metabdlicamente mds activa en el tumor en
comparacioén al tejido sano (Twelves y cols, 2005; Desmoulin y cols, 2002; Pasetto y cols, 2006). Por
otra parte, la enzima dihidropirimidina deshidrogenasa (DPYD) representa el paso inicial y limitante
de la velocidad en el catabolismo del 5-FU al metabolito inactivo dihidrofluorouracilo (DHFU)
(Vasan y cols, 2019), el cual corresponde aproximadamente el 80% de la dosis administrada. Por el
contrario, la conversién de 5-FU a FAUMP por uridina-5’-monofosfato sintasa (UMPS) corresponde
al principal mecanismo de activacion, el cual corresponde sélo entre el 1% y 3% del 5-FU

administrado (Zhang y cols, 2007).

2.2.1 Dosificacion del farmaco

La dosificacidon para el tratamiento con capecitabina y 5-FU se basa en la férmula del medicamento
por superficie corporal: mg/m?2. Sin embargo, la obtencién de dichas dosis corresponde a las
maximas obtenidas en estudios clinicos iniciales; por lo que la dosificacion fundamentada en dicha
férmula se encuentra asociada con una elevada variacidn inter e intrapaciente, ocasionando un
aumento en la toxicidad y falla en el tratamiento a causa de considerables diferencias de
concentracién en los niveles plasmaticos (Matus-Santos y cols, 2015).

La dosis de capecitabina se puede ajustar de acuerdo a diversos factores y parametros presentados
por el paciente. Se indica via oral la cantidad de 1000 — 1250 mg/m? 2 veces al dia, por 2 semanas
cada 21 dias. En caso de presentar valores de clearance renal entre 30 — 50 ml/min, la dosis se debe

ajustar al 75% de lo indicado anteriormente; si el valor de clearance de creatinina es menor a 30



ml/min, el tratamiento con capecitabina se encuentra contraindicado (Vasan y cols, 2019). El

calculo de dosis de capecitabina se encuentra en la Tabla 3 (ver Anexo).

Figura 2. Farmacocinética de fluoropirimidinas. El principal mecanismo de activacion de 5-FU es la conversion de
monofosfato de fluorodesoxiuridina (FAUMP), el cual inhibe a la enzima timidilato sintasa (TYMS) y, que a su vez, es un
actor relevante en el ciclo del folato-homocisteina y la sintesis de purinas y pirimidinas. La conversion de 5-FU a FAUMP
puede ocurrir por medio de la enzima timidina fosforilasa (TYMP) a fluorodesoxiuridina y luego a FAUMP por medio de
timidina kinasa (TK1), o de manera indirecta por medio de monofosfato de fluorouridina (FUMP) o fluorouridina (FUR) a
difosfato de fluorouridina (FUDP), y luego por accién de la ribonucleétido reductasa a FAUDP y FAdUMP. FUDP y FAUDP
pueden también convertirse en FUTP y FAUTP para incorporarse al ARN y ADN, respectivamente, lo cual también

contribuye a las acciones farmacodinamicas de las fluoropirimidinas (Thorn, 2011).



Dentro de las posibles interacciones farmacoldgicas de la capecitabina encontramos los
anticoagulantes orales, ya que la capecitabina puede exacerbar los efectos farmacodinamicos de
la warfarina, aumentando el riesgo de sufrir hemorragia; el consumo concomitante de antiacidos
puede provocar el aumento de absorcidon de capecitabina; la capecitabina puede aumentar la
concentracion sérica de fenitoina; ademas, el acido folinico aumenta los efectos adversos de la
capecitabina (Gersch y cols, 2017; Casciato y cols, 2012).

Se ha descrito un gran numero de efectos adversos asociados al tratamiento con capecitabina,
dentro de los cuales se encuentra la diarrea, mielosupresion grave en pacientes con deficiencia de
DPYD, mucositis, lagrimacion excesiva, decoloracién cutdnea, deshidratacion, eritrodisestesia
palmoplantar, vasoespasmo coronario, disfuncién cerebelosa reversible, somnolencia, confusiény
convulsiones (Govindan y cols, 2016; Vasan y cols, 2019, Casciato y cols, 2012).

Estudios de asociacién entre concentracién plasmatica de 5-FU y eficacia clinica han demostrado
que ajustes de dosis guiados farmacogenéticamente pueden mejorar sustancialmente el indice
terapéutico del tratamiento. Ademas, dichos estudios han evidenciado que sélo entre un 20% vy
30% de los pacientes bajo tratamiento con 5-FU se encuentran en un rango terapéutico apropiado,
mientras que entre un 40% y 60% de los pacientes se encuentran subdosificados y entre el 10% y
el 20% sufren una sobredosis (Saif y cols, 2018). Sin embargo, la dosificacién del farmaco basada
Unicamente en el cribado farmacogenético puede ser ilusorio, esto debido a que la deficiencia de
DPYD no es el Unico determinante de la toxicidad del 5-FU. Por lo tanto, se hace necesario realizar
ensayos prospectivos de mayor magnitud que permitan proponer el uso de pruebas
farmacogenéticas para predecir la toxicidad de las fluoropirimidinas y optimizar la dosificacion

personalizada para pacientes bajo este tratamiento (Falvella y cols, 2015).



2.2.2 SNPs y farmacogenética

La farmacogenética es la disciplina encargada de estudiar la influencia de la herencia en la
variabilidad de la respuesta de los fadrmacos. Las posibilidades de esta ciencia estriban en que el
conocimiento de la secuencia de ADN de un paciente podra utilizarse para potenciar el tratamiento
farmacolégico, aumentar al mdximo el efecto de un fdrmaco y reducir la incidencia de reacciones
adversas a farmacos (Golan y cols, 2012). Dentro de las causas de intolerancia a fluoropirimidinas,
la deficiencia de DPYD es la mds conocida y estudiada hasta la fecha, donde se ha detectado en
hasta 61% de los pacientes con toxicidad grave. Esto se debe principalmente a que una reduccion
de la actividad de DPYD conlleva a un incremento intracelular de metabolitos activos de 5-FU y, asi,
a un mayor riesgo de toxicidad (Van Kuilenburg y cols, 2004).

Actualmente, agrupaciones como Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) y
Dutch Pharmacogenetics Working Group (DPWG) han desarrollado recomendaciones para la
interpretacion de test farmacolégicos utilizados para guiar la dosificacién de fluoropirimidinas en
pacientes con deficiencia de DPYD. Por ejemplo, la CPIC define el probable fenotipo del paciente
en base a su genotipo. Los fenotipos a los cuales se les clasifica corresponden a metabolizadores
normales, metabolizadores intermedios o pobremente metabolizadores. A cada fenotipo se le
asigna un score de actividad de la DPYD basado en la funcionalidad de sus alelos: score 0
(pobremente metabolizador), score 1 o 1,5 (metabolizadores intermedios) y score 2
(metabolizadores normales). Al someter al paciente a un test farmacoldgico para conocer su
genotipo es posible recomendar la dosis de fluoropirimidinas para su tratamiento en base a su
fenotipo de DPYD asignado (Tabla 4). Sin embargo, el hecho de no encontrar explicacion para gran
parte de los efectos adversos sugiere la necesidad de estudiar variantes en los genes de otras

enzimas implicadas en el metabolismo de capecitabina.
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Tabla 4. Dosis recomendada de fluoropirimidinas en base a su fenotipo DPYD. (Modificado

de Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium, 2017).

Fenotipo

Metabolizador
normal DPYD

Metabolizador
intermedio DPYD

Pobremente
metabolizador DPYD

Implicaciones para
las medidas
fenotipicas
Actividad normal de
DPYD y riesgo
“normal” de
toxicidad a
fluoropirimidinas
Actividad disminuida
de DPYD y riesgo
fatal o severo de
toxicidad al tratarse
con
fluoropirimidinas

Deficiencia completa
de DPYD y riesgo
fatal o severo de
toxicidad al tratarse
con
fluoropirimidinas

Dosis recomendada Clasificacion de la
recomendacion

De acuerdo al Fuerte
genotipo, no hay
indicacion de
cambiar la dosis o
terapia.

Reducir la dosis

de actividad seguido
de la titulacion de la
dosis basada en
toxicidad.

Score 1: Reducir
dosis al 50%

Score 1,5: Reducir
dosis del 25% al
50%.

Score 0,5: Evitar el Fuerte
uso de 5-FU o
regimenes basados
en él. En caso de,
segun el consejo
clinico, los
esquemas
alternativos no se
consideren
adecuados,
administrar 5-FU en
dosis altamente
reducidas en
conjunto a
monitoreo
temprano.

Score 0: Evitar el uso
de 5-FU o regimenes
basados en
profarmacos de 5-
FU.

Score 1: Fuerte
inicial segin el score  Score 2: Moderada
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La Tabla 5 resume las principales caracteristicas de las variantes incluidas en el presente estudio.
La variante rs3918290 del gen DPYD se encuentra asociada a mayor toxicidad farmacolégica en
genotipo CT comparado al genotipo CC (Madiy cols, 2018), cuya consecuencia corresponde a una
sustitucidn de glicina por alanina en el sitio de splicing del intrén 14, lo que provoca una omision
del exdn 14 y da como resultado una proteina truncada sin actividad enzimatica (Lam y cols, 2016).
Se ha identificado un haplotipo de CESI que contempla 5 variantes (rs2244613, rs2244614,
rs3217164, rs11861118, rs7187684) asociadas a toxicidad general de inicio temprano y donde el
alelo G esta asociado a mayor toxicidad en comparacion con el alelo T. (Hamzic y cols, 2017).

El gen CDA se encuentra ampliamente estudiado, donde se ha descrito un mayor riesgo de
presentar eritrodisestesia palmoplantar asociada a variante rs532545 (Caronia y cols, 2011), y un
mayor riesgo de diarrea asociado a variantes rs602950 y rs10916825 (Hamzic y cols, 2017).

Con respecto al gen TYMP, la variante rs11479 se asocia a mayor toxicidad farmacolégica en
genotipos AA + AG en comparacién con genotipo GG (Jennings y cols, 2013).

El gen UMPS presenta variantes (rs2279199, rs4678145) que se relacionan a mayor probabilidad
de vémitos, nauseas y astenia en genotipos CC + CG en comparacidn con genotipo GG (Pellicer y
cols, 2017).

La frecuencia alélica de estos SNPs se puede apreciar en la Tabla 6, donde es posible notar que,
para el polimorfismo rs2244613 existe una gran variabilidad entre poblacion asiatica y las demas
poblaciones. Sin embargo, se observa que la frecuencia del alelo G en poblacion africana y
poblacién mestiza americana es bastante similar. Con respecto al polimorfismo rs7187684, la
frecuencia del alelo T en poblacién europea discrepa notablemente de las demas poblaciones; no
obstante, la frecuencia de este alelo en poblacidn asiatica y africana es equivalente. El polimorfismo
rs10916825 presenta una frecuencia del alelo G semejante en las poblaciones mencionadas, a

pesar de que en poblacién africana la frecuencia es relativamente menor. Por otro lado, la
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frecuencia del alelo T en el polimorfismo rs532545 es altamente similar en poblacién europea y
poblacién mestiza americana; mientras que en poblacién asiatica y africana es notablemente
menor. Respecto al SNP rs3918290, la frecuencia alélica es infima en todas las poblaciones
referidas. En relacién con el polimorfismo rs11479, la frecuencia alélica en poblacién europea y
africana es notablemente menor en comparacién a poblacidon asidtica y mestiza americana.
Referente al SNP rs4678145, la poblacién europea y mestiza americana presentan frecuencias
alélicas similares, mientras que la poblacién africana y asiatica expresan valores muy por debajo de

los primeros.

Tabla 6. Frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados.

SNP Gen  Alelos MAF* p. MAF* p. MAF* p. MAF* p.
europea africana asiatica mestiza
americana

rs2244613 CES1 G>T 0,16(G)  0,25(G) 0,40 (T) 0,27 (G)
rs7187684 CES1 T>C  0,16(T) 0,46 (T) 0,46 (T) 0,29 (T)
rs10916825 (DA A>G  0,39(G) 0,23(G)  0,36(G) 0,30 (G)

rs532545 CDA C>T  0,30(T) 0,06 (T) 0,12 (T) 0,31 (T)
rs3918290 DPYD C>T 0,00 (T) 0,00 (T) 0,00 (T) 0,00 (T)

rs11479 TYMP G>A  0,07(A)  003(A) 0,29 (A) 0,17 (A)
rs4678145 UMPS G>C 0,13 (C) 0,05(C) 0,05 (C) 0,10 (C)

*MAF: frecuencia del alelo menos comun, segun datos obtenidos desde 1000 Genomes.

A partir de lo anterior, es posible dar cuenta de la gran variabilidad genética entre etnias, lo cual
resulta imperante de considerar al momento de realizar estudios genéticos en las poblaciones. Otro
aspecto importante a tomar en cuenta es el mecanismo de deriva genética, por el cual una
poblacién puede ver alteradas sus frecuencias alélicas en el tiempo a causa del azar, de manera
que incluso puede provocar la pérdida de algunos alelos (Wright, 1980). Esto permite realizar la
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caracterizacién de un grupo poblacional de acuerdo a sus variantes genéticas, las cuales podrian
verse alteradas cuantitativa o cualitativamente dependiendo si dicha poblacién sufrid los efectos
del mestizaje entre etnias diferentes o producto de la globalizacién, o bien si la poblacidon
corresponde a una etnia con bajo porcentaje de mestizaje.

La poblacidn chilena corresponde a una mezcla de etnias, cuyo proceso se llevd a cabo desde la
llegada de los espafioles, a mediados del siglo XVI durante la conquista, con mujeres indias nativas
del continente (Valenzuela y cols, 2011). Ademas, Rocco y cols (2002) han reportado que el
mestizaje de la poblacién chilena se debe a hombres europeos y mujeres indias nativas, en base al
estudio de marcadores biolégicos en su ADN mitocondrial. Por otra parte, el grupo sanguineo O
corresponde a un marcador ancestral aborigen (Acufia y cols, 2000), por lo que la presencia de los
diversos grupos sanguineos en poblacién chilena y, particularmente, en sus distintas etnias,
corresponde a una representacion diferencial respecto a la etnia a la cual provienen sus habitantes.
Debido a lo anterior, el considerar variables como la presencia del grupo sanguineo O y contar con
uno o ambos apellidos de origen mapuche corresponde a un indicador confiable de que el individuo
en cuestion posee una alta carga ancestral de dicha etnia.

Debido a que la frecuencia alélica de los SNPs mencionados anteriormente no se ha descrito en
poblacién chilena, no es posible realizar estudios farmacogenéticos que permitan estimar el efecto
gue provocan estos SNPs en la toxicidad asociada al tratamiento con capecitabina. Debido a lo
anterior, la dosificacién del farmaco se continta realizando en base a la superficie corporal del
paciente a pesar de que la dosis se debe ajustar a su propia tolerancia al farmaco, lo cual podria
retrasar el inicio del siguiente ciclo hasta su recuperacion de la toxicidad, afectando la eficacia del

tratamiento y su seguridad frente reacciones adversas graves.
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Hipétesis y objetivos

3.1 Hipoétesis

Variantes genéticas de las enzimas CES1, CDA, DPYD, TYMP y UMPS, involucradas en el
metabolismo de capecitabina, se encuentran presentes tanto en poblacién chilena como en
poblacién con alta carga ancestral mapuche en valores intermedios entre las frecuencias alélicas

observadas en poblacién caucdsica y poblacion asiatica.

3.2 Objetivo general
Determinar la frecuencia alélica de 7 variantes presentes en 5 genes codificantes para enzimas
involucradas en el metabolismo de capecitabina (CES1, CDA, DPYD, TYMP y UMPS) en poblacion

general chilena y poblacién con alta carga ancestral mapuche.

3.3 Objetivos especificos

3.3.1 Implementar la deteccién de 7 variantes polimérficas en los genes codificantes para las
enzimas involucradas en el metabolismo de capecitabina: CES1 (rs2244613, rs7187684), CDA
(rs10916825, rs532545), DPYD (rs3918290), TYMP (rs11479) y UMPS (rs4678145), mediante PCR
en tiempo real utilizando sondas TagMan®.

3.3.2 Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de las 7 variantes polimorficas sefialadas en
el objetivo especifico n° 1 en una muestra de poblacién general chilena, y en una muestra de

poblacién con alta carga ancestral mapuche.
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4. Materiales y métodos

4.1 Tipo de estudio y disefio

Estudio observacional, descriptivo y transversal con reclutamiento entre 2018 y abril de 2022. Las
muestras de ADN gendmico corresponden a muestras de individuos chilenos mayores de edad,
tomadas al azar, los cuales participaron en el proyecto “Configuracidon de un banco de coleccion de
ADN para estudios farmacogendmicos en poblacién chilena” del Laboratorio de Carcinogénesis
Quimica y Farmacogenética (CQF) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Si bien
parte de las muestras de los voluntarios que participaron fueron tomadas durante el periodo en el
que se desarrollé el presente estudio, es importante mencionar que un nimero considerable
correspondid a muestras de ADN preexistente de voluntarios que ya habian participado en el banco
de coleccidon de ADN del Laboratorio CQF. Los participantes de este estudio fueron clasificados en
grupos de poblacion general chilena y poblacién mapuche, de acuerdo a criterios mencionados a

continuacion.

4.2 Tamaino de muestra
Se analizé un total de 91 muestras de poblacidn general chilena y 51 muestras de poblacién con

alta carga ancestral mapuche.

4.3 Criterios de inclusidon y exclusion

Respecto al grupo de poblacién general chilena, se incluyeron participantes chilenos mayores de
edad, de cualquier sexo, grupo étnico y grupo sanguineo. Mientras que el grupo de poblacidon
mapuche incluyd participantes mayores de edad, de cualquier sexo y grupo sanguineo, y que

posean al menos un apellido de origen mapuche.
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Por otro lado, los criterios de exclusidon para ambos grupos consisten en participantes que no hayan
firmado el consentimiento informado (ver Anexo 9.5). Cabe destacar que los voluntarios
participantes en el proyecto correspondieron a estudiantes, docentes y funcionarios de la

Universidad de Chile, asi como también a individuos relacionados a éstos.

4.4 Criterios de inclusion SNPs

Se identificaron 181 polimorfismos relacionados con capecitabina en la base de datos PharmGKB.
Con el fin de incluir los mds pertinentes con los objetivos del presente estudio, se les asigné un
puntaje basado en criterios como nivel de evidencia clinica, la frecuencia del alelo menor, si existe
relacidon del polimorfismo con el outcome (toxicidad de capecitabina), el Sorting Intolerant From
Tolerant (SIFT), el cual corresponde a un algoritmo que predice el efecto de las variantes
codificantes en la funcidn de la proteina (Sim y cols, 2012) y Polyphen, el cual predice el posible
impacto de las sustituciones aminoacidicas en la estabilidad y funcién de las proteinas utilizando
consideraciones estructurales y comparativas (Adzhubei, 2015). La Tabla 7 resume los criterios

aplicados.

4.5 Consideraciones éticas

El presente estudio fue realizado con estricto cumplimiento de los principios éticos de la
Declaracién de Helsinki y criterios del Informe de Belmont. Las muestras de ADN de los
participantes de este estudio provienen de un banco de coleccion de ADN enmarcado en el
protocolo “Configuracion de un banco de coleccion de ADN para estudios farmacogendmicos en
poblacién chilena”, el cual se encuentra aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién (CEl)
del Servicio de Salud Metropolitano Norte (SSMN), Carta N° 027/2016 (ver Anexo 9.6). A cada

voluntario se le asignd un cddigo numérico con el fin de garantizar su anonimato y confidencialidad.
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Tabla 7. Criterios de seleccion de SNPs.
Criterios Puntaje asignado
Nivel de evidencia clinica Nivel 1 4
Nivel 2
Nivel 3
Nivel 4
MAF 0,01-0,25
0,26 -0,5
0,51-0,75
0,76 — 0,99
Relacién del SNP con outcome Si corresponde
No corresponde
Efecto del SNP en la proteina Cambio en secuencia
aminoacidica
Cambio en regiones 2
inter-intragénicas,
intrénicas o cambio

AP RPN POLONEPRPEPDNDNDW

silente
Polyphen Benigno 1
Maligno 2
SIFT Variacion tolerada 0,5
Dafiina 1

MAF: Frecuencia del alelo menor; SIFT: Sorting Intolerant From Tolerant; Polyphen: Polymorphism

Phenotyping.

4.6 Toma de muestra y extraccion de ADN genémico

A cada participante del estudio se le extrajeron 6 ml de sangre venosa en un tubo Vacutainer® con
anticoagulante EDTA (tubo tapa lila). El grupo sanguineo de los participantes fue determinado
mediante técnica en ldmina utilizando anti-sueros anti-A, anti-B y anti-A,B Grupo Bios. Posterior a
la rotulacién del tubo, se procede a centrifugar la muestra y extraer la capa leucocitaria (buffy coat).
El ADN gendmico (ADNg) fue extraido y purificado mediante técnica en fase sélida (columnas)
utilizando el kit £.Z.N.A.® Blood DNA Mini Kit de Omega Bio-Tek (N° de catalogo: D3392) siguiendo
el protocolo del fabricante y bajo campana de flujo laminar, cuyo procedimiento fue realizado en
el Laboratorio CQF de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Posteriormente, el ADNg

fue cuantificado mediante espectrofotometria utilizando el equipo Denovix (modelo DS-11, FX,
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Spectrophotometer Series, USA). Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su posterior

analisis.

4.7 Control de calidad y seleccion de muestras

A partir de una base de datos digital del Laboratorio CQF se preseleccionaron las muestras que
contenian los datos necesarios para el estudio, tales como el grupo sanguineo, la concentracién de
ADNg, la relacion 260/280 y datos antropométricos de los voluntarios. A muestras que podrian ser
potencialmente seleccionadas se les midid la concentracion de ADNg y la relacion 260/280
mediante espectrofotometria tal como se mencioné en la seccidon anterior. Finalmente, se
considero la seleccidén de muestras que cumplieran con una relacion 260/280 mayor que 1,75y una
concentracion de ADNg mayor que 30 ng/ul. Con el objetivo de estandarizar las mediciones, se
realizaron alicuotas de las muestras seleccionadas llevandolas a una concentracién de 30 ng/ul en

un volumen de 20 pl.

Tabla 8. Condiciones del termociclador para la reaccién de PCR
Etapa SNP Convencional DME
T Duracién Ciclos T° Duracién Ciclos

AmpliTaqg Gold®, UP,

Activacion 95°C 10 min. HOLD 95°C 10 min. HOLD
Enzimatica

Denaturacion 95°C 15 seg. 95°C 15 seg.
Annealing/Extension 60°C 1 min. 40 60°C 90 seg. 50
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4.8 Analisis genotipico

Los genotipos fueron determinados utilizando la técnica de PCR en tiempo real (RT-PCR) asociado
a sondas TagMan® para la identificacion de los 7 SNPs mencionados en el objetivo especifico n°® 1.
Se utilizaron kit SNP TagMan Genotyping Master Mix, de Applied Biosystems® (n° de catalogo:
4371353), junto con los ensayos respectivos para el andlisis de cada genotipo. Los ensayos
TagMan® para los SNPs rs2244613, rs7187684, rs10916825, rs532545, rs11479 y rs4678145 fueron
ensayos de genotipificacion de SNP (TagMan® SNP Genotyping Assays). En cambio, para el SNP
rs3918290 el tipo de ensayo TagMan® corresponde a un ensayo de genotipificacién de enzima de
metabolismo de farmacos (DME) TagMan® DME Genotyping Assays. Para la amplificacion se utilizé
el equipo BIORAD modelo CFX96 C1000 Thermal Cycler compatible con kits Applied Biosystems®;
sin embargo, se utilizaron protocolos distintos de acuerdo al tipo de ensayo que se estuviera
llevando a cabo (ver Tabla 8).

Tabla 9. Reaccién RT-PCR SNP

Reactivo Cantidad
ADNg 30 ng
2x Genotyping Master Mix (N° 4 pul

de catdlogo: 43771353)

40X TagMan SNP Genotyping 0,2 ul
Assay (contiene ambas

sondas, primer directo y

reverso)

Agua libre de nucleasas de c.s.p, 8 ul
grado de biologia molecular

c.s.p: cantidad suficiente para.
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Para los ensayos de genotipificacion de SNP se utilizaron los volumenes indicados en |la Tabla 9. El
SNP rs2244613 se determiné utilizando el kit TagMan® Genotyping Assay C__11290377_10, n° de
catdlogo 4351379, el cual detecta la sustitucion g.55810697G>T; Para el SNP rs7187684 se utilizé
el kit C_ 31071358 20, n° de catdlogo 4351379, el cual detecta la sustituciéon g.55761039T>C;
rs10916825 se determind con el kit C_ 31573761_10, n° de catdlogo 4351379, que detecta la
sustitucion g.20605281A>G; el SNP rs532545 se determiné utilizando el kit C__ 7477400 _20, n° de
catdlogo 4351379, que discrimina la sustitucidon g.20588679C>T; rs11479 se identificd con el kit
C_ 11946264 20, n° de catadlogo 4351379, que discrimina la sustitucion g.50964236G>A; y para
rs4678145 se utilizé el kit C__ 27974001 _10, n° de catdlogo 4351379, el cual detecta la sustitucion

g.124731234G>C.

Tabla 10. Reaccién RT-PCR DME

Reactivo Cantidad
ADNg 30 ng
2x Genotyping Master Mix (N° 4 pul

de catdlogo: 43771353)

20X TagMan SNP Genotyping 0,4 ul
Assay  (contiene  ambas

sondas, primer directo vy

reverso)

Agua libre de nucleasas de c.s.p, 8 ul
grado de biologia molecular

c.s.p: cantidad suficiente para.
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Por otro lado, el SNP rs3918290 se determind con un ensayo de genotipificacién DME (ver Tabla
8), utilizando el kit TagMan® Genotyping Assay C__30633851 20, n° de catalogo 4362691, el cual
discrimina la sustitucién g.97450058C>T. Los volumenes de reaccion utilizados se indican en la

Tabla 10.

4.9 Analisis estadistico

Las frecuencias genotipicas esperadas para los SNPs rs2244613, rs7187684, rs10916825, rs532545,
rs11479, rs4678145 y rs3918290 fueron determinadas mediante los valores de sus respectivas
frecuencias alélicas. Con el objetivo de determinar si el equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) se
cumplia en la distribucién de los genotipos estudiados se utilizd la prueba de Chi-cuadrado (x?)
considerando un grado de libertad y alpha = 0,05. Si el valor de x* es superior a 3,84 para la
comparacién, implica el rechazo de la hipdtesis nula y, por lo tanto, las frecuencias observadas
difieren significativamente de las esperadas (Cerda y cols, 2007). Para el analisis del equilibrio de
HW se utilizé la ecuacién (p + q)? = 1, donde p corresponde a la frecuencia del alelo silvestre y g,

a la frecuencia del alelo mutado.
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5. Resultados

Los polimorfismos rs2244613, rs7187684, rs10916825, rs532545, rs3918290, rs11479 y rs4678145
fueron detectados en 91 individuos correspondientes a una muestra de poblacion general chilena,
y en 51 muestras correspondientes a individuos clasificados en una muestra de poblacién mapuche.
Adicionalmente, los polimorfismos se analizaron en una combinacién de ambos grupos de muestra,
a lo cual se referird en el estudio como “Poblacidn Total Chilena”. El tamano de la muestra, la
clasificacion de su grupo sanguineo ABO y su porcentaje de mezcla aborigen-caucdsica (Ma.c) se
pueden apreciar en la Tabla 11. La Mac se calculé de acuerdo a la siguiente férmula:

%M,_c = ((|F.obtenida O — F.espaioles|)/(|F.mapuches — F.espafioles|)) x 100

Tabla 11. Caracteristicas de la poblacion de estudio

Grupo sanguineo ABO n poblacion general chilena  n poblacion mapuche (%)
(%)

A 28 (30,77) 7 (13,73)

B 5 (5,49) 2 (3,92)

AB 6 (6,60) 0(0)

o 52 (57,14) 42 (82,35)

Total 91 (100) 51 (100)

Mac 31% 73,8%

n: nimero de muestra, %: porcentaje, Ma.c: Mezcla aborigen-caucasica (%)

Los genotipos identificados para cada polimorfismo junto con sus respectivas frecuencias alélicas
se encuentran descritos en la Tabla 12, Tabla 13 y Tabla 14 para poblacién general chilena,

poblacién mapuche y poblacidn total chilena, respectivamente.

5.1 Resultados deteccion rs2244613
Para el polimorfismo rs2244613 del gen CES1, en el cual detecta la sustitucién G>T, se describen
los genotipos identificados: genotipo silvestre (T/T) y genotipos mutados (heterocigoto G/T y

homocigoto G/G), cuyas frecuencias alélicas corresponden a 0,70 (alelo T) y 0,30 (alelo G) en
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poblacién general chilena, a 0,70 (alelo T) y 0,30 (alelo G) en poblacién mapuche, y a 0,70 (alelo T)
y 0,30 (alelo G) en poblacién total chilena. El equilibrio de HW muestra que ambas frecuencias se
encuentran en equilibrio en poblacién general chilena, poblacidn mapuche y poblacién total
chilena (x> menor a 3,84, con 1 grado de libertad y alpha igual a 0,05), ya que el valor de ¥ que se

obtuvo equivale a 0,003, 0,78 y 0,23, respectivamente.

5.2 Resultados deteccion rs7187684

En relacién al polimorfismo rs7187684 del gen CES1, se detecta la sustitucién T>C. Se identifico el
genotipo silvestre (C/C) y los genotipos mutados (heterocigoto T/C y homocigoto T/T). Las
frecuencias alélicas en la muestra de poblacién chilena correspondieron a 0,68 (alelo C) y 0,32 (alelo
T); en muestra de poblacién mapuche, a 0,72 (alelo C) y 0,28 (alelo T); y en poblacidn total chilena,
a 0,69 (alelo C) y 0,31 (alelo T). Las frecuencias se encontraron en equilibrio de HW para los tres
grupos analizados (x> menor a 3,84, con 1 grado de libertad y alpha igual a 0,05), ya que el valor de
x> que se obtuvo en poblacién general chilena fue 0,72, en poblacién mapuche fue 1,67, y en

poblacion total chilena correspondid a 2,11.

5.3 Resultados deteccion rs10916825

Para el polimorfismo rs10916825 del gen CDA, en el cual detecta la sustitucion A>G, se describen
el genotipo silvestre (A/A) y genotipos mutados (heterocigoto A/G y homocigoto G/G), cuyas
frecuencias alélicas corresponden a 0,76 (alelo A) y 0,24 (alelo G) en poblacidn general chilena, a
0,89 (alelo A) y 0,11 (alelo G) en poblacién mapuche, y a 0,81 (alelo A) y 0,19 (alelo G) en poblaciéon
total chilena. Tal como se puede apreciar en la Tabla 13, no se detectaron genotipos homocigotos

mutados (G/G) en la muestras de poblacién mapuche.
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Ambas frecuencias se encontraron en equilibrio de HW para los tres grupos analizados: poblacién
general chilena, poblacién mapuche y poblacién total chilena (x> menor a 3,84, con 1 grado de
libertad y alpha igual a 0,05), ya que el valor de x* que se obtuvo equivale a 0,39, 0,75 y 0,38,

respectivamente.

5.4 Resultados deteccion rs532545

El polimorfismo rs532545 (gen CDA), para el cual se detecta la sustitucion C>T, los genotipos
descritos fueron los siguientes: genotipo silvestre C/C, genotipo mutado heterocigoto C/T y
genotipo mutado homocigoto T/T. Las frecuencias alélicas obtenidas en poblacidn general chilena
fueron 0,58 (alelo C) y 0,42 (alelo T); en poblacién mapuche las frecuencias alélicas correspondieron
a 0,53 (alelo C) y 0,47 (alelo T); por ultimo, en poblacién total chilena, las frecuencias alélicas
obtenidas fueron 0,56 (alelo C) y 0,44 (alelo T). Para los 3 grupos de muestra analizados se cumplié
el equilibrio HW (x> menor a 3,84, con 1 grado de libertad y alpha igual a 0,05), ya que el valor de
x> para muestra de poblacién general chilena, poblacion mapuche y poblacién total chilena

correspondid a 0,03, 0,92 y 0,56, respectivamente.

5.5 Resultados deteccion rs11479

Para los grupos de poblacién general chilena, poblacién mapuche y poblacién total chilena se
realizo la deteccidon de la sustitucién G>A en el polimorfismo rs11479 del gen TYMP, en donde se
identifico el genotipo silvestre (G/G), el genotipo mutado heterocigoto (A/G) y el genotipo mutado
homocigoto (A/A). Las frecuencias alélicas para el grupo de poblacién general chilena, poblacion
mapuche y poblacién total chilena correspondieron a 0,85 (alelo G) y 0,15 (alelo A), 0,82 (alelo G)
y 0,18 (alelo A), y 0,84 (alelo G) y 0,16 (alelo A), respectivamente. El equilibrio de HW se cumplié

para los tres grupos de estudio (x> menor a 3,84, con 1 grado de libertad y alpha igual a 0,05),
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debido a que el valor de x* en poblacidn general chilena fue 0,00; en poblacién mapuche, 1,85;y,

en poblacidn total chilena, 0,82.

5.6 Resultados deteccion rs4678145

Respecto a al polimorfismo rs4678145 del gen UMPS, se detectd la sustitucion G>C en muestras de
poblacién general chilena, poblacién mapuche, y poblacion total chilena. Se identifico el genotipo
silvestre (G/G), el genotipo heterocigoto mutado (C/G) y el genotipo homocigoto mutado (C/C). Las
frecuencias alélicas correspondientes a poblacién general fueron 0,90 (alelo G) y 0,10 (alelo C); para
poblacién mapuche, 0,86 (alelo G) y 0,14 (alelo C); para poblacién total chilena, 0,89 (alelo G) y 0,11
(alelo C). Tal como se observa en la Tabla 13, en muestras de poblacién mapuche no se detecto6 la
presencia del genotipo mutado homocigoto (C/C).

El equilibrio de HW se cumple para los tres grupos de estudio (x> menor a 3,84, con 1 grado de
libertad y alpha igual a 0,05), ya que el valor de x? para poblacién general chilena fue 1,70; para

poblacién mapuche, 1,29; para poblacidn total chilena, 0,03.

5.7 Resultados deteccion rs3918290

Para el polimorfismo rs3918290 del gen DPYD, se detecté la sustitucién C>T. El genotipo silvestre
identificado (C/C) se detectd en la totalidad de las muestras para los tres grupos en el presente
estudio, esto es, tanto el genotipo mutado heterocigoto (C/T) como el genotipo mutado
homocigoto (T/T) no se detectaron en poblacién general chilena ni en poblacion mapuche. Por lo
tanto, la frecuencia alélica para el alelo C fue de 1 en poblacién general chilena, poblacién mapuche

y en poblacién total chilena (ver Tabla 12, Tabla 13 y Tabla 14).
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La Tabla 15 muestra la comparacién de las frecuencias del alelo menos comun (MAF) de los
polimorfismos rs2244613, rs7187684, rs10916825, rs532545, rs3918290, rs11479 y rs4678145
entre los datos obtenidos en el presente estudio y los datos obtenidos en poblacion europea,
africana, asiatica y americana a partir de la base de datos 1000 Genomes, donde se puede apreciar

una gran variabilidad entre poblaciones.
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Discusidn

En el presente estudio, se estudiaron las frecuencias alélicas de los polimorfismos rs2244613,
rs7187684, rs10916825, rs532545, rs3918290, rs11479 y rs4678145 en una muestra de 91
individuos de poblacion general chilena y 51 individuos de poblacién mapuche. El equilibrio de
Hardy-Weinberg se cumplié en el analisis de todos los polimorfismos estudiados, esto implica que
la poblacion de estudio no estd sometida a factores que pudiesen afectar las frecuencias alélicas
presentadas anteriormente, tales como el no cumplimiento de panmixia, migraciones o
mutaciones (Berrios, 2014).

Las frecuencias del alelo G del gen CES1 en el polimorfismo rs2244613 para poblacidon general
chilena (0,3) son similares a las observadas en poblacién mestiza americana (0,27), de acuerdo con
el proyecto 1000 Genomes, la cual estd compuesta por individuos peruanos, puertorriquenos,
colombianos y de ancestria mexicana; en cambio, la prevalencia del alelo G es mayor en poblacién
mapuche (0,3) en comparacion con las demds poblaciones incluidas en el proyecto 1000 Genomes,
lo cual podria explicarse por un alto porcentaje de mezcla aborigen caucdsico de la muestra de
poblacion mapuche (73,8%) en comparacion con la muestra de poblacidn general chilena (31%). A
partir de los datos mencionados con anterioridad, es posible apreciar que la prevalencia del alelo
G es altamente heterogénea en las poblaciones observadas en 1000 Genomes, ya que, en poblacién
europea corresponde a 0,16, mientras que en poblacién asiatica, 0,6, por ejemplo. En comparacién
con poblacién total chilena, el alelo G se encuentra en una frecuencia de 0,3, lo cual corresponde
a casi el doble de lo observado en poblacidn europea. Lo anterior es de gran importancia dado que
el alelo G se encuentra asociado a mayor riesgo de toxicidad, en comparacion con el alelo T, en
pacientes bajo tratamiento con capecitabina (Hamzicy cols, 2017).

Respecto al polimorfismo rs7187684, la frecuencia del alelo T varia en gran medida en poblaciones

analizadas en 1000 Genomes. Las frecuencias de este alelo en las muestras analizadas de poblacién
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general chilena (0,32) y poblacién mapuche (0,28) son similares a las observadas en poblacion
mestiza americana (0,29); sin embargo, difieren en gran medida a las de poblacién europea (0,16)
y alas de poblacidn asiaticay africana (0,46). Pese a que el porcentaje de mezcla aborigen caucasica
es menor en poblacién general chilena que en poblacién mapuche, la primera difiere alin mas que
la segunda respecto a la frecuencia del alelo T en poblacién europea, lo cual es relevante al notar
gue el alelo T esta relacionado a mayor toxicidad en pacientes bajo tratamiento con capecitabina
en comparacién con el alelo C.

El alelo G del gen CDA en el polimorfismo rs10916825 se observa en frecuencia similar en poblacion
europea, 0,39, y asiatica, 0,36, y difieren en gran medida de la observada en poblacién africana,
0,23 (1000 Genomes); sin embargo, a su vez esta Ultima es altamente semejante a la obtenida en
poblacién general chilena en este estudio (0,24). La frecuencia del alelo G obtenida en poblaciéon
mapuche correspondié a 0,11, muy por debajo de las frecuencias mencionadas anteriormente, lo
cual podria explicarse debido al alto porcentaje de mezcla aborigen caucasica de este grupo. Lo
anterior podria indicar algun grado de susceptibilidad frente a efectos adversos como la diarrea en
tratamiento con capecitabina, ya que se ha descrito un mayor riesgo de exhibir dicho cuadro en
individuos que presenten el alelo A en comparacidn al alelo G (Hamzic y cols, 2017).

En el SNP rs532545, el alelo T se encuentra asociado a un mayor riesgo de presentar eritrodisestesia
palmoplantar, en comparacion con el alelo C, en pacientes bajo tratamiento con capecitabina,
segln describe Caronia y cols (2011). Por lo cual es importante destacar que las frecuencias
obtenidas para el alelo T, tanto en poblacién general chilena (0,42) como en poblacion mapuche
(0,47), son altamente superiores a las observadas en poblacién europea (0,3), poblacion asiatica
(0,12), poblacién africana (0,06) y poblacidon mestiza americana (0,31), segin datos extraidos desde
1000 Genomes. Dado lo anterior, se podria proponer que es mas probable que individuos que

pertenecen a poblacidn chilena, y en particular a la etnia mapuche, presenten mayor riesgo de
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presentar eritrodisestesia palmoplantar en su tratamiento con capecitabina, en comparacién con
individuos pertenecientes a otras poblaciones.

EI SNP rs11479 da cuenta de la sustitucion G > A en el exdn 10, lo que provoca un cambio de serina
por leucina en la posicién 471, dando como resultado una mutacidon missense que conduce a la
expresion de una enzima TYMP sin actividad (Meulendijks y cols, 2016). De acuerdo a los datos
observados en 1000 Genomes y a las frecuencias obtenidas en el presente estudio, es posible notar
qgue la prevalencia del alelo A es altamente heterogénea entre poblaciones, ya que poblaciones
como la europea (0,07) y la africana (0,03) presentan frecuencias bastante disminuidas en
comparacién a la obtenida en poblacién asiatica (0,29). Respecto a poblacién general chilena (0,15)
y poblacién mapuche (0,18), la frecuencia del alelo A es similar a la observada en poblacidn mestiza
americana (0,17), lo cual es de gran importancia al notar que el alelo A se encuentra asociado a
mayor riesgo de toxicidad frente a capecitabina en comparacidon con el alelo G.

En relacion al SNP rs4678145, el alelo C se encuentra en proporcion similar en poblacién europea
(0,13) y poblacion mapuche (0,14). La frecuencia de este alelo en poblacién general chilena y
poblacion mestiza americana fue equivalente (0,1), al igual que entre la poblacién asidtica y
africana (0,05). Si bien se hubiese esperado que la frecuencia del alelo C en poblacién europea
presentase valores mas cercanos a la de poblacién general chilena que a la poblacién mapuche,
puede ser indicio de una limitante de este estudio al contar con un tamafio de muestra demasiado
acotado para poblacién general chilena. Pellicer y cols (2017) indican que, en comparacion al alelo
G, el alelo C estad asociado a una mayor probabilidad de presentar astenia en pacientes bajo
tratamiento con capecitabina, lo cual podria sugerir que, pertenecer tanto a poblacidn europea
como mapuche, es un factor predisponente a este efecto adverso.

El SNP rs3918290 analizado en el presente estudio, da cuenta del cambio C > T en el intrén 14

provocando la omision del exdn 14, cuya consecuencia funcional es una enzima DYPD con actividad
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reducida (Lam y cols, 2016). Debido a que dicha enzima es la principal responsable de la via
catalitica de la capecitabina, el SNP estudiado estda asociado a mayor riesgo de toxicidad, en
particular el alelo T. Pese a que el proyecto 1000 Genomes indica que la frecuencia alélica del alelo
T es muy baja, se incorporé al estudio debido a su gran relevancia clinica y a la vasta literatura
existente al respecto. En el presente estudio no se detectd el alelo T en muestras de poblacién
general chilena ni en poblacidon general mapuche, lo cual se encuentra dentro de lo esperado dados
los datos de la poblacion europea, asidtica, mestiza americana y africana (1000 Genomes). Si bien
el alelo T es escasamente detectado en otras poblaciones (0,5% en poblacién europea y 0,82% en
poblacién asiatica, de acuerdo a 1000 Genomes), para determinar la frecuencia con mayor
representacion de la poblacién chilena es necesario ampliar el tamafo de la muestra que se analizdé
en este estudio.

La divergencia entre algunos datos obtenidos de frecuencia alélica entre poblacidon europea,
asidtica, africana, y poblacidn chilena, pueden ser explicados dado que esta ultima cuenta con una
gran riqueza étnica y racial debido a su vasta historia de colonizacidn e inmigracidn. El proceso de
mestizaje en Chile se produjo desde la llegada de Diego de Almagro en el afio 1536 durante la
conquista, este proceso fue llevado a cabo principalmente entre hombres espafioles y mujeres
indias, debido a que la mujer espafiola llegé al territorio mas tardiamente y en escasa cantidad. A
inicios del siglo XVII se llevd a cabo la introduccidon de esclavos africanos en Chile, los cuales se
integraron en la participacién del mestizaje. Por lo cual, se conformaron generaciones mezcladas
entre espafioles, africanos e indigenas con mulatos, zambos y mestizos (Montecino, 1993). Por otra
parte, de acuerdo a datos obtenidos del Censo realizado en Chile el afio 2012, el 10,3% de la
poblacién censada (1.842.607) se declard perteneciente a algin pueblo originario de Chile, y de

éstos, un 88% se declaré mapuche (1.508.722). Sin embargo, se debe destacar que pueblos
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originarios como los Aymara y Diaguita se encuentran representados también en una proporcién
considerable, 6,7% y 2,6%, respectivamente.

Una de las limitantes de este estudio corresponde al tamafno de la muestra, tanto para poblacién
general chilena (n = 91) como para poblacién mapuche (n = 51), que en estudios posteriores sera
necesario aumentar con el fin de otorgar mas robustez estadistica y corroborar los resultados
expuestos en el presente estudio. Por otra parte, de acuerdo a la base de datos de SNP de National
Center of Biotechnology Information (NCBI), algunos de los polimorfismos incluidos en este estudio
presentan caracteristicas trialélicas (rs2244613, rs11479 y rs3918290) y dialélicas (rs532545,
rs10916825y rs4678145), por lo que la deteccidn del cambio nucleotidico correspondio al sefialado
por el proveedor en el catdlogo de cada sonda, tal como se puede apreciar en la seccién de
Materiales y Métodos. Debido a lo anterior, no es posible precisar con seguridad la presencia de
los alelos para los cuales la sonda de la reaccién de PCR no discriminaba. No obstante, se consideran
los resultados obtenidos y presentados en este estudio como relevantes, y como primera instancia
de investigacion hacia el estudio de prevalencia de los polimorfismos de importancia clinica para el
tratamiento personalizado con capecitabina frente al cancer colorrectal, el cual ocupa el segundo

lugar entre los canceres con mayor incidencia en Chile (GLOBOCAN, 2020).
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Conclusiones

La frecuencia del alelo G en el polimorfismo rs2244613, tanto para la muestra de poblacién general
chilena como para la muestra de poblacién mapuche, es mayor a la observada en poblacion
caucasica y en poblacién asiatica. En cambio, es similar a la frecuencia encontrada en poblacién
africana y en poblacidn mestiza americana.

En relacién al polimorfismo rs7187684, el alelo T se encuentra con mayor frecuencia en poblacién
general chilena y poblacidn general mapuche, respecto a la observada en poblacién caucdsica; sin
embargo, el alelo T en poblacién total chilena se encuentra en frecuencia menor en comparacion
a poblacién africana y poblacidn asidtica.

La frecuencia del alelo G del rs10916825 se encuentra en poblacién general chilena en menor
proporcién a la observada tanto en poblacidon caucdsica como en poblacién asidtica, y en
proporcién similar a la correspondiente en poblacidn africana. Por otro lado, la frecuencia alélica
encontrada en poblacidn mapuche es considerablemente menor que las observadas en todas las
poblaciones del estudio. Esto podria explicar la baja frecuencia de este SNP en poblacién general
chilena.

Referente al polimorfismo rs532545, tanto en poblacién general chilena como en poblacién
mapuche el alelo T se encuentra en frecuencias mayores respecto a lo observado en poblacién
caucdsica, poblacién africana, poblacién asiatica y poblacién mestiza americana.

La frecuencia del alelo T en el polimorfismo rs3918290 encontrada en poblacidn general chilena 'y
en poblacién mapuche, es idéntica a las observadas en poblacién caucasica, africana, asiatica y
mestiza americana, ya que para todas las anteriores la frecuencia correspondio a cero.

Respecto al polimorfismo rs11479, en poblacion general chilena y en poblacion mapuche el alelo A

se encontré en frecuencia mayor a la observada en poblacidn caucasica y poblacion africana. En
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cambio, la frecuencia es similar a la observada en poblacién mestiza americana y notablemente
menor a la frecuencia alélica en poblacién asiatica.

En relacion al polimorfismo rs4678145, el alelo C se encontrd en frecuencia similar en poblacién
general chilena, poblacidn mapuche, poblacidon caucdsica y poblacién mestiza americana. En
contraste, la frecuencia alélica observada, tanto en poblacion africana como en poblacion asidtica,

es menor que en las poblaciones mencionadas anteriormente.
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9. Anexos

9.1.Tabla 1

Tabla 1. Sistema de estadificacién TNM para cancer colorrectal (AJCC, 2006; Machado
y cols, 2011)

Categoria T: tumor primario

T0 No hay evidencia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ

Tl Ocupa la submucosa

T2 Ocupa la muscular propia

T3 Ocupa la subserosa o el tejido perirrectal o

pericdlico no peritonizado.

T4 Ocupa los érganos, las estructuras vecinas

o ha perforado el peritoneo visceral.

Categoria N: describe si el cancer ha llegado o no a los ganglios linfaticos regionales
NO No hay presencia de metdstasis en
ganglios linfaticos.
N1 Presencia de metastasis en 1 a 3 ganglios
linfaticos regionales.
N2 Presencia de metdstasis en 4 o mas
ganglios linfaticos regionales.

Categoria M: indica si hay metastasis a distancia
Mo No existe metastasis a distancia.

M1 Existe metastasis a distancia
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9.2.Tabla3

Tabla 3. Calculo de dosis estandar y reducida segun la superficie corporal para una dosis

inicial de capecitabina de 1250 mg/m2 (modificado de Vidal Vademécum Chile, 2021).

Superficie
corporal
(m?

<1,26
1,27-1,38
1,39-1,52
1,53-1,66
1,67 -1,78
1,79-1,92
1,93 -2,06
2,07 -2,18
22,19

Nivel de dosis de 1250 mg/m? (dos veces al dia)

Dosis
completa
1250

mg/m?

Dosis por
administra
cion (mg)
1500
1650
1800
2000
2150
2300
2500
2650
2800

Numero de comprimidos de

150 mg, comprimidos de 300

mg y/o comprimidos de 500

mg por administracion (cada

toma ha de ser administrada

por la mananay por la

noche)

150 mg

300 mg

500 mg

v u un A B~ B W W W

Dosis
reducida
(75%) 950

mg/m?

Dosis por
administraci
6n (mg)
1150
1300
1450
1500
1650
1800
1950
2000
2150

Dosis
reducida
(50%) 625

mg/m?

Dosis por
administraci
6n (mg)
800

800

950

1000
1000
1150
1300
1300
1450
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9.3 Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
PROYECTO: C N DE UN BANC ADN
A ESTUDIOS FA EN POBLACI
CHILENA

PATROCINANTE: Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética
Nombre del investigador principal: Luis Quifiones S. / Matias Martinez Q.
Institucion: Facultad de medicina, Universidad de Chile

Teléfonos: 29770741-29770744.

Invitacién a_participar: Le estamos invitando a participar en el proyecte de
investigacidn “Configuracién de un banco de coleccion de ADN para estudios

farmacogenémicos en poblacién general chilena®, debido a |a alta tasa de
variabilidad de respuesta a los tratamientos farmacologico y la falta de conocimiento
de los factores de relevancia clinica involucrados en esta respuesta.

Obijetivos: Este proyecto tiene por objetivo generar una coleccion fisica de material
genético, andnima para el andlisis de variantes genéticas (polimorfismos) y no
genéticas de factores asociados a la respuesta a medicamentos, en la poblacién
general chilena. Con ello se podra contar con una base de datos y un sistema
informatico para estudios farmacologicos en Chile, o que serd relevante para
mejorar la terapia en numercsas enfermedades.

Procedimientos: Si Ud. acepia participar serd sometido, solamente una vez a:

- Extraccion de una muestra de sangre de 10 mL aproximadamente, la cual
sera realizada con un sistema estéril y por personal calificado, de tal manera
de evitar cualquier riesgo. Si usted presenta problemas con la extraccion de
sangre, podemos brindarie la posibilidad de que su donacion sea a través de
un sistema de extraccion de mucosa oral,

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

- La muestra obtenida y toda documentacion asociada a ella tendré un plazo
maximo de aimacenamiento de 15 afos, luego de lo cual sera eliminado del
biobanco, a menos que en dicha fecha usted vuelva a consentir su uso y/o la
extraccion de una nueva muestra,

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

CE\-SSM. NORTE
\ Asasor do ' M

//L Pagina 1 de 3 versién 3.0
_o/
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Cualquier otro efecto que Ud. considera que puede derivarse de la toma de la
muestra debera comunicario a Dr. Luis A. Quifocnes en el teléfono 29770741 o
90158341

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

Beneficios Ademas del beneficio que este estudio significard para el progreso del
conocimiento y el mejor tratamiento de futuros pacientes, su participacion en este
estudic no contempla otros beneficios directos que el de aumentar la informacién
con respecto a su posible respuesta a ciertos tratamientos con medicamentos,

Compensacion: Ud. no recibira ninguna compensacion econdmica por su
participacidn en el estudio.

Confidencialidad: Teda la informacién derivada de su participacién en este estudio
sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye el acceso de
los Investigadores o agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier
publicacion o comunicacién cientifica de los resultados de la investigacion sera
completamente andnima. Las muestras serdn analizadas utilizando solo un codigo
y el listado que relaciona nombres con codigos se mantendra guardada con acceso
solo al investigador principal.

Usos potenciales de los resultados de la investigacion: los resultados de esta
investigacidn podran ser utiizados para en un futuro modificar las pautas
terapéuticas de diversas enfermedades.

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

Voluntariedad: Se reitera que su participacion en esta investigacion es totaimente
voluntaria y puede solicitar de manera escrita que se retire su muestra y datos
personales de la base de datos generada. Elle no significara ningun perjuicio a su
persona.

Derechos del participante: Usted recibird una copia integra y escrita de este
documento firmado. Si usted requiere cualkquier otra informacion sobre su

participacion en este estudio puede comunicarse con:

Investigador: Luis Quinones S. Teléfono: 29770741 o 90158341, mail:
lquinone@med.uchile.cl
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Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Comité de Etica del
Servicio Metropolitano de Salud Norte al Teléfono: 25758506, Email:
lorena.carrasco@redsalud.gov.cl, cuya oficina se encuentra ubicada al interior del
Hospital San José, Comuna de independencia.

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en
el proyecto "Configuracién de un banco de coleccién de ADN para estudios
farmacogendmicos en poblacion general chilena”.

Nombre del participante:

RUT Firma Fecha

Nombre del Investigador designado

RUT Firma Fecha

Nombre del Delegado del Director o Ministro de Fe

RUT Firma Fecha
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“m;ww Al .
20 MAY 2016

50



9.4 Aprobacién Comité de Etica de la Investigacion (CEl)

Servicie de
Salud

Motrepolitane
Necte
It Oroccitn

Comntn de TRics ce I Investigeodn

Carta N° 02772016
De. CNCfee

Santiage, mayo 20 de 2016

De: CEI SSMN

Al Prof. Dr. Luis Quifiones
Investigador Principal
Facultad de Medicina
Universidad de Chile

Ref.: Protocolo: "Configuracién de un Banco de coleccion de ADN para estudios Farmacogenémicos

en poblacion general Chilena®.

Estimade Dr. Quifiones:

Acuso recibo de su carta de fecha 06 de mayo de 2016 por la cual comunica la realizacién de las

modificaciones al protocolo Indicadas por este Comité.

Habléndose cumplido con lo indicado se procede a entregar Aprobacitn al proyecto de la referencia.

Sirvase recibir adjunto documento de Consentimiento Informado timbrado, fechado y firmado por el

suscrito,

A continuacién se listan los integrantes presentes en seslén de fecha 14 de abril de 2016:

Dr. Carlos Navarro Cox

Dr. Juan Jorge Silva Solis

Dr. Carlos Casar Collazo

Dr. Rafael Céspedes Pino

Dra. Maria de los Angeles Avaria Benaprés

E.U. Marla Solari Verdugo

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

Lo saluda atentamente,

__/%/‘."
CEVSSMNORpe— == ~ < —
— & _-c(‘
%‘"‘*?P Asmacs ol ol DR. CARLOS NAVARRO COX

Servoo ce i g

Mebopoiiamg oM PRESIDENTE - CEI-SSMN
wawn ssmn el
- T
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