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Resumen

Objetivo: Las fluoropirimidinas son el pilar del tratamiento citotdxico para los pacientes
con cancer colorrectal. Sin embargo, la respuesta farmacolégica a estos agentes es
variable entre individuos. El presente estudio tiene como objetivo determinar si los
polimorfismos C677T (rs1801133) y A1298C (rs1801131) del gen de la enzima
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) afectan la toxicidad y la efectividad de los
esquemas basados en fluoropirimidinas para el manejo del cancer colorrectal
metastasico.

Pacientes y métodos: Se reclutaron 68 pacientes con cancer colorrectal metastdsico que
fueron tratados con capecitabina o 5-fluorouracilo en combinacién con oxaliplatino o
irinotecan como terapia de primera linea. Los pacientes se evaluaron de forma
prospectiva desde Enero de 2019 hasta Noviembre de 2020 en el Hospital San Juan de
Dios, San José, Costa Rica. Se extrajo el ADN de linea somatica y de linea germinal a partir
de tejido parafinado y sangre periférica respectivamente. Durante el seguimiento se
valoré tanto la toxicidad como la respuesta objetiva inducida por el tratamiento
citotoxico. Para cada genotipo estudiado se calculé, mediante un analisis de regresién
logistica, la probabilidad de toxicidad y de respuesta objetiva, definida como el porcentaje
de individuos que alcanzaron una respuesta parcial o completa con el uso del tratamiento
citotoxico. Se empled un andlisis de regresidon de Cox para identificar los efectos de los
genotipos de los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR sobre la supervivencia
libre de progresion (SLP) y supervivencia global (SG). Se correlacionaron las variantes
genéticas identificadas con la presencia de inestabilidad microsatelital y la presencia de
mutaciones en los genes KRAS, NRAS y BRAF. Se empled un modelo de correlacion de
Spearman para asociar los polimorfismos del gen MTHFR encontrados en linea germinal
y somatica.

Resultados: Los individuos con al menos un alelo mutante del polimorfismo MTHFR C677T
tuvieron mayor riesgo de anemia (Odds Ratio OR=1,69; 1C95%=1,13-2,53; p=0,005),
neutropenia (OR=2,27; 1C95%=1,47-3,42; p<0,001) trombocitopenia (OR=1,91;
1C95%=1,30-2,70; p<0,001), neuropatia periférica (OR=1,77; 1C95%=1,16-2,70; p=0,02),
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diarrea (OR=1,69; 1C95%=1,13-2,53; p=0,005) y sindrome mano-pie (OR=1,56;
IC95%=1,08-2,27; p=0,013), en comparacion con los pacientes homocigotos para la
variante normal. La presencia del alelo mutante C del polimorfismo MTHFR A1298C se
asocié a mayor riesgo de anemia (OR=2,75; 1C95%=1,01-7,48; p=0,02) y trombocitopenia
(OR=3,14; 1C95%=1,01-9,78; p=0,03). Ningun polimorfismo se asocid con el riesgo de
mortalidad. Los pacientes con el alelo T del polimorfismo MTHFR C677T tuvieron mejores
respuestas objetivas que los individuos con la variante no mutada (OR= 3,21; IC95%=1,05-
9,81; p=0,03), al igual que mayor SLP (Hazard ratio HR=0,53; 1C95%=0,28-0,98; p=0,045),
aun después del ajuste por posibles variables confusoras (HR=0,50; 1C95%=0,25-0,98;
p=0,04). No hubo asociacién entre el polimorfismo MTHFR A1298Cvy la respuesta objetiva
ni SLP. Ninguno de las variantes analizadas se asocié con cambios en la SG (HR=0,86;
1C95%=0,38-1,94; p=0,71 para el polimorfismo MTHFR C677T y HR=1,24; 1C95%=0,58-
2,67; p=0,58 para el polimorfismo MTHFR A1298C).

Conclusiones: Los polimorfismos MTHFR C677T y A1298C son biomarcadores
farmacogenéticos que predicen la toxicidad en un grupo de pacientes mestizos tratados
con quimioterapia basada en fluoropirimidinas como tratamiento del cancer colorrectal
metastasico. Ademas, la presencia del alelo mutado T del polimorfismo MTHFR C677T se
asocié a mejor respuesta objetiva y mayor SLP que la variante homocigota no mutada.

Ninguno de los polimorfismos estudiados se asocié con SG.
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1.1 Cancer colorrectal

1.1.1 Epidemiologia

El cancer colorrectal constituye globalmente una de las principales causas de
mortalidad por cancer. Datos de la Organizacién Mundial de la Salud?! indican que esta
malignidad ocupa la tercera posicién en incidencia de cancer en hombres y la segunda
posicion en mujeres. Esta neoplasia afecta particularmente a individuos de paises
desarrollados de Europa y Norteamérica. Sin embargo, el impacto de la mortalidad es
proporcionalmente mas alto en regiones en vias de desarrollo de Sudamérica, el Caribe,
Asiay el Sur de Africa. Los datos actuales pronostican un descenso del 3% anual en la tasa
de mortalidad por este tipo de cancer en los paises desarrollados, en tanto que los paises
en vias de desarrollo de Asia y Latinoamérica presentaran un crecimiento sostenido en
las tendencias de mortalidad.?

La Red Espafiola de Registros de Cancer estimé que las neoplasias de origen
colorrectal serian el diagndstico mas frecuente de etiologia neopldsica durante el afio
2021 para ambos sexos. En concreto, se estima que el cancer colorrectal ocupe la segunda
posicidn de incidencia tanto en hombres como mujeres, con una tasa bruta estimada de
incidencia de 110,7 y 74,1 casos por cien mil habitantes para el sexo masculino y femenino
respectivamente.?

En Costa Rica, el cancer colorrectal se constituye en una de las principales causas
de incidencia y mortalidad por cancer. Durante el afio 2015 el Ministerio de Salud de este
pais informé una tasa de incidencia de 17,8 casos por cien mil hombres y de 17,9 casos
por cien mil mujeres. En lo referente a mortalidad, el Ministerio de Salud de Costa Rica
divulgo para el afio 2019 una tasa de mortalidad de 11,1 decesos por cien mil varones y
de 11,9 fallecimientos por cien mil mujeres.* Estas cifras, situadas en el contexto mundial,
ubican a Costa Rica en el tercer quintil de distribucion de incidencia por cancer colorrectal
para ambos sexos y en el tercer y segundo quintil de distribucién de mortalidad para

hombres y mujeres respectivamente.!
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La incidencia del cancer colorrectal es baja en sujetos por debajo de los 50 afios y
se incrementa conforme aumenta la edad, con una edad media de diagndstico de 70
afios.> No obstante, en la uUltima década se ha descrito una creciente tendencia al
aumento de los casos de cancer de colon en individuos menores de 50 afios, quienes
suelen presentarse con tumores de predominio distal, de comportamiento bioldgico mas
agresivo y diagnosticados en estadios avanzados.®

Con el envejecimiento de la poblacion y la exposicidon a factores de riesgo se
espera que para el afio 2030 aumente la incidencia de esta malignidad en un 60%, para
un total aproximado de casos nuevos de 2,2 millones y cerca de 1,1 millones de muertes
a nivel global.” No obstante, el patrén de incremento de las tasas de incidencia y
mortalidad es variable segun la regién geogréfica estudiada. Se espera que el incremento
de casos y decesos por esta patologia sea mayor en los paises de Latinoamérica y el Caribe
y menor en los paises de Europa occidental y Norteamérica, algunos de los cuales
evidencian incluso tasas de incidencia y mortalidad estables o decrecientes.” Al respecto,
la adopcidn de estilos de vida saludable, los programas de cribado aplicados a la poblacion
general y la identificaciéon de pacientes con mayor riesgo de esta malignidad parecen ser
los principales factores que han disminuido esta creciente tendencia en los paises

desarrollados.?

1.1.2 Factores de Riesgo

Los factores de riesgo descritos para el desarrollo de esta malignidad se han
agrupado en factores ambientales y hereditarios. En la primera categoria se encuentran

910 3si como

los habitos alimenticios caracterizados por un alto consumo de carnes rojas
las dietas bajas en fibra y con escasas raciones de frutas y vegetales.''*2 Otros factores
ambientales involucrados con el desarrollo del cancer colorrectal incluyen el tabaquismo,
el consumo de alcohol, un bajo consumo de frutas, vegetales y fibra, la obesidad y el
sedentarismo®'* Por otra parte, dentro de los factores de riesgo hereditarios destacan

la historia familiar de cdncer colorrectal®®, asi como algunos raros sindromes genéticos.*®
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Por ejemplo, un 1% del total de casos de céncer colorrectal se asocian al sindrome de
poliposis coldnica familiar, un trastorno autosémico dominante con casi 100% de
penetrancia, cuya alteraciéon cromosdmica consiste en una delecion del gen APC ubicado
en el brazo largo del cromosoma 5.17 Similarmente, un 3% de las neoplasias coldnicas son
consecuencia de otra condicion hereditaria conocida como cancer colorrectal hereditario
no polipdsico o sindrome de Lynch, el cual es heredado con un patrén autosémico
dominante y un 80% de penetrancia.'® El andlisis genético de este sindrome reveld la
presencia de alteraciones en los genes encargados de la reparacion del apareamiento
erréneo del ADN, especificamente los genes MLH1, MLH2, MSH6, PMS1y PMS2. El efecto
final de estos fallos en la reparacion del ADN es la presencia de una alta frecuencia de
secuencias repetidas de nucleétidos a lo largo del genoma, cuyo patrén recibe el nombre
de inestabilidad microsatelital (MSI).?® No obstante, aun en ausencia de sindromes
genéticos de claro patrén hereditario, los familiares en primer grado de individuos
afectados con cancer colorrectal presentan un mayor riesgo que la poblacién general, el
cual puede ser tan alto como un 35%.%° Se cree que la historia familiar puede explicar de
un 10 a 20% de todos los pacientes con céancer colorrectal, dependiendo del nimero de

familiares afectados y de la edad de presentacion.?%?!

1.1.3 Presentacion clinica

La mayoria de pacientes no presentan sintomas al diagndstico y son captados en
procesos de cribado usual.’®> No obstante, otros pacientes se presentan con sintomas
inespecificos y algo sugestivos de algun proceso intrabdominal (cambios del habito
defecatorio, anorexia, pérdida de peso, hematoquecia, melena o dolor abdominal
crénico), mientras que otros individuos se presentan con un cuadro abrupto de sintomas
oclusivos intestinales (dolor abdominal, vémitos, estrefimiento y distensién) o de
sangrado digestivo bajo.?? Tipicamente, las manifestaciones clinicas son variables de
acuerdo al sitio de origen del tumor. Los tumores del colon descendente o izquierdo se

manifiestan tipicamente por hematoquecia y cambios del patrén defecatorio (diarrea y/o
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estrefiimiento), en tanto que los tumores del colon ascendente o derecho se caracterizan
por pérdidas crénicas de sangre que generan anemia ferropénica.?®> Finalmente, los
tumores rectales suelen acompafiarse de sintomas de tenesmo rectal, dolor al defecary
disminucidn del calibre de las heces.?*

Aproximadamente una cuarta parte de los pacientes se presentan con
enfermedad metastasica al momento del diagndstico y cerca de un 40% de los individuos
operados con intencidn curativa presentan recurrencias de la enfermedad.?® La
presentacion metastasica al diagndstico (metdstasis sincrénica) se ha correlacionado con
una peor supervivencia y menores tasas de respuesta a la quimioterapia en comparacion
con aquellos pacientes diagnosticados mediante las politicas recomendadas de cribado,
o bien, en etapas tempranas de la enfermedad.?®

La exploracidn fisica del enfermo con cancer colorrectal puede hallar una masa
palpable abdominal o transrectal, adenopatias supraclaviculares o inguinales,
hepatomegalia, ictericia, palidez, o signos pulmonares por un compromiso metastasico.
La obstruccién intestinal suele presentarse con un abdomen doloroso asociado a
distension y signos inespecificos de respuesta inflamatoria sistémica, en un cuadro clinico
que puede asemejar la perforacidn visceral.®

El hemograma y los analitos sanguineos pueden mostrar anemia microcitica e
hipocrédmica secundaria a ferropenia o a la enfermedad crénica subyacente, alteraciones
electroliticas ocasionados por diarrea crdnica o alteraciones de la funcién hepatica en
caso de compromiso de este érgano. La elevacién del antigeno carcinoembrionario (ACE)
no es especifica de este tipo de neoplasias, pero se correlaciona con la enfermedad
avanzada y permite, en algunos casos, el seguimiento de algunos pacientes.®

La evaluacidn inicial del paciente con céancer colorrectal debe incluir, ademas de
la historia clinica y del examen fisico, una colonoscopia completa y una tomografia
computarizada del torax, el abdomen y la pelvis. En casos de cdncer rectal se recomienda
una resonancia magnética para valorar la profundidad del tumor y su relacidn con
estructuras adyacentes, lo cual también puede lograrse mediante el estudio sonografico

endoscdpico.?”?® La resonancia magnética también puede ser (til para distinguir masas
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hepéticas o adenopatias sospechosas de metdstasis.?® Estos estudios permiten al clinico

caracterizar la extensién del tumor primario y estadificar la enfermedad neoplasica.'?

1.1.4 Patogénesis molecular

La mayoria de los adenocarcinomas del colon y recto se originan de pdlipos que
eventualmente adquieren cambios displasicos y progresan a una neoplasia invasiva en un
periodo de 10 a 15 afios.”® El origen celular de la mayoria de los adenocarcinomas
colorrectales es una célula madre que reside en las criptas intestinales y que acumula una
serie de alteraciones epigenéticas y genéticas en genes supresores de tumores y proto-
oncogenes.>° Los pdlipos coldnicos tienen distintas categorias de clasificacién, y pueden
agruparse en tubulares o vellosos, sésiles o pedunculados y adenomatosos o
hiperplasicos. Los pélipos sésiles, asi como las variantes adenomatosas se han relacionado
al desarrollo de cancer, sobre todo cuando son multiples, su tamafio es mayor de un
centimetro, o si se acompafian de una morfologia aserrada o de cambios displdsicos.?!

Los fendmenos etiopatogénicos moleculares que subyacen en la transformacion
maligna de los podlipos se agrupan en tres vias de alteracion: la via de inestabilidad
cromosodmica, la via de inestabilidad microsatelital y la hipermetilacion de regiones del
ADN. Estas vias no son mutuamente excluyentes y, por ende, un tumor especifico puede

tener distintos origenes provenientes de diferentes vias patogénicas.3?

1.1.4.1 Inestabilidad cromosomica

Esta via patogénica caracteriza aproximadamente al 80% de los tumores malignos
del colon y se distingue por la ganancia, pérdida y/o traslocacién de cromosomas que
conducen hacia amplificaciones, reordenamientos y deleciones de regiones especificas
de varios genes. Estas alteraciones generan con frecuencia células tumorales
aneuploides.®® Es frecuente la pérdida de alelos en regiones de genes supresores de
34

tumores (pérdida de la heterocigocidad), o la ganancia de copias de proto-oncogenes.

Dentro de los genes mas frecuentemente alterados se encuentran el gen de la
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adenomatosis coldnica familiar (APC), el oncogén RAS y el gen supresor de tumores p53.
La secuencia de alteraciones genéticas que ocurre en esta via patogénica involucra la
inactivacion temprana del gen APC ubicado en el cromosoma 5¢q, seguida por la mutacidn
de los oncogenes RAS y BRAF. Mas adelante en la evolucién de la neoplasia se presentan
otros eventos moleculares como la pérdida de regiones del cromosoma 18q y la pérdida

de la funcién del gen p53.%°

1.1.4.2 Inestabilidad microsatelital

Los microsatélites son repeticiones de secuencias cortas de nucledtidos en tdndem
localizadas a lo largo del ADN.® El nimero de repeticiones de estas secuencias son
caracteristicos de cada individuo e identifican con frecuencia regiones no codificantes del
genoma. Sin embargo, ante defectos de la reparacién del apareamiento erréneo del ADN,
estas secuencias pueden contraerse o expandirse y dar origen a MSI.2¢ Aproximadamente
un 15% de las neoplasias de colon se caracterizan por estos hallazgos moleculares que
condicionan la presencia de multiples mutaciones puntuales o pequefas deleciones o
inserciones de bases de nucledtidos en regiones especificas del ADN, lo cual genera un
fenotipo hipermutador.?” La alteracion de la reparacion del apareamiento erréneo del
ADN es consecuencia de mutaciones somaticas o adquirida, o del silenciamiento de los
genes MLH1, MSH2, MSH6, o PMS2.38 La inestabilidad microsatelital caracteriza un grupo
distintivo de tumores malignos del colon que responden mejor a la inmunoterapia y son

relativamente resistentes al uso de fluoropirimidinas en el contexto adyuvante.*®

1.1.4.3 Hipermetilacion del ADN

Entre un 15 y un 20% de los adenocarcinomas de colon esporadicos se
caracterizan por el silenciamento epigenético de las regiones promotoras de varios genes
a consecuencia de la metilacién aberrante de las islas de citosina guanina (CpG).1%38
Dentro de los genes silenciados se encuentra el gen MLH1. Este gen estd asociado con la

reparacion de las bases erréneamente apareadas del ADN que genera como consecuencia
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MSI.38 Varias caracteristicas patoldgicas y moleculares se han asociado a esta via
oncogénica, dentro de las cuales destacan la diferenciaciéon mucinosa, un abundante
infiltrado linfocitario, la pobre diferenciaciéon tumoral y la mutacién V600E del gen BRAF,
asi como la ausencia de mutaciones en los genes APCy KRAS.*° La expresidn fenotipica de
estos hallazgos se manifiesta por la presencia de pdlipos serrados con abundante

infiltrado inflamatorio y de localizacién proximal.®

1.1.5 Clasificacion molecular

Las alteraciones a nivel molecular descritas en el apartado anterior han permitido
categorizar los tumores malignos de origen colorrectal en distintas entidades, las cuales
comparten entre si varias caracteristicas genotipicas y prondsticas. En el afio 2015,
Guinney y colaboradores*® publicaron un consenso de clasificacién de esta malignidad, en
la que se establecen cuatro subtipos moleculares de cancer colorrectal. Ninguna de estas
categorias se caracteriza por aberraciones gendmicas exclusivas, ya que la agrupacién se

basé en una serie de alteraciones de diferentes genes.

1.1.5.1 Subtipo molecular 1 (CMS 1) o inmune con inestabilidad microsatelital

Esta categoria agrupa la gran mayoria de los tumores que presentan MSI. Estos
tumores se caracterizan por una elevada respuesta inmunoldgica del huésped,
especificamente de células T citotdxicas y células T colaboradoras tipo 1. Corresponde
aproximadamente a un 15% de los tumores colorrectales, tienden a presentarse con
mayor frecuencia en el colon derecho y suelen exhibir un grado histoldgico alto. Este
subgrupo estd asociado a una alta tasa de mutaciones en el gen BRAF, alto patrén de
metilaciones en islas CpG y poseen un mal pronéstico después de la recurrencia

tumoral.4041
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1.1.5.2 Subtipo molecular 2 (CMS 2) o candnico

Este subgrupo engloba aproximadamente a un 40% de los tumores malignos del
colon y recto, los cuales se caracterizan molecularmente por la sobreexpresién de genes
de diferenciacion epitelial y de los protooncogenes de las sefiales mitégenas WNTy MYC.
Presentan una alta tasa de alteraciones en la disposicion de la cromatina y tienden a
presentar aneuploidia, lo cual les confiere inestabilidad cromosdmica. Tienden a
presentar pérdida de genes supresores tumorales y clinicamente suelen presentarse en

el colon descendente.*%4!

1.1.5.3 Subtipo molecular 3 (CMS 3) o metabdlico

Comprende cerca del 15% de los tumores malignos del colon y recto. Es frecuente
la alteracion de genes reguladores de vias metabdlicas, asi como del gen KRAS. Estos
tumores tienden a presentar poca inestabilidad cromosdmica y escasa metilacién en islas
CpG. El estatus de inestabilidad microsatelital es variable y tienden a presentarse en el

colon derecho.#041

1.1.5.4 Subtipo molecular 4 (CMS 4) o mesenquimatoso

Este grupo se caracteriza por la alta expresidon de la sefial mediada por el factor de
crecimiento tisular tipo beta (TGF-B) asi como por la alta capacidad de inducir genes
relacionados con la angiogénesis e invasién del estroma. Hay sobreexpresién de genes
implicados en la transicién epitelio — mesénquima, asi como de aquellos genes asociados
con laremodelacién de la matriz extracelular. La mayoria de los tumores de este subgrupo
presentan inestabilidad cromosdmica y suelen presentar una pobre supervivencia global
(SG) y una alta proporcién de recurrencias. En general, esta categoria agrupa

aproximadamente al 25% de los tumores colorrectales. 404!
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1.1.6 Factores prondsticos

Distintas variables clinicas, histolégicas y moleculares se han relacionado con el
prondstico de los pacientes afectados con esta neoplasia. Estas variables permiten
predecir el curso clinico de la enfermedad y categorizar a los pacientes de acuerdo con su
probabilidad de tener un mejor o peor desenlace vital. Muchas de las variables se han
asociado de forma independiente a la mortalidad o a la probabilidad de recurrencia, o
bien, a la progresién de la enfermedad metastdasica. Estas determinantes confieren en
conjunto una pauta de seguimiento distintivo para cada paciente segun el riesgo
particular de supervivencia de cada individuo. De todas estas variables, la estadificacion
clinica o patolégica es trascendental para brindar ademas una estrategia terapéutica
segun el estadio clinico paricular.*? La mayoria de los modelos prondsticos incluyen

ademds otras variables clinicas, patoldgicas y moleculares que se detallan a continuacién.

1.1.6.1 Estadificacion

Una vez determinado el diagndstico histopatolégico del cancer de colon o recto es
fundamental la estadificacién de la enfermedad neopldsica con el objetivo de establecer
el prondstico y el manejo de cada paciente. El American Joint Committee on Cancer (AJCC)
ha establecido las definiciones mostradas en la tabla 1 con las que se logra consensuar el
estadio TNM de estas neoplasias (tabla 2).4

La designacion del prefijo T hace referencia a la penetracién del tumor a lo largo de
las capas del intestino o estructuras anatémicas adyacentes. El prefijo N determina el
nimero de ganglios afectados, para lo cual son necesarios al menos doce ganglios
disecados durante el procedimiento quirurgico. La invasién tumoral de al menos un
ganglio linfatico define al estadio clinico Ill e implica la indicacién de tratamiento
postoperatorio (adyuvante) en los casos de cédncer de colon, o bien, del tratamiento
prequirdrgico (neoadyuvante) en los pacientes con cancer de recto. Para ambas

localizaciones, la probabilidad de compromiso ganglionar es mayor conforme aumenta la

penetracidon tumoral a través del espesor mural del intestino. Finalmente, el prefijo M
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denota la presencia de metdstasis viscerales o a distancia, en cuyo caso se definird el
estadio clinico IV. En la octava edicion de la AJCC se hace énfasis particular en los
pacientes con enfermedad metastasica peritoneal (M1c) quienes tienen un prondstico

vital peor que aquellos individuos sin extension a esta serosa.*?
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Tabla 1. Definiciones del TNM para cancer colorectal

T (Tumor primario)

Tx: el tumor no puede ser estadificado

TO: Sin evidencia de tumor primario

T1s: carcinoma in situ o invasién de la lamina propia (sin extension a través de la

muscular de la mucosa)

T1: tumor invade la submucosa

T2: tumor invade la muscular propia

T3: tumor invade a través de la muscular propia a tejidos peri-colorrectales

T4: tumor invade al peritoneo visceral o invade o se adhiere a un drgano adyacente
T4a: tumor invade a través de la superficie del peritoneo visceral
T4b: tumor invade directamente o esta adherido a otros drganos o estructuras

Adyacentes

N (numero de ganglios afectados)
Nx: no se puede determinar la extensiéon ganglionar
NO: ningun ganglio linfatico regional con tumor
N1a: metastasis en un ganglio linfatico
N1b: metdstasis en dos o tres ganglios linfaticos
Nic: depdsitos tumorales en la subserosa, mesenterio, o en tejido sin peritoneo
pericdlico o perirrectal/mesorrecto sin invasion a ganglios linfaticos
N2a: metastasis en 4-6 ganglios linfaticos

N2b: metdstasis en 7 o0 mds ganglios linfaticos

M (evidencia de metastasis a distancia)
MO: sin evidencia de enfermedad metastdsica por imagenes
pM1la: metdstasis a distancia en un Unico sitio sin metastasis peritoneal confirmada
de forma microscépica
pM1b: metastasis en dos o mas drganos o sitios sin metastasis peritoneales
confirmada de forma microscépica

pM1c: metastasis a las superficies peritoneales
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Tabla 2. Grupos pronésticos de la clasificaciéon TNM

Estadio

Tumor primario

(7)

Ganglios linfaticos

(N)

Metastasis a

distancia (M)

0 Tis NO MO
I T1-T2 NO MO
Il
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
Ic T4b NO MO
11
A T1-T2 N1/N1lc MO
T1 N2a MO
1B T3 -T4a N1/N1lc MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
lHc T4a N2a MO
T3 -T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
v
IVA Cualquiera Cualquiera M1la
IVB Cualquiera Cualquiera M1b
IVC Cualquiera Cualquiera Milc
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1.1.6.2 Enfermedad residual post quirurgica

Los tumores que son resecados completamente sin evidencia de enfermedad
neoplasica en los margenes de reseccién presentan la mayor probabilidad de
supervivencia libre de recurrencia, en comparacién con aquellos tumores cuya reseccién
fue incompleta.*** El uso de la siguiente nomenclatura resume los hallazgos posibles
después de una reseccién tumoral:*®

RO: Tumores cuya reseccion fue completa, sin evidencia histolégica de compromiso
de los margenes de reseccion.

R1: Corresponde a tumores con reseccidén incompleta segun la determinacién del
margen microscopico, el cual muestra enfermedad neopldsica en contacto con dicho
margen.

R2: Tumores con reseccidon incompleta y evidencia macroscdpica de tumor residual
no resecado.

Dentro de la categoria de enfermedad residual posquirurgica, algunos autores
distinguen el margen circunferencial o radial. Este margen corresponde a la superficie sin
peritoneo producto de la diseccidén quirudrgica. El término también aplica a los tumores
rectales que son completamente subperitoneales, o a los tumores coldnicos que estan en
contacto con el retroperitoneo. En los tumores rectales el margen circunferencial es de

crucial relevancia dada su asociacidon con recurrencia local y a distancia.*

1.1.6.3 Invasion linfovascular y perineural

La presencia de células tumorales en las estructuras vasculares venosas o linfaticas
se ha relacionado con un prondstico adverso.*® De forma similar, la invasién perineural se
ha asociado de forma independiente a un mal prondstico en términos de mayores
recurrencias o mayor mortalidad. De hecho, la presencia de alguno de estos dos patrones
de invasion se relaciona con mayor riesgo de recaida en pacientes operados aun en

ausencia de enfermedad ganglionar metastdsica (estadio patolégico 11).4®
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1.1.6.4 Localizacion del tumor primario

Varios estudios han sefialado que la localizacién del tumor primario es un marcador
prondstico independiente de mortalidad.*’ De esta forma, los individuos con tumores del
colon izquierdo (distales a la flexura hepatoesplénica) poseen una mejor supervivencia en
comparacion con los tumores del colon derecho o ascendente. Esta relacién prondstica
es independiente del estadio patoldgico, del tratamiento recibido y de la presencia de

alteraciones moleculares como la mutacion del gen RAS.*®

1.1.6.5 Sexo

Los estudios dirigidos a determinar la relacion del sexo del paciente con el
prondstico de la enfermedad neopldsica han generado resultados contradictorios, con
una tendencia a peores resultados en el sexo masculino. Este efecto prondstico del sexo
se ha descrito en diversas poblaciones cuyos resultados concuerdan en un riesgo relativo
de mortalidad de hasta 16% mayor en individuos del sexo masculino.***° Se ha propuesto
qgue estas eventuales diferencias pueden ser secundarias a factores hormonales o
inmunoldgicos que confieren cierto efecto protector de los estréogenos a las pacientes de

sexo femenino.>°

1.1.6.7 Edad

Varios estudios han generado resultados controvertidos para relacionar la edad
avanzada con la mortalidad y progresién o recurrencia en pacientes con cancer
colorrectal. Al respecto, van Leeuwen vy colaboradores®!, asi como Siegel vy
colaboradores®? publicaron una peor supervivencia de los individuos afiosos. Varios
factores confusores pueden explicar estos resultados divergentes, como por ejemplo la
presencia de comorbilidades, las complicaciones quirurgicas y el acceso a quimioterapia

sistémica.
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1.1.6.8 Estado funcional

Uno de los principales factores de riesgo clinicos asociados a un peor prondstico es
el deterioro de la funcionalidad del paciente. Se ha comprobado que los individuos con
un deterioro de sus capacidades fisicas de acuerdo con los criterios de la escala Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG)>3 poseen una peor respuesta al tratamiento y mayor

toxicidad al mismo.>*

1.1.6.9 Inestabilidad microsatelital

Los pacientes cuyos tumores poseen esta caracteristica molecular presentan
mejores tasas de supervivencia en estadios tempranos y localmente avanzados, pero
peores desenlaces clinicos en caso de enfermedad metastasica o recurrente.'® Se ha
descrito que la incidencia de este patrén molecular es variable segun el estadio clinico,
siendo mas frecuente en los pacientes que presentan un estadio Il y lll, y menos frecuente
en el estadio V.38 Varios estudios han sefialado que el estado de MSI se asocia con
mejores resultados de los pacientes con cancer de colon tratados con quimioterapia.> Se
ha demostrado que la presencia de MSI es un marcador prondstico positivo e
independiente del estadio tumoral asociado a menor riesgo de metastasis. Tal relacién se
verificd en una revisidon sistematica de varios estudios de cohorte, la cual evidencié que
los sujetos con cancer colorrectal y con MSI presentaban una disminucion del 35% del

riesgo de muerte.>®

1.1.6.10 Mutaciones de los genes KRAS, NRAS y BRAF

Las mutaciones del gen KRAS que suelen afectar los codones 12 o 13 se asocian a
un peor prondstico de la enfermedad neopldsica. De forma analoga, las mutaciones del
gen NRAS se relacionan a mal prondstico vital en comparacién con los individuos que
presentan la versidon no mutada de tal gen.”” Las mutaciones del gen BRAF, que suelen
ocurrir en el codén 600 (V600E), se relacionan con el patrdn fenotipico de hipermetilacién

de las islas de CpG del ADN. Esta alteracion molecular caracteriza aproximadamente al
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10% de los casos esporadicos de cancer colorrectal y también esta relacionada con un

prondstico adverso.'® 57

1.2 Tratamiento del cancer colorrectal

1.2.1 Tratamiento no farmacolégico

Algunos tumores detectados por endoscopia pueden ser tributarios a tratamiento
local endoscépico. En este caso, las polipectomias en bloque permiten conocer el estatus
de los margenes de reseccion y otras caracteristicas histoldgicas de relevancia para el
manejo, como por ejemplo el grado tumoral, el compromiso de vasos linfaticos y la
profundidad de la invasién en la submucosa.>®

El tratamiento quirdrgico constituye en la actualidad el pilar de tratamiento curativo
para los pacientes que se presentan en estadios tempranos de esta neoplasia. Una
reseccion completa del tumor se asocia a mejores tasas de supervivencia y menores
recurrencias.'® Sin embargo, para que la reseccidon sea completa es necesario optimizar la
reseccion a través de una adecuada diseccién de la interfase mesofascial y un adecuado
muestreo de los ganglios linfaticos regionales. En los casos de cancer de recto la escision
mesorrectal constituye el estdndar de tratamiento quirdrgico, cuya reseccién puede
incluir los musculos del esfinter anal y las estructuras vecinas afectas.>®

La radioterapia preoperatoria (neoadyuvante) en el recto es una opcién de
tratamiento que ha demostrado reducir las recurrencias locales en pacientes con tumores
de riesgo intermedio y alto seguin el compromiso de la pared rectal, la invasién ganglionar
o la invasion de estructuras vecinas. La radioterapia suele administrarse en 25-28
fracciones hasta alcanzar una dosis total de 45-50 Gray, a la vez que se emplea una
fluoropirimidina como radiosensibilizante.®° Esta modalidad terapéutica logra reducir el
tamafio tumoral en la mayoria de los pacientes, aunque solo una quinta parte del total
logra obtener respuestas patoldgicas completas.®! Dado que algunos pacientes pueden

lograr un control duradero de la enfermedad neoplasica y de los sintomas asociados, se
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han propuesto esquemas de radiacidon y quimioterapia que eviten el procedimiento

quirargico.®°

1.2.2 Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento farmacolégico del cancer colorrectal posee como elemento basal el
uso de fluoropirimidinas, de las cuales el 5-fluorouracilo (5-FU) y la capecitabina son los
agentes mas empleados en esta condicidn clinica. Cualquiera de estos farmacos se puede
emplear como monoterapia o en combinacién con el oxaliplatino para el tratamiento
adyuvante del cdncer de colon y recto.?%* A su vez, el 5-FU o la capecitabina se asocian
a la radioterapia preoperatoria (neoadyuvante) en los pacientes con cédncer de recto
localmente avanzado, lo que reduce la probabilidad de recurrencia local y sistémica en
comparacion con radioterapia sola.5>6¢

En el tratamiento adyuvante del cdncer colorrectal varios estudios clinicos han
demostrado la eficacia de las fluoropirimidinas en la reduccion de recurrencias y muertes
en sujetos con estadios I, a la vez que, en asociacién con oxaliplatino, constituyen el
estdndar de manejo de los pacientes con compromiso ganglionar (estadio patoldgico
111).6263 En tales condiciones, el esquema de tratamiento citotdxico se debe iniciar tan
pronto como el paciente se recupere del procedimiento quirurgico para no comprometer
la eficacia del tratamiento®’, y se debe continuar por un plazo de tres o seis meses.%8

El uso de las fluoropirimidinas constituye también el pilar de tratamiento en el
manejo de los pacientes con enfermedad metastasica. Sin embargo, en el contexto
metastasico, la respuesta tumoral de una fluoropirimidina en monoterapia es tan solo
cercana a un 15%.%° Por ello, este tipo de farmacos se suele administrar junto con otro
citotdxico como el irinotecan en el esquema conocido como FOLFIRI?®, o en asociacidn
con oxaliplatino en el esquema FOLFOX’!, en tanto que el esquema denominado
FOLFOXIRI”? emplea ambos citotdxicos junto con el 5-FU y la leucovorina. Ademas, es
posible afadir a alguno de los esquemas mencionados un agente bioldgico que inhiba la

angiogénesis (bevacizumab’3, ramucirumab’# o aflibercept’®) o un inhibidor del receptor
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del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (panitumumab’® y cetuximab’’). Se ha
descrito que la exposicion a la mayor cantidad de agentes antineoplasicos a lo largo del

curso de la enfermedad se correlaciona con mejor supervivencia.’®

1.2.1 Biomarcadores predicitivos de la eficacia del tratamiento farmacoldgico

En la actualidad solo se recomienda la identificacion de mutaciones en los genes
KRAS, NRAS y BRAF para seleccionar a los pacientes con potencial beneficio del uso de
farmacos anti-EGFR, ya que se la ausencia de mutaciones en estos genes predice la
eficacia de tales medicamentos.”®’” Es decir, estas mutaciones sirven como factores
predictivos negativos para la seleccion de los agentes bioldgicos cetuximab vy
panitumumab. De forma analoga, la mutacion del gen BRAF sirve como biomarcador
predictivo para la eficacia del encorafenib, un farmaco inhibidor de la proteinquinasa
codificada por dicho gen.”

La presencia de MSI es otro biomarcador predictivo de eficacia farmacolégica ya
gue se relaciona directamente con la actividad terapéutica del pembrolizumab, un
anticuerpo monoclonal contra el receptor PD-1 (receptor de muerte programada 1).8°
Este receptor, expresado en los linfocitos T CD8+, conduce a anergia e inmunosupresion
cuando se une su ligando, el PD-L1, el cual suele estar sobreexpresado tanto en las células
neopldsicas como en el estroma de los tumores de colon con alta inestabilidad

|81

microsatelital.®* De manera andloga, el nivolumab, otro anticuerpo monoclonal contra el

PD-1 ha mostrado eficacia en tumores con MSI.82

1.2.1.1 Mutacion de KRAS, NRAS o BRAF

Las proteinas RAS son enzimas con actividad GTPasa relacionadas con el
crecimiento, proliferacidn y diferenciacion celular. Estas enzimas estan codificadas por la
familia de genes RAS, dentro de los que destacan KRAS y NRAS.®” Las mutaciones
somaticas en estos genes conduce a la posterior transcripcion de proteinas con actividad

GTPasa constitutiva y una subsecuente hiperactivacién de los efectores como la proteina
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RAF y las MAP quinasas. Las mutaciones del gen KRAS suelen afectan aproximadamente
al 40% de los tumores colorrectales y se suelen ubicar en los codones 12 y 13, en tanto
gue las mutaciones del gen NRAS se contabilizan en cerca del 5% de los casos de cancer
colorrectal y la mayoria se localizan en el codén 61.8 Las mutaciones de ambos genes se
han relacionado con la falta de respuesta a la terapia basada en anticuerpos contra el
EGFR, como el cetuximab’’ y el panitumumab.”®

De forma analoga, las mutaciones en el gen BRAF codifican por una quinasa de
residuos de serina y treonina que conduce a la proliferacion y supervivencia tumoral.?’
Aproximadamente el 96% de las mutaciones del gen BRAF producen una proteina con una
sustitucion de la valina por el glutamato en el codén 600 (V600E).8” Esta modificacidn de
la estructura proteica genera un incremento de la actividad catalitica de la enzima, la cual
caracteriza a cerca del 10% de los pacientes con cdncer colorrectal.88 Se ha descrito que
esta mutacion predice la falta de respuesta al uso de los anticuerpos monoclonales anti

EGFR.?% Sin embargo, la presencia de esta mutacidn selecciona a un grupo de pacientes

en quienes es eficaz el uso del inhibidor RAF encorafenib.”®

1.2.1.2 Inestabilidad microsatelital

Se ha relacionado la MSI con la eficacia de la terapia con fluoropirimidinas e
inmunoterapia. Esta relacion surgio con la observacion de la mejor supervivencia libre de
recurrencia de los pacientes cuyos tumores expresaban esta caracteristica molecular.®3
En concreto, se describié que los sujetos con cancer de colon estadio Il y con MSI no
derivaban beneficio del uso del 5-FU adyuvante, ya que presentaban una mejor tasa de
SG que sus contrapares, aun en ausencia del tratamiento citotdxico.®* Incluso estudios
posteriores han sefialado un efecto deletéreo del 5-FU adyuvante en el subgrupo de
pacientes con MS|.8°

Ademas del valor predictivo de la MSI en pacientes con estadio Il tratados con 5-FU
adyuvante, estudios recientes han demostrado el beneficio de la terapia moduladora de
la respuesta inmune en sujetos con cancer colorrectal metastasico. Al respecto, Le y

colaboradores publicaron un estudio fase Il en el cual el uso del pembrolizumab redujo la
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tasa de progresion y generd un elevado porcentaje de respuesta tumoral Unicamente en
los pacientes con MSI.8¢ Un ensayo clinico fase Il publicado en el afio 2020 confirmé los
hallazgos previos al demostrar que los pacientes con MSI sometidos a terapia de primera
linea con pembrolizumab presentaban mejor supervivencia libre de progresién (SLP) en
comparacion con la terapia citotdxica usual.®®

Pese a que la mayoria de los biomarcadores se han descrito para determinar la
eficacia de medicamentos bioldgicos, varios estudios han demostrado que la actividad
terapéutica de la quimioterapia puede depender también de alteraciones genéticas
menos estudiadas, las cuales suelen afectar los genes implicados en su metabolismo, o

bien, en el sitio de accidn del agente citotdxico.*°

1.2.2 Via metabdlica de las fluoropirimidinas

Las fluoropirimidinas son antimetabolitos que se incorporan a las macromoléculas
de ADN y ARN, e inhiben la timidilato sintasa (TS). Dentro de este grupo farmacoldgico se
encuentran el tegafur y la capecitabina, los cuales son profarmacos orales del fdrmaco
mds representativo de este grupo: el 5-FU.%?

El tegafur se administra en una formulacién denominada S-1 con dos moduladores
llamados oteracilo, un inhibidor de la fosforilacion del 5-FU en el tracto digestivo que
reduce la toxicidad gastrointestinal, y el gimeracilo, un inhibidor de la enzima
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD). %2 Otra formulacidn disponible del tegafur afiade
el uracilo como biomodulador e inhibidor de la DPD.?3 El tegafur se absorbe en el intestino
y una vez en el higado es convertido por la actividad oxidativa del citocromo P450 2A6 e
hidroxilacién del producto subsecuente en 5-FU.°* Ambas formulaciones (S-1 y tegafur)
son mas empleadas en paises asiaticos, en tanto que la capecitabina es la fluoropirimidina
oral mas usada en occidente.’® La capecitabina se absorbe a nivel intestinal y es
convertida en el higado en 5-desoxi-fluorocitidina por accion de una carboxilesterasa y
posteriormente en 5’-desoxi-S-fluorouridina en una reaccion catalizada por una citidina

deaminasa.’® La molécula resultante se transforma en las células normales y tumorales a
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5-FU por accidn de la timidina fosforilasa (TP).°> Dado que esta enzima tiene una mayor
expresion en células neoplasicas en comparaciéon con células normales, el perfil de
toxicidad es diferente al uso del 5-FU intravenoso.**

El 5-FU es un andlogo del uracilo, una base nitrogenada requerida para la sintesis
de &cidos nucleicos.’°® Como se resume en la figura 1, el 5-FU en la circulacion sanguinea
se metaboliza en el higado mediante la accién de la DPD hacia el metabolito inactivo 5-
fluorodihidrouracilo, siendo éste el paso limitante del metabolismo de detoxificacion del
5-FU.%® Un déficit de la funcidn catabdlica de esta enzima se asocia a un incremento de la
toxicidad, en tanto que un incremento de la actividad enzimatica se relaciona con
resistencia al 5-FU.%"%% Las deficiencias en la funcidn de la enzima DPD pueden obedecer
a alguno de los mas de 160 polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs) descritos a la fecha,
aungue en su mayoria se deben al polimorfismo conocido como DPYD*2A, presente en
cerca de un 1% de la poblacién caucésica.’® Los individuos homocigotos para esta variante
del gen DPD presentan una actividad casi nula de la enzima y un riesgo elevado de
toxicidad letal con el uso de fluoropirimidinas.1°

La actividad citotdxica del 5-FU se resume de forma ilustrada en la figura 1. Por la
alta hidrosolubilidad de este farmaco, el 5-FU es transportado a través de la doble capa
lipidica de la membrana plasmatica por medio del transportador de nucledsidos
denominado hENT (human equilibrative nucleoside transporter).°®'%? Una vez en el
interior celular el 5-FU se transforma en 5-fluoro-2-desoxiuridina a través de la accién de
la enzima TP.°® Posteriormente, la timidina quinasa se encarga de la fosforilacién de 5-
fluoro-2-desoxiuridina en 5-fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP). Este udltimo
agente se incorpora en su forma trifosfato al ADN, lo cual altera su estructura y funcién
normal.®> 192 De manera andloga, el 5-FU puede convertirse en fluorouridina monofosfato
tras la accion enzimatica de la orotato fosforribosil transferasa.?® La molécula resultante
es fosforilada mediante la accién de varias quinasas, como la quinasa de uridina, la
quinasa de uridina monofosfato y la quinasa de nucleésido difosfato, hasta formar el
trifosfato de flurouridina e incorporarse al ARN, lo cual afecta el funcionamiento de las

moléculas de ARN.%® Se ha sefialado que este mecanismo de incorporacion al ARN y ADN
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es el dominante cuando se emplea el 5-FU en infusiones radpidas. Empero, el mecanismo
principal de accién del 5-FU con el esquema de infusidén continua consiste en la inhibicion
de la enzima TS, a través de la conformacion de un complejo ternario formado por la
enzima, el FAUMP y el 5-10-metilentetrahidrofolato (5,10-MTHF).1931% Con esta
inhibicién enzimatica la desoxiuridina monofosfato (dUMP) no puede transformarse en
desoxitimidina monofosfato (dTMP) y se disminuye la disponibilidad de este nucleétido
para la sintesis y reparacidon del ADN.°! M&s aun, el incremento resultante de dUMP
conduce a la incorporacién errénea del uracilo en la molécula de ADN.% Esta alteracién
del material genético no logra ser corregida por la enzima reparadora uracil-ADN-
glicosilasa, lo cual genera cortes de la doble cadena de ADN y aberraciones cromosdémicas
que conducen a apoptosis.’® Ademds, a través de mecanismos de retroalimentacion, el
déficit de dTMP induce alteraciones en la disponibilidad de otros desoxinucledtidos
también fundamentales para la sintesis del material genético.’®® La enzima TS es
codificada a partir del gen TYMS el cual es ampliamente polimérfico, con repeticiones en
tdndem dobles (2R) o triples (3R) de secuencias de 28 pares de bases cercanos a la regién
reguladora 5°.%%7 Los pacientes con el genotipo 3R/3R presentan menor toxicidad a las
dosis convencionales de fluoropirimidinas y mayor actividad enzimatica, en tanto que la
expresion reducida del gen TYMS (2R/2R) se asocia a mayor respuesta tumoral a las
fluoropirimidinas.’®’1% |3 TS se encuentra sobreexpresada en la mayoria de las
neoplasias solidas, razén por la cual el 5-FU no se emplea Unicamente en las neoplasias

colorrectales, sino también en varios tipos distintos de cédncer.%’

Esta enzima emplea
como cofactor el 5,10-MTHF, cuyas concentraciones se encuentran reguladas por la
enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Esta enzima, al convertir el 5,10-
MTHF en 5-metiltetrahidrofolato, produce el sustrato necesario para la conversién de la
homocisteina en metionina.’! La metionina sufrird transformaciones subsecuentes para
convertirse en S-adenosil-L-metionina, la cual es la molécula mas relevante para los

procesos de metilaciéon y transferencia de carbonos a proteinas, lipidos y acidos

nucleicos.?®
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Figura 1. Vias metabdlicas relacionadas con el mecanismo de accidn del 5-fluorouracilo.

5-CHs-FH4: 5-metiltetrahidrofolato, 5-FU: 5-fluorouracilo, 5,10-MTHF: 5,10-metilentetrahidrofolato,
5'DFUR: 5’-desoxi-S-fluorouridina, 5FDU: 5-fluorodihidrouracilo, DHFR: dihidrofolato reductasa, DPD:
dihidropirimidina  deshidrogenasa, dTMP:desoxitimidina monofosfato, dUMP: desoxiuridina
monofosfato, FAUMP: fluoro-desoxiuridina monofosfato, FdUrd: fluoro desoxiuridina, FAUTP: fluoro-
desoxiuridina trifosfato, FH4: tetrahidrofolato, FUDP: fluorouridina difosfato, FUMP: fluorouridina
monofosfato, FUTP: fluorouridina trifosfato, MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa, NDPK:
nucleésido difosfato quinasa, OPRT: orotato fosforribosil transferasa, SHMT: serina hidroximetil

transferasa, TK: timidina quinasa, TP: timidina fosforilasa, TYMS: timidilato sintasa.
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1.2.2 Metilentetrahidrofolato reductasa

La MTHFR es una flavoproteina dimérica con un peso molecular de cerca de 70
KDa, la cual cataliza la conversiéon del 5,10-MTHF a 5-metiltetrahidrofolato. Cada
subunidad esta unida de forma no covalente con el dinucleétido de flavina y adenina que
actua como cofactor. Posee un dominio catalitico en la regién N-terminal y un sitio
regulatorio C-terminal. La estructura proteica es la de un dimero cuyos mondmeros
poseen un dominio de regulacion mediado por la S-adenosil-L-metionina y un dominio
catalitico con capacidad de unidn tanto para el sustrato como para el cofactor. *1° Esta
enzima desempena un papel relevante en la sintesis de novo de purinas, la cual es
necesaria para la reparacién y duplicacion del ADN. Ademds, a través de su funcion
catalitica se regulan las concentraciones de intermediarios metabdlicos en la via de
utilizacion de los folatos intracelulares. El gen que codifica por esta enzima esta localizado
en el cromosoma 1p36.3 y posee 11 exones.''! La relevancia de esta proteina es patente
en la amplia serie de condiciones en las cuales se ha intentado relacionar la funcién
enzimatica con patologias tan variadas como la enfermedad cardiovascular, el cancer, los
defectos del tubo neural y la demencia.1*?113

Para el gen MITHFR se han descrito varios SNPs que alteran la estructura proteica
y conducen a una actividad enzimatica disminuida. En especifico, el polimorfismo C677T
(rs1801133) ubicado en el exdn 4 genera una proteina termoldbil con una sustitucion del
aminodcido alanina por valina en el codén 222.114 Esta variante se ha asociado con una
reduccion del 70% de la actividad enzimatica normal en individuos homocigotos (TT) y en
menor grado en sujetos heterocigotos (CT) en comparacién con los individuos sin la
mutacion puntual (homocigotos CC).'*> Otro polimorfismo ampliamente estudiado ha
sido el A1298C (rs1801131) el cual se encuentra localizado en el exén 7 y produce una
proteina termoestable con una sustitucién del aminodacido glutamato por alanina en el
coddn 428 de la secuencia proteica, lo que también conlleva a una reducida actividad
enzimatica de hasta el 60% en individuos homocigotos para el alelo mutado (CC).**® Los

individuos heterocigotos para ambos polimorfismos poseen una actividad enzimatica
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reducida del 50% de la actividad catalitica normal y ambos polimorfismos se han asociado
a bajas concentraciones séricas de folatos y altas concentracidon de homocisteina.'’-119
La frecuencia de los polimorfismos MTHFR C677T y A1298C es variable segun la
poblacién en estudio, siendo mas frecuente en mestizos hispanos y asiaticos, intermedio
en caucasicos, y menos prevalente en regiones del Africa subsahariana.!?® Los analisis de
haplotipos han sefialado que los dos sitios polimdrficos se encuentran en desequilibrio de
ligamiento, siendo muy infrecuente hallar individuos homocigotos para ambas variantes
(677TT y 1298CC).}?° No obstante, si es relativamente frecuente encontrar sujetos

heterocigotos para ambas variantes con una reducida actividad enzimatica de la MTHFR,

lo cual implica un efecto sinérgico de tales SNPs sobre la funcidn catalitica.'?!

1.2.2.1 Polimorfismos del MTHFR y su asociacion con la eficacia y toxicidad de las
fluoropirimidinas

Datos preclinicos han identificado lineas celulares tumorales que son mas sensibles
a las fluoropirimidinas en presencia de las variantes del gen MTHFR. La hipétesis subyace
en que la disminuida actividad enzimdatica conduce a un incremento del 5,10-MTHF y, por
ende, una mayor inhibicién de la TS en presencia del FAUMP,113:123,124

Los estudios clinicos llevados a cabo en sujetos con cancer colorrectal metastasico

han generado resultados controvertidos en lo referente a la asociacién de la eficacia de
las fluoropirimidinas y los polimorfismos del gen MTHFR. Un meta-analisis de estudios
observacionales, en su mayoria retrospectivos, concluyé la ausencia de asociacién entre
los polimorfismos MTHFR C677T y A1298C y la respuesta a la quimioterapia basada en
fluoropirimidinas, independientemente de la etnia de los individuos incluidos.'?> Estos
resultados contrastan con un reciente meta-analisis, el cual si demostrd una asociacion
significativa entre el polimorfismo A1298C y la SG de pacientes con céncer colorrectal.!2®
Debido a la heterogeneidad presente en ambos meta-andlisis es preferible detallar en los
estudios particulares que si evidenciaron una relacion entre alguno o ambos SNPs y los
resultados clinicos de sujetos tratados con fluoropirimidinas por cancer colorrectal. Por

ejemplo, el andlisis de Yeh y colaboradores?” demostré la eficacia de ambos
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polimorfismos en pronosticar un mejor resultado a largo plazo en pacientes con cancer
colorrectal no metastdsico. Otros analisis similares concluyeron mayores tasas de
respuesta en individuos con al menos un alelo mutado del polimorfismo C677T, tanto en

128 como con el uso del esquema

pacientes tratados con 5-FU en monoterapia
FOLFOX.12%130 Algunos estudios han sefialado, por su parte, que el impacto de los
polimorfismos es dependiente del sexo, tal es el caso de Zhang y colaboradores, quienes
publicaron una asociacién significativa del polimorfismo MTHFR A1298C vy la
supervivencia solo en las pacientes del sexo femenino.!3!

La divergencia de resultados entre varios autores puede explicarse por varios
factores que afectan tanto la seleccidén y el seguimiento de los pacientes, asi como el
disefio y el andlisis genético. Por ejemplo, Etienne-Grimaldi y colaboradores postularon
que la variabilidad de las concentraciones de folato entre individuos podria explicar los
controvertidos resultados de la literatura, asi como la inclusién de diversos esquemas de
fluoropirimidinas con distinta eficacia entre si.*3?

Otra fuente de discrepancia puede surgir de la determinacién de los polimorfismos
del gen MTHFR segun sean identificados a partir de ADN de linea germinal, o bien, a partir
del ADN tumoral (linea somatica). Al respecto, algunos autores han descrito que puede
existir cierto grado de discordancia entre las determinaciones genéticas de varios
polimorfismos dependiendo del sitio de extraccién del ADN para el andlisis.*33'3% Sin

135y mads bien

embargo, otros estudios no han encontrado tales discrepancias
recomiendan la valoracién de SNPs a partir del ADN de linea germinal por la facilidad de
acceso y andlisis.’3® Una ultima fuente que podria explicar la heterogeneidad de los
hallazgos descritos en la literatura médica surge de la poblacién en estudio, ya que las
frecuencias alélicas del alelo mutado son muy variables entre etnias.’%'2! Al respecto, la
mayoria de las investigaciones que documentan una relacién entre los polimorfismos del
gen MTHFR y la eficacia del tratamiento citotdxico se caracterizan por estudiar

127-131

poblaciones con frecuencias del alelo mutado superiores al 30% para ambos

polimorfismos, lo cual es un hallazgo frecuente cuando se incluyen poblaciones asiaticas

e hispanas.1?7137
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De manera analoga a lo descrito para las variables de respuesta y efectividad de la
quimioterapia basada en fluoropirimidinas, existen datos controvertidos sobre la
asociacion entre los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR y la toxicidad inducida
por esta terapia citotdxica. Al respecto, Chua y colaboradores publicaron una mayor
incidencia de diarrea inducida por el esquema FOLFOX en pacientes homocigotos para el
alelo mutante (genotipo 677TT).13® Otros estudios han sefialada la misma relacién incluso
en portadores heterocigotos para el polimorfismo MTHFR C677T (genotipo CT).'3?
Igualmente se ha publicado que los individuos con la variante no mutada de dicho
polimorfismo (genotipo CC) presentan menos nduseas, neuropatia y reducciones de dosis
del agente citotdxico.'*® No obstante, esta asociacién no ha sido detectada por otros
autores'*! o bien, se han publicado hallazgos opuestos, con mayor toxicidad en sujetos
homocigotos para las variantes no mutadas de tales polimorfismos.}* Nuevamente, la
diversidad étnica de las poblaciones de estudio, la frecuencia de las reacciones adversas
descritas y los diferentes regimenes empleados por cada estudio pueden explicar los

resultados controvertidos publicados en la literatura médica.

1.2.2.2 Relacion entre MTHFR, cdncer colorrectal e inestabilidad microsatelital

La asociacion entre la actividad de la MTHFR y cancer soslaya principalmente en
el proceso de metilacion del ADN, el cual constituye un proceso epigenético

transcendental para la regulacion de la expresién genética.l%!

En este proceso las enzimas
metil-transferasas utilizan como donador de grupos carbono a la S-adenosil-L-metionina.
Esta molécula es un derivado del 5-metiltetrahidrofolato, cuyas concentraciones
dependen de la actividad catalitica de la MTHFR. Ante una actividad reducida de esta
enzima, se espera una disminucion del sustrato fundamental para la transferencia de
carbonos.'*® La consecuencia del déficit del donador universal de carbonos es una

hipometilacion global del genoma, la cual es una caracteristica temprana de muchas

neoplasias.'**
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En concordancia con este fundamento tedrico, se ha demostrado que los
portadores del polimorfismo MTHFR C677T, y en menor grado del MTHFR A1298C'%,
poseen una hipometilacidn global del ADN.*® Empero, también se han demostrado que
los individuos con tales polimorfismos poseen un mayor grado de metilacion del
promotor del gen MLHI1, que da como resultado una alta MSI.}47"14° E| patrén de
metilacion aberrante que ocurre en los individuos con estos polimorfismos se caracteriza
por la hipermetilacion y silenciamiento de la expresidén de genes supresores tumorales
(como p53 y MLH1) y la hipometilacién de regiones promotoras de varios proto-
oncogenes (como KRAS, NRAS o BRAF).1>0:151

En contraposicion con lo esperado desde el punto de vista teérico, varios autores
han sefalado una disminucion del riesgo de cancer colorrectal en los portadores del
genotipo MTHFR 677 TT, ante todo en adecuadas concentraciones de folato.>>1>3 De
forma contrastante, otros estudios han descrito un aumento del riesgo de cancer en los

154 Estos hallazgos

portadores de la variante mutada del polimorfismo MTHFR C677T.
paraddjicos encuentran explicacion al considerar el efecto del folato exdgeno.'> Se
postula que en presencia de un adecuado aporte de folato en la dieta, el genotipo MTHFR
677 TT conduce a una suficiente reserva de 5,10-MTHF disponible para la sintesis de
pirimidinas y reparacion del ADN. En cambio, un déficit de folato exdgeno en dichos
individuos conduce a una reduccién critica de los folatos intracelulares que conduce a
metilacildn aberrante del genoma la cual se asocia inestabilidad microsatelital.’>® De
hecho, varios estudios han mostrado de forma consistente una relacidn entre la presencia
del genotipo MTHFR 677 TT y el cancer colorrectal con inestabilidad microsatelital en

157 De forma complementaria con esta asociacién, también

sujetos con déficit de folato.
se ha encontrado que los individuos con este polimorfismo pero con adecuado aporte de
folato exdgeno presentan un menor riesgo de cancer de colon con estabilidad de
microsatélites (MSS).1#9157-159 Sj se considera el cancer colorrectal con MSI y MSS como
una sola entidad, la mayoria de estudios concuerdan en que el genotipo MTHFR 677 TT
se asocia a un menor riesgo de esta malignidad, a pesar del incremento del riesgo de

cancer de colon con MSI.1°
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En resumen, la relacién entre los polimorfismos estudiados y el riesgo de cancer
colorrectal se ve confundida por el consumo exdgeno de folato. En individuos con
adecuado aporte de folatos en la dieta y concentraciones séricas de acido félico normales,
los polimorfismos MTHFR C677T y A1298C han mostrado reducir en tres veces el riesgo
de cancer colorrectal.’>2 Sin embargo, en individuos con déficit de &cido félico desaparece
el efecto protector de tales polimorfismos y predomina el efecto procancerigeno

manifestado por una metilacidon aberrante del genoma y presencia de MSI.
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2.

HIPOTESIS DEL TRABAJO
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Las hipdtesis planteadas son las siguientes:

1. Los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR en linea somatica seran
marcadores genéticos independientes del efecto terapéutico del tratamiento
con fluoropirimidinas en una cohorte de pacientes costarricenses con cancer

colorrectal metastasico.

2. Los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR en linea germinal seran
marcadores genéticos independientes de la toxicidad del tratamiento con
fluoropirimidinas en una cohorte de pacientes costarricenses con cancer

colorrectal metastasico.
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3.

OBJETIVOS
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3.1 Objetivo principal

Determinar la influencia de los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR en
la efectividad del tratamiento con fluoropirimidinas en pacientes con cancer

colorrectal metastasico.

3.2 Objetivos concretos

1. Cuantificar la prevalencia de los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR en
la poblacién de estudio.

2. Correlacionar la tasa de respuesta, supervivencia global y supervivencia libre de
progresion de los pacientes con cancer colorrectal metastasico con la presencia
del polimorfismo C677T del gen MTHFR.

3. Correlacionar la tasa de respuesta, supervivencia global y supervivencia libre de
progresion de los pacientes con cancer colorrectal metastasico con la presencia
del polimorfismo A1298C del gen MTHFR.

4. Asociar la presencia de polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR con la
presencia de mutaciones en los genes KRAS, NRAS, BRAF y la presencia de
inestabilidad microsatelital.

5. Determinar la concordancia de los polimorfismos C677T y A1298C del gen de
MTHEFR entre las células somaticas y las células germinales.

6. Relacionar los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR con la toxicidad del
tratamiento recibido.

7. Comparar la toxicidad presentada por el tratamiento citotdxico entre los
individuos con al menos un alelo mutante del polimorfismo MTHFR C677T y los
sujetos con la variante normal.

8. Comparar la toxicidad presentada por el tratamiento citotdxico entre los
individuos con al menos un alelo mutante del polimorfismo MTHFR A1298C y los

sujetos con la variante normal.
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4.

PUBLICACIONES
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Los hallazgos descritos en el presente trabajo confirman la relacidn existente entre
los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR y la toxicidad y efectividad de la
quimioterapia basada en fluoropirimidinas en la poblacidén costarricense estudiada. En
concreto, los individuos portadores de al menos un alelo mutante para ambos
polimorfismos presentaron mayor toxicidad al tratamiento citotdxico, en tanto que los
pacientes con el alelo mutado T del polimorfismo MTHFR C677T presentaron mayores
tasas de respuesta y mejor SLP al tratamiento citotdxico, en comparacidon con los
individuos homocigotos para la versién no mutada de tal polimorfismo.

Los resultados de esta tesis son relevantes por cuanto demuestran la influencia de
los marcadores genéticos analizados sobre la respuesta individual a la quimioterapia
basada en fluoropirimidinas. A pesar de que este grupo farmacoldgico constituye el pilar

1 se ha descrito una alta

de tratamiento médico del cancer colorrectal metastasico®®
variabilidad en las tasas de respuesta y tolerancia a dichos agentes'®?, la cual puede
explicarse, al menos en parte, por la diversa expresion de las enzimas relacionadas con su
metabolismo o sitio de accién.’%2 En particular, este trabajo hizo énfasis en los
polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR en una poblacién costarricense, por
cuanto se ha descrito una alta prevalencia de los alelos mutados (T y C respectivamente)
en poblaciones de similar origen étnico.!37 164-166

La frecuencia de los alelos mutados para los polimorfismos C677T y A1298C del
gen MTHFR fue del 49% y 24% respectivamente, concordante con estudios previos

137 para el polimorfismo C677T se

llevados a cabo en poblacién mestiza latinoamericana.
han descrito prevalencias del alelo mutado que van desde el 10% en sujetos de
ascendencia india y afroamericanos, hasta el 57% en mestizos, con valores intermedios
para poblaciones caucésicas y asidticas.’® Para el polimorfismo A1298C las frecuencias del
alelo mutado C son menores del 20% en la mayoria de las poblaciones estudiadas, con

excepcion de los individuos de origen caucdsico, en quienes tal frecuencia alcanza hasta

un 37%. 164-166
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La tolerancia a las fluoropirimidinas varia segun los individuos. Se ha descrito que
cerca de un 20% de los pacientes tratados con este grupo de farmacos presenta
reacciones adversas serias que incluyen los sintomas gastrointestinales, mucositis o
estomatitis, sindrome palmo-plantar (eritrodisestesia palmo-plantar), neuropatia

62,71,167 | 3 ocurrencia

periférica, toxicidad hematolégica y deterioro de la funcion hepatica.
de reacciones adversas representa no solo un riesgo para la salud de cada paciente, sino
gue también constituye un desafio para el oncélogo tratante, ya que suponen una
reduccion o retraso del tratamiento subsecuente y el eventual compromiso de la eficacia
de la terapia sistémica.'®® La mayoria de los estudios han identificado a diversas enzimas
encargadas del metabolismo del 5-FU como las responsables de esta variabilidad, dentro
de las que destacan las enzimas DPD, TS y MTHFR. Sin embargo, las guias clinicas actuales
solo recomiendan la evaluacién del gen DPD previo al inicio de fluoropirimidinas orales o
intravenosas, excluyendo la valoracién de otros genes cuyos polimorfismos pueden
asociarse de forma mds variable a toxicidad severa.'®®

Desde el punto de vista tedrico, un decremento de la actividad enzimatica de la
MTHFR conduce a una elevacién del 5,10-MTHF y una mayor actividad inhibitoria del 5-
FU sobre la enzima TS.'2! Este mecanismo seria el responsable del incremento de los
efectos secundarios de este farmaco en los sujetos con una reduccién de la actividad
enzimatica de la MTHFR a consecuencia de los polimorfismos objeto de este estudio.

Si bien los resultados de la presente cohorte apoyan la teoria de mayor severidad
de las reacciones adversas en los pacientes con al menos un alelo mutado de los
polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR, no todos los estudios disponibles en la
literatura médica concuerdan con estos resultados 17%173Varias hipdtesis podrian explicar
el origen de tales discrepancias. Una de éstas puede obedecer a la escasa informacién
brindada por algunos estudios sobre el seguimiento de los pacientes incluidos vy el
diagndstico de las reacciones adversas, asi como una omisiéon del grado de severidad de
los mismas.'’® Otra posible explicacidn de los resultados divergentes entre éste y otros
trabajos soslaya en la frecuencia de los genotipos descritos por diferentes autores. Por

173

ejemplo, en el estudio de Marcuello y colaboradores'’?, llevado a cabo en pacientes de
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etnia caucasica, se encontré una relativa baja frecuencia del alelo T (33%) para el
polimorfismo MTHFR C677T. Esta incidencia contrasta con la elevada frecuencia de dicho
alelo encontrada en el presente estudio, la cual alcanzd el 49%. La menor frecuencia
alélica descrita en el estudio de Marcuello y colaboradores, puede haber causado una
reduccion en el poder estadistico necesario para detectar la asociacion entre los
genotipos estudiados y la toxicidad inducida por el tratamiento citotoxico. De manera
analoga, la baja incidencia de reacciones adversas descrita por otros autores puede
explicar la ausencia de asociacion entre los polimorfismos del gen MTHFR vy la toxicidad
inducida por fluoropirimidinas. Por ejemplo, Schwab y colaboradores'#!, al igual que
Sharma y colaboradores!’4, describieron solo un 15% de reacciones adversas en dos
cohortes de pacientes tratados con fluoropirimidinas en monoterapia, un porcentaje
mucho menor al 50% encontrado en nuestro estudio. De hecho, los autores de ambas
publicaciones reconocen que esta baja incidencia de reacciones adversas pudo haber
limitado el poder estadistico de estos estudios, con el consecuente aumento de falsos
negativos en la evaluacion estadistica para la asociacion entre polimorfismos y toxicidad.
En cambio, tanto el presente estudio, como aquellos que si demostraron una asociacion
entre los polimorfismos analizados y toxicidad, presentan elevados porcentajes de
reacciones adversas.!38140 Otra fuente de variabilidad puede surgir de la inclusién de
poblaciones disimiles, con diversa cantidad de pacientes en lo referente a su edad, sexo
y estado funcional. Todas estas variables también se han relacionado con la tolerancia a

las fluoropirimidinas!’>

, por lo que la ausencia de caracteristicas similares en todos los
estudios dificulta una apropiada comparacion.

Son varios los estudios disponibles que coinciden con los hallazgos de este trabajo.
Por ejemplo, el estudio publicado por Capitain y colaboradores encontré una asociacion
estadisticamente significativa entre la variante mutada del polimorfismo A1298C y mayor
riesgo de toxicidad inducida por el 5-FU.Y’¢ Un andlisis similar, publicado por Kristensen y
colaboradores, asocid las variantes de ambos polimorfismos con mayor riesgo de

toxicidad.'’’ La relacién entre toxicidad y polimorfismos del gen MTHFR ha sido también

descrita por otros autores que incluyeron pacientes tratados con quimioterapia basada
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140,141,178,179

como metastdasico'8%181

en fluoropirimidinas tanto en el escenario adyuvante
asi como en pacientes con otras malignidades distintas al cancer colorrectal y que son
tratados con esquemas basados en fluoropirimidinas.82-18

En lo referente a la eficacia de los esquemas basados en fluoropirimidinas segin
la presencia de los polimorfismos MTHFR 6677T y A1298C, el presente estudio evidencid
mayores tasas de respuesta y mejor SLP en los individuos portadores de los genotipos CT
y TT del polimorfismo MTHFR C677T. Estos hallazgos concuerdan con lo expuesto por
otros autores que también analizaron la influencia de tal polimorfismo en la respuesta
tumoral, SLP e incluso SG.127/130,131,165186-192 Ectos hallazgos concuerdan ademds con la
evidencia tedrica y preclinica que demuestra una mayor sensibilidad al 5-FU en lineas
celulares con una reducida actividad enzimatica de la MTHFR.129113

Pese a que el presente y los citados estudios confirman la relacion entre
polimorfismos y efectividad terapéutica, también es posible encontrar en la literatura
cientifica hallazgos controvertidos sobre esta asociacién.'?®

Las discrepancias entre los hallazgos de este trabajo y los estudios previos pueden
deberse a varias causas. En primer lugar, la frecuencia del alelo MTHFR 677T en esta
cohorte fue mayor a la descrita en otros estudios que no evidenciaron relacién entre
polimorfismos y respuesta tumoral (49.5% — en el presente estudio — vs. 21%'%3,281%% y
33%%°). Aligual que se sefiald con la evaluacidn de la toxicidad del tratamiento citotdxico,
es posible que la baja prevalencia del gen mutado en ciertas poblaciones impida una
adecuada correlacién de tal polimorfismo con las variables de interés.

Otra hipétesis sobre la discrepancia de los resultados obtenidos en nuestro
estudio y otros autores puede deberse a los diversos regimenes de quimioterapia
empleados. Si bien todos los pacientes fueron tratados con fluoropirimidinas,
mayoritariamente 5-FU o capecitabina, el esquema de aplicaciéon fue muy variable. En
particular, el estudio de Ruzzo y colaboradores!’! empled una dosis de 5-FU infusional
menor a la empleada en este estudio (1200 mg/m? vs 2400 mg/m? por ciclo de
tratamiento), en tanto que el estudio publicado por Afzal y colaboradores empled

Unicamente 5-FU en bolos semanales.'*? Estas diferencias en la administracidn del 5-FU
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cobran relevancia al revisar la farmacocinética y farmacodinamia del 5-FU. Se ha descrito
qgue regimenes de administraciéon rapidas (en bolo) de este farmaco generan
concentraciones pico altas (entre 0,1 a 1 mmol/L) que rapidamente descienden debido a
la corta vida media del farmaco (menor a 30 minutos).%41% Se ha postulado que es poco
probable que estas concentraciones altas y transitorias de 5-FU ejerzan una inhibicion
continua de la enzima TS, cuya actividad es variable a lo largo del ciclo celular. Por tal
motivo se ha propuesto que la incorporacién del 5-FU al ADN es el efecto citotdxico mas
compatible cuando se emplea este farmaco en bolos intravenosos de rapida infusion. En
contraparte, la inhibicidén de la enzima TS mediante la conformacién del complejo ternario
(enzima, 5,10-MTHF y FAUMP) parece ser el mecanismo de accidon dominante al emplear
dosis continuas de 5-FU.°! Por lo tanto, se postula que el impacto de los polimorfismos
del gen MTHFR es dependiente del modo de aplicacién de la fluoropirimidina, siendo mas
relevante cuando se emplean dosis altas de 5-FU en infusién continua y prolongada en
comparacion con las dosis rapidas en forma de bolo intravenoso. En el presente estudio
se empled el esquema FOLFOX-6 modificado, cuya dosis de 5-FU en infusién es mayor a
la de los estudios que no evidenciaron relacion entre polimorfismos y respuesta
tumoral.'¥?17! L3 poca uniformidad en los esquemas de tratamiento se hace evidente en
el estudio de Marcuello y colaboradores, quienes omitieron el uso de leucovorina en casi
el 50% de los pacientes incluidos.'”?

Una hipétesis adicional que puede explicar los resultados divergentes entre el
presente y otros estudios recae en el modelo de andlisis de los genotipos. Al respecto,
cabe senalar que tanto el modelo recesivo, dominante y aditivo han sido indistintamente
empleados por varios autores para el andlisis de la relacién entre polimorfismos, toxicidad

y supervivencia.'®’

No obstante, esta falta de uniformidad puede originar resultados
divergentes. Al respecto, un meta-analisis demostré que la asociacién entre el
polimorfismos MTHFR C677T y el beneficio clinico es solo evidente cuando se emplea un
modelo de analisis genotipico dominante, como el empleado en el presente trabajo.'%®

Mas aun, el andlisis estadistico multiple que evalia cada modelo genotipico dentro de
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cada estudio especifico puede incrementar la tasa de errores aleatorios y generar
conclusiones erréneas.!

Una causa adicional de discrepancia puede originarse de una eventual
interdependencia entre los polimorfismos estudiados del gen MTHFR y otras variantes de
genes encargados del metabolismo del 5-FU, como el gen que codifica por la enzima TS.
Al respecto Capitain y colaboradores!’® documentaron que el efecto sobre la
supervivencia que ejerce el alelo T del polimorfismo MTHFR C677T era evidente
Unicamente en presencia del genotipo 3R/3R del gen TS, el cual esta asociado a una

menor sensibilidad a las fluoropirimidinas.®’

Debido a que el presente estudio no evalud
los polimorfismos de otros genes relevantes en el metabolismo del 5-FU no es posible
conocer esta eventual interaccién reciproca.

Otra fuente de discordancia puede soslayar en el hecho de que las variantes
alélicas estudiadas tengan un efecto modesto sobre la respuesta clinica a las
fluoropirimidinas, por lo que no todos los estudios son capaces de detectar tales efectos.
Como ha sido descrito previamente, el metabolismo y mecanismo de accién de este grupo
de medicamentos involucra una intricada red de proteinas cuya variabilidad también
puede afectar la efectividad terapéutica. Mas aun, la baja frecuencia alélica encontrada
en algunos estudios, cuyo efecto de los polimorfismos fue nulo o no significativo, pudo
originar un decremento del poder estadistico necesario para detectar marginales efectos
de los polimorfismos sobre la respuesta al agente citotodxico.

Si bien el presente estudio no evidencio relacidon entre el polimorfismo MTHFR
A1298C vy respuesta tumoral, esta asociacion también ha sido descrita por otros
autores.’?® No obstante, deben considerarse preliminares los resultados del presente
analisis en lo referente a la evaluacidn de la asociacion de efectividad y toxicidad con el
polimorfismo MTHFR A1298C. Lo anterior con base en la baja incidencia del alelo mutado
C en la poblacion de estudio.

Los hallazgos del presente estudio no documentaron ningun efecto de las
variantes estudiadas del gen MTHFR y la SG, como si lo han sefialado estudios previos.?’

Sin embargo, conviene sefalar que la variable de SLP es particularmente util para la
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descripcién de la eficacia de los farmacos de estudio ya que no se ve afectada por la
influencia que las terapias subsecuentes genera sobre la valoracién de la mortalidad. Sin
embargo, se recomienda un seguimiento mas prolongado de esta cohorte para
determinar el efecto final entre los polimorfismos del gen MTHFR y la supervivencia.

Otro de los objetivos del presente estudio fue determinar la correlacidon de los
polimorfismos del gen MTHFR con la presencia de inestabilidad microsatelital. Esta teoria
se basa en los estudios previos disponibles que coinciden en el papel protagdnico de la
enzima MTHFR sobre las reacciones de metilacion del ADN.'** Se ha propuesto que un
déficit funcional de la enzima MTHFR conduce a patrones aberrantes de metilacion del
material genético que conducen a inestabilidad microsatelital.}*>148 No obstante, pese a
esta evidencia'®®*>"1%8 |os hallazgos de nuestro estudio no apoyan la asociacién entre
tales variables. Una posible hipdtesis para conciliar estos resultados estriba en la baja
prevalencia de tumores con MSI detectados en la presente cohorte que solo alcanzd el
11.7% (n=8) de la muestra.

Algunos autores han sefialado que la valoracidn de polimorfismos genéticos puede
generar resultados contradictorios cuando se analiza el ADN somatico (tumoral) en lugar
del ADN germinal. Este ultimo método es el preferido en la mayoria de andlisis
farmacogenéticos ya que provee altas concentraciones de ADN de calidad, derivado en
su mayoria de leucocitos circulantes facilmente obtenidos a través de la recoleccién de
sangre periférica.’®® En contraste, el ADN tumoral suele extraerse de tejido parafinado,
cuya calidad depende del tiempo de isquemia, las condiciones de almacenamiento, los

200,201

procesos de fijacion con formaldehido, entre otros factores. Ademas, el

formaldehido genera daios directos al ADN somatico con lo que se generan artefactos de

202 No obstante, la

mutaciones que dificultan la interpretacion de los resultados.
valoracion del ADN tumoral es relevante en patologias neoplasicas debido a que las
variantes detectadas en linea somdtica pueden ser exclusivas del tejido neopldsico y no
corresponder con el ADN extraido de linea germinal.'3® El presente estudio evidencid una
alta concordancia entre los genotipos obtenidos de los mismos individuos en muestras

germinales y somaticas. Este hallazgo confirma la validez de ambos métodos para el
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analisis particular de los polimorfismos MTHR C677T y A1298C, lo cual ha sido
corroborado por estudios previos. 19713

Un argumento en contra de la validez de los hallazgos del presente trabajo puede
surgir de la inclusién de pacientes con distintos esquemas de quimioterapia (FOLFOX y
FOLFIRI), los cuales, a pesar de presentar una eficacia comparable, poseen un perfil de
toxicidad distinto, como consecuencia del agente acompafiante de la fluoropirimidina

(oxaliplatino o irinotecan).203.204

No obstante, la asociacion entre los genotipos MTHFR
677 TT y CT y la severidad de reacciones adversas ha sido descrita para esquemas de
quimioterapia que emplean tanto irinotecan como oxaliplatino. Mds aun, debido a la
mayor eficacia de las combinaciones de fluoropirimidina y otro agente citotdxico sobre el
uso de una fluoropirimidina en monoterapia®?, los resultados de este estudio son mas
aplicables a la practica clinica usual, en la que la mayoria de pacientes son tratados con
esquemas combinados.

El presente estudio no estd exento de posibles limitaciones. Una de ellas es el bajo
nuimero de individuos incluidos, provenientes de un uUnico centro de referencia, lo cual
limita la validez externa de los resultados. No obstante, las frecuencias genotipicas
estuvieron en equilibrio con el modelo de Hardy-Weinberg, lo cual permite asegurar la
constancia de las frecuencias alélicas en la poblaciéon. Ademas, se pudo detectar un
porcentaje adecuado de individuos con al menos uno de los alelos mutados para el
genotipo MTHFR C677T. No obstante, los resultados de este estudio referentes a la
influencia del polimorfismo MTHFR A1298C sobre toxicidad y eficacia al tratamiento
empleado deben interpretarse con cautela por cuanto la prevalencia del alelo mutado C
fue considerablemente baja. Por lo tanto, se sugiere que en futuros estudios se emplee
con un nimero muestral mayor para confirmar o descartar las relaciones descritas en
nuestro estudio. Otra potencial limitante de los resultados de este estudio es la ausencia
de informacidon sobre mutaciones y polimorfismos de otros genes relevantes en el
metabolismo de la fluoropirimidinas, tales como TYMS y DPD®, los cuales podrian

modificar las variables de seguridad y efectividad descritos.
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Una limitante adicional del presente estudio obedece a la ausencia de informacidén
sobre las concentraciones de folato sérico e intracelular de los participantes incluidos, ya
gue algunos estudios sefialan que el déficit de la actividad catalitica de la enzima MTHFR
es dependiente del estado basal de folatos de cada individuo. Desde el punto de vista
tedrico, altas concentraciones de folato intracelular parecen estabilizar la estructura
proteica y atenuar la disfuncidn catalitica de la enzima.'?° No obstante, el aporte exdgeno
de leucovorina en los esquemas de quimioterapia empleados hacen suponer que la
concentracion de folato intracelular fue adecuadamente corregida en todos los pacientes
analizados.

Pese a la limitantes mencionadas, el presente analisis posee como fortaleza su
disefio prospectivo, no solo en lo referente al seguimiento de los pacientes, sino también
en la determinacion genética de la inestabilidad microsatelital, los polimorfismos
genéticos y las demds mutaciones analizadas. Este disefio contrasta con trabajos similares
sobre esta temdtica, cuyo disefo retrospectivo limita la interpretacién de sus
resultados.42171

Otra fortaleza del presente estudio es la inclusion de un andlisis multivariante que
ajustd la relacién entre el polimorfismo C677T y la SLP. En este modelo de regresién se
confirmé el impacto independiente del alelo mutado T (genotipos CT y TT del
polimorfismo MTHFR C677T) sobre la probabilidad de progresién, alin a pesar de la
influencia de otras variables prondsticas, tales como el estado funcional, la reseccién del

tumor primario y el antecedente de metastasectomia.

61



6.

CONCLUSIONES
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Las conclusiones alcanzadas en los trabajos que conforman la presente Tesis

Doctoral se enumeran a continuacion.

C677T and A1298C MTHFR gene polymorphisms and response to
Fluoropyrimidine-based chemotherapy in Mestizo Patients with Metastatic Colorectal
Cancer. Pharmacogentics and Genomics 2021; In press. Doi:

10.1097/FPC.0000000000000440.

1. La prevalencia del alelo mutado T en la poblacidn de estudio para el polimorfismo
MTHFR C677T fue del 49.5%, en tanto que la frecuencia del alelo mutado C del
polimorfismo MTHFR A1298C fue del 24%.

2. Los pacientes con uno o dos alelos T del polimorfismo MTHFR C677T presentaron
mayor tasa de respuesta tumoral y una supervivencia libre de progresion mas
prolongada que los individuos homocigotos para la variante no mutada de tal
polimorfismo.

3. No se encontrd asociacion entre las variantes del polimorfismo MTHFR A1298C,
respuesta tumoral ni supervivencia libre de progresiéon. Ninguno de los
polimorfismos del gen MTHFR estudiados se asocié a supervivencia global.

4. No hubo correlacion entre el estatus de inestabilidad microsatelital, las
mutaciones en los genes KRAS, NRAS o BRAF y los polimorfismos MTHFR C677T y
A1298C.

5. Hubo una alta concordancia entre la determinacion de los polimorfismos MTHFR

C677T y A1298C segun el andlisis de ADN de linea somatica y germinal.
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Association of C677T and A1298C MTHFR Polymorphisms and Fluoropyrimidine-
induced Toxicity in Mestizo Patients With Metastatic Colorectal Cancer. Anticancer

Research 2020; 40: 4263-4270.

6. Los polimorfismos C677T y A1298C del gen MTHFR son biomarcadores
farmacogenéticos que predicen la toxicidad al tratamiento basado en
fluoropirimidinas para pacientes con cancer colorrectal metastasico.

7. En comparacion con los pacientes portadores de la variante no mutada del
polimorfismo MTHFR C677T, los individuos con el alelo T (tanto heterocigotos
como homocigotos) presentaron mds riesgo de anemia, neutropenia,
trombocitopenia, neuropatia, diarrea y sindrome mano pie.

8. La presencia del alelo mutante C del polimorfismo MTHFR A1298C se asocié a
mayor anemia y trombocitopenia en comparacién con la variante no mutada de

dicho polimorfismo.

Conclusion general:

En pacientes costarricenses con cancer colorrectal metastasico tratados en

primera linea con un esquema basado en fluoropirimidinas, los polimorfismos C677T y

A1298C del gen MTHFR son biomarcadores farmacogenéticos de toxicidad y efectividad.
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