UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

Influencia de variantes genéticas de Timidilato sintasa y
timidina fosforilasa en la eficacia de la quimioterapia basada
en 5-FU en pacientes con cancer colorrectal etapa IV

Tesis presentada a la Universidad de Chile para optar al grado de

Magister en Bioquimica area de Especializacion en Bioquimica

Clinica y Memoria para optar al Titulo de Bioquimico por:

Eduardo Roberto Lamoza Galleguillos

Director de Tesis: Dr Luis Quiiones
Co-Director de Tesis: Leslie Cerpa

Santiago-CHILE
Octubre 2022



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

INFORME DE APROBACION DE TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Direcciéon de la Escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas que la Tesis de Magister y Memoria de Titulo

presentada por el candidato

Eduardo Roberto Lamoza Galleguillos

Ha sido aprobada por la Comision de Evaluadora de Tesis como requisito para
optar al grado de Magister en Bioquimica, Area de Especializaciéon: Bioquimica

Clinica y Titulo de Bioquimica, en el examen publico rendido el dia

Director de Tesis:

Dr Luis Quinones S

Co-director de Tesis:

Leslie Cerpa C

Comision Evaluadora de Tesis:

Dra. Lorena Garcia

Dra Maritza Garrido

Dr. Ulises Urzua




AGRADECIMIENTOS

A mi familia por todo el apoyo que me han dado, tanto desde que decidi tomar esta carrera
hasta este dia, gracias a ellos, su paciencia, tiempo y esfuerzo pude cumplir mi suefio de ayudar
a las personas usando todos los conocimientos que adquirir y seguiré adquiriendo a lo largo de
los afios, esto solo es el comienzo de una larga travesia para hacer al mundo mejor.

A mi novia Andrea, la razéon de mi vida y la mujer que me ha apoyado desde el comienzo de
esta aventura. Jamas crei que encontraria a una persona que me amara y me diera este amor
quees simplemente de cuento de hadas, gracias a ti a al bebe que pronto viene en camino tengo
las ganas de seguir adelante en esta vida.

A mis, hermanos, ‘‘Los cabros’’, Felipe (alias Matatan), Pato, Nicolas (Alias Pikachu), Seba
(estan en orden alfabético asi que no se peleen si leen esto), han sido lo mejor que me ha
pasado en mi vida escolar y universitaria, los momentos y risas que hemos tenido, como
también los momentos tristes en los cuales nos apoyabamos jamas seran olvidados, su amistad
y cariflo son un tesoro invaluable.

A mis amigos de la media, los cuales a pesar de todos los dramas han estado unidos y
mantienen una férrea amistad, Agiiero (Alias Awero), Benja (Alias REDACTED), Héctor,
Seba (alias Ollin), el otro Seba (alias Fama), Felipe (Alias Pipa), Flores (alias Flowers), Nico
y Shapato. Todos ustedes se han mantenido desde la media juntos y a pesar de los problemas
siempre tienen tiempo para juntarse y conversar de la vida, manteniendo el grupo junto y eso
me inspira a ser una persona que no abandona a los que quiere, ustedes son increibles.

A mis amigos de la universidad, ya que en todo es largo trayecto me han ayudado ante las
dificultades, juntos hemos pasado por todo tipo de problemas y hemos logrado salir adelante y
ayudarnos entre nosotros, Aramburo, Salvador, Paz, Pamela, gracias por ser los pilares
fundamentales en mi desarrollo tanto académico como personal, ayudandome a ser una mejor
persona.

A todos los miembros de mi laboratorio, por ser una constante fuente de conocimientos,
correcciones, ensefianzas y risas. De todos aprendi algo y siempre estaré agradecido.
Principalmente estoy muy agradecido de Alejandra y Susan, por tener el tiempo y la paciencia
de ensefnarme estadistica e histologia, mundos desconocidos para mi.

A mi co-directora de tesis Leslie, que gracias a ella aprendi casi todo lo que tenia que aprender
para hacer esta tesis, tanto de forma, conocimientos, interpretar resultados y discutir dichos
resultados, gracias a ti y a tu casi infinita paciencia pudieron hacer esto posible. Espero de
verdad que la hayas pasado tan bien como yo, sobre todo por los chistes internos.

Finalmente, al profesor Luis, porque gracias a su apoyo, ensefianza, paciencia, dedicacion y
confianza que tuvo en mi. Espero que esto sea el comienzo de muchos mas proyectos y nuevas

investigaciones con el fin de ayudar a la humanidad a prosperar.

Sin ustedes, mi vida jamas hubiera sido la misma.



Indice General

Indice General

Indice de Figuras

indice de Tablas

Abreviaturas

Resumen

Abstract

1. Introduccion

1.1 Epidemiologia del cancer colorrectal

1.2 Diagnéstico e histologia del cancer colorrectal (CCR)

1.3 Tratamiento del cancer colorrectal (CCR)

1.4 Farmacocinética del 5-fluorouracilo

1.5 Farmacogenética de timidilato sintasa y timidina fosforilasa

1.5.1 Variante rs11479 del gen TYMP

1.5.2 Variante rs12280056 del gen TYMS

2. Hipotesis

3.  Objetivos

3.1 Objetivo General

3.2 Objetivos Especificos

4. Materiales y Métodos

4.1 Seleccion de individuos y muestras de estudios

4.1.1 Tipo de estudio

4.1.2 Célculo del tamafio muestral

4.1.3 Criterios de Seleccion de sujetos en estudio

4.1.4 Consideraciones éticas

4.2 Etapas experimentales y metodologia

4.2.1 Extraccion de ADN desde muestras de tumor fijadas en formalina y
parafina.

4.2.2 Extraccion de ADN a partir de Buffy coat.

4.2.3 Cuantificacion y controles de calidad del ADN

4.2.4 Analisis de variabilidad genética en ADN gendmico o tumoral
4.2.5 Analisis de variantes genéticas en poblacion general

4.2.6 Recoleccion de datos clinicos

4.2.7 Andlisis estadisticos

5. Resultados

5.1 Caracterizacion clinica de los pacientes

5.2 Determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variante de
TYMP y TYMS en pacientes con cancer colorrectal metastasico.

5.3 Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en las variantes genéticas
en poblacion general.

5.4 Analisis estadistico univariado asociado entre variantes genéticas y no
genéticas con la sobrevida de pacientes con mCCR

5.4.1 Variables no genéticas.

5.4.2 Variantes genéticas

5.5 Anadlisis multivariado de variantes genéticas y no genéticas en un modelo de
regresion de Cox multivariado

5.6 Recalculo del tamaiio muestral:

6. Discusion

28
29
29
30
30
30
31
31
34

35
36
36
39
42

43
44



6.1 Asociacion univariada de variantes genéticas y no genéticas en la sobrevida
6.1.1 Sexo

6.1.2 Edad de diagnostico

6.1.3 TNM

6.1.4 Histologia

6.1.5 Grado de diferenciacion

6.1.6 Localizacion tumoral

6.1.7 Equilibrio de Hardy-Weinberg

6.1.8 Asociaciones entre los rs11479 y rs12280056 en la OS de pacientes
CCR metastasico (mCCR).

6.2 Asociaciones multivariadas de las variantes genéticas y no genéticas
6.3 Limitaciones y proyecciones

7. Conclusiones

8. Referencias

Anexos:

ANEXO I: Dispensa al consentimiento informado

ANEXO II: Estandarizacion de extraccion de ADN desde muestras en formalina
ANEXO III: Ficha de reclutamiento poblacion general

ANEXO IV: RT-PCR rs11479

ANEXO V: Ficha de reclutamiento de los pacientes mCCR

ANEXO VI: Andlisis estadistico no significativos

ANEXO VII: Tabla de especificacion ‘‘Otras metastasis’

ANEXO VIII: Analisis de Cox univariada, variables no significativas

44
44
45
46
49
50
51
52
53

55
56
57
58

70
71
72
73
76
78
83
84



Indice de figuras

Figura 1: Grafico del nimero de defunciones en Chile a través de los afios por
diferentes patologias.

Figura 2: Grafico del nimero de defunciones en el mundo a través de los afios por
diferentes patologias.

Figura 3: Grafico dual de incidencia y mortalidad de los 10 canceres mas
frecuentes en Chile.

Figura 4: Grafico dual de incidencia y mortalidad de los 10 canceres mas
frecuentes en mujeres en Chile.

Figura 5: Gréfico dual de incidencia y mortalidad de los 10 canceres mas
frecuentes en hombres en Chile.

Figura 6: Tipos de tumores primarios segiin su ubicacion en el colon.

Figura 7: Farmacos utilizados para el tratamiento de cancer colorrectal.

Figura 8: Farmacocinética de una de las principales vias metabdlicas de 5-FU.
Figura 9: Farmacodinamia de 5-FU.

Figura 10: Flujograma de disefo de estudio.

Figura 11: Curva Kaplan-Meier segun la edad de pacientes con mCCR

Figura 12. Curva Kaplan-Meier segun la presencia de histologia tabulo papilar de
pacientes con mCCR.

Figura 13: Curvas Kaplan-Meier para metastasis hepatica en pacientes con
mCCR.

Figura 14: Curva Kaplan-Meier para la presencia de otras metastasis en pacientes
con mCCR.

Figura 15: Curvas Kaplan-Meier asociadas a los genotipos del rs11479 del gen
TYMP modelo dominante en pacientes con mCCR.

Figura 16: Curvas Kaplan-Meier asociadas a los genotipos de la variante 3’UTR
del gen TYMS (rs12280056) en pacientes con mCCR.

13

13

14

14

15

17

18
20
21
26
37
37

38

39

40

41



Indice de Tablas

Tabla 1. Descripcion sondas TagMan ® utilizadas.

Tabla 2. Caracteristicas generales de los pacientes mCCRdel estudio.

Tabla 3. Caracteristicas generales de las muestras de tumor primario obtenidas de
pacientes mCCR.

Tabla 4. Frecuencias genotipicas de los rs11479 y rs12280056 en poblacion
general (PG) y pacientes con cancer colorrectal metastasico (mCCR).

Tabla 5. Frecuencias alélicas de diferentes poblaciones obtenidas de la base de
datos publica Ensembl y sujetos de estudio (Poblacion general (PG), pacientes con
cancer colorrectal metastasico (mCCR).

Tabla 6. Determinacion del HWE en poblacion general de los rs11479 y
rs12280056.

Tabla 7. Analisis univariado por regresion de Cox de variables clinicas.

Tabla 8. Analisis univariado por regresion de Cox de variables Genéticas.

Tabla 9. Analisis de regresion de Cox multivariado para variables clinicas.

Tabla 10. Analisis de regresion de Cox multivariado para variantes genéticas y
variables clinicas.

29
32
33

34

35

36

41
42
42
43



Abreviaturas

5-FU: 5-Fluorouracilo

ADN: Acido desoxirribonucleico

CAPEOx: Esquema quimioterapéutico con capecitabina y oxaliplatino
CCR: Cancer colorrectal

CH:THF: 5, 10 metilentetrahidrofolato

CIN: Inestabilidad cromosomica

CNYV: Variacion del nimero de copias

CREF: ““Case report file”’

DFS: Sobrevida libre de enfermedad (Disease free survival)

DHFU: Dehidro-fluorouracilo

DPD: Dehidropirimidina fosforilasa

dTMP: Deoxi-timidina monofosfato

dTTP: Deoxi-timidina trifosfato

dUMP: Deoxi-uridina monofosfato

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epitelial

FAUMP: Fluorodeoxi uridina monofosfato

FAUTP: Fluorodeoxi uridina trifosfato

FOLFIRI: Esquema quimioterapéutico con 5-FU/LV mas Irinotecan
FOLFOX: Esquema quimioterapéutico con 5-FU/LV mas Oxaliplatino
FUTP: Fluoro uridina trifosfato

HR: Hazzard ratio

HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg

INDEL: Insersion-delecion nucleosidica

LCC: Cancer colorrectal izquierdo

LOH: Perdida de heterocigosidad

LV: Leucovorina

mCCR: Cancer colorrectal metastasico

MSI: Inestabilidad de microsatalites

OS: Tasa de sobrevida global (Overall survival)

RCC: Cancer colorrectal derecho

SLC22A7: Transportador mediado por soluto (Solute carrier family 22 member 7)
SNP: Polimorfismo de un unico nucledtido

TYMP: Timidina fosforilasa

TYMS: Timidilato sintasa



RESUMEN

El céncer colorrectal es una neoplasia con alta incidencia y mortalidad en Chile y en el mundo.
El principal tratamiento es la reseccion quirlrgica, seguido de radioterapia y/o terapia
adyuvante. La terapia mas comun se basa en analogos del uracilo principalmente 5-fluorouracilo
el cual se administra junto con leucovorina y ademds con otros firmacos anticancerigenos
(esquemas FOLFOX, FOLFIRI y CapeOx). Dentro de las enzimas metabolizadoras de 5-FU
podemos destacar a timidina fosforilasa (TYMP) y el blanco terapéutico timidilato sintasa
(TYMS), cuyas variantes genéticas han sido asociadas con la eficacia y/o la toxicidad de5-FU.
Las asociaciones clinicas y farmacoldgicas de estas variantes son controversiales y por
consiguiente el objetivo en este trabajo es estudiar, en pacientes con cancer colorrectal etapa
IV, la asociacion entre la presencia de las variantes genéticas de TYMP y de TYMS, y la
eficacia del tratamiento basado en 5-FU. Para esto, el presente trabajo de tesis plante6 la
siguiente hipotesis “Variantes genéticas presentes en TYMS y TYMP se asocian con una
disminucion en la tasa de sobrevida a 2 afios en pacientes con cancer colorrectal en etapa IV
con tratamiento basado en 5-FU”, para ello se realiz6 un estudio retrospectivo en pacientes con
cancer colorrectal metastasico (mCCR) tratados con terapia basada en 5-FU (n=63). De forma
adicional, se incluyo un grupo de poblacion general (n=83) para identificar la frecuencia de las
variantes genéticas en la poblacion chilena. Ambos grupos fueron genotipificados mediante
PCR en tiempo real asociado a sondas TagMan® para las variantes genéticas rs11479 del gen
TYMP y rs11280056 del gen TYMS, con el fin de determinar las frecuencias genotipicas en
ambos grupos, el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en poblacion general y asociar
variables clinicas y genéticas con la tasa de sobrevida de 2 afios de los pacientes con mCCR,
mediante andlisis univariados y multivariados mediante un modelo de regresion de Cox. Los
resultados mostraron que ninguna de las variantes en poblacion general cumplia con el
equilibrio de Hardy-Weinberg, por lo que puede que exista un fuerza evolutiva o sesgos de
seleccion que estén alterando la frecuencia de los genotipos. Por otra parte, con respecto a las
variantes genéticas, se asocio significativamente el genotipo 6bp-/6bp- del rs11280056 del gen
TYMS con una disminucion en la tasa de sobrevida (HR=2,07, p-value=0,058, 1C95=0,97-4,42)
mientras que no se encontré una asociacion a ningun modelo de herencia del rs11479 del gen
TYMP. Por el lado de variables clinicas se encontrd una asociacion significativa en la edad de
diagnostico menor a 50 afios (HR=2,33, IC95=1-5,41), la presencia de histologia tabulopapilar
(HR=5,3, p = 0,0048, 1C95=1,44-18,48) y la presencia de metastasis hepatica (HR=4,21, p-
value=0,021 1C95%=1,24-14,28). Con relacion a los analisis multivariados se encontr6 una
asociacion estadisticamente significativa entre la edad de diagnostico del paciente y el
rs12280056, siendo pacientes jovenes con el genotipo 6bp-/6bp- aquellos con una menor
sobrevida global. En conclusion, nuestros resultados, preliminares encontraron una asociacion
entre la edad de diagnostico, el rs12280056, la metastasis hepatica y la histologia tibulopapilar
con la sobrevida global a los 2 afios en pacientes con mCCR, pero no encontraron asociacion al
rs11479 ni otras variables clinicas. Estos resultados pueden ser el punto de partida para la
generacion de un modelo de prediccion de laeficacia del tratamiento en pacientes con cancer
colorrectal metastasico con tratamiento basado en 5-FU en Chile.

Palabras clave: Cancer colorrectal metastasico, S-fluorouracilo, Timidilato sintasa, timidina
sintasa, metastasis hepatica, histologia tubulopapilar, sobrevida.



Abstract

Colorectal cancer is a type of cancer which has a high incidence and mortality in Chile and the
world. The main treatment for colorectal cancer is surgical resection, followed or accompanied
by radiotherapy and/or adjuvant therapy. Focusing on the last type of treatment, the most
common therapy is based on uracil analogs, mainly 5-fluorouracil, which can be given in
chemotherapy regimens with other anticancer agents (FOLFOX or FOLFIRI regimens). Among
the metabolizing enzymes that are targeted by 5-FU are thymidine phosphorylase (TYMP) and
thymidylate synthase (TYMS), whose genetic variants have been associated with the efficacy
and/or toxicity of 5-FU. Evidence is controversial about the role of genetic variants in 5-FU
efficacy and/or toxicity. Therefore, the aim this work was to elucidate whether these genetic
variants affect the efficacy of 5-FU-based treatment in the Chilean population with mCCR. For
this, this thesis proposed the following hypothesis "Genetic variants in TYMS and TYMP are
associated with a decrease in the 2-year survival rate in patients with stage IV colorectal cancer
treated with 5-FU". In order to that, a retrospective study was carried out in patients with
metastatic colorectal cancer (mCCR) treated with adjuvant therapy containing 5-FU (n = 63) and
also a general population group (n = 83), these groups were genotyped by real-time PCR using
TagMan® probes for the genetic variants rs11479 from TYMP gene and rs11280056 from
TYMS gene, in order to determine the genotypic frequencies in both groups, the Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) in the general population and to associate clinical and with the 2-
year survival rate -OS- of patients with mCCR. Survival analyzes were performed on clinical
variables associated with lower survival in patients with CCR obtained from medical records
using univariate and multivariate analyzes were performed using a Cox regression model.
Firstly, it was found that none of the variants in the general population complied with the
Hardy-Weinberg equilibrium, meaning that an evolutionary force or selection bias are altering
the frequency of the genotypes. About the genetic variants in our study, we found that 6bp-/6bp-
genotype of the TYMS gene rs11280056 is associated with a worse OS (Hazzard ratio (HR) =
2.07 p = 0.058 confidence interval of 95% (CI95) [0.97 - 4.42]), while no association was found
with any inheritance model of the TYMP gene rs11479. Now in the clinic variables we found
an association in the age of diagnosis, in which patients diagnosed at an age less than 50 years
have worse OS than patients diagnosed at older ages (HR= 2,33 IC95 [1 — 5,41]). Among this
variable, the presence of a tubulopapillary histology, and the presence of liver metastases were
also associated with a worse prognosis (HR = 5,3 p = 0,0048, IC95 [1,44 — 18,48], HR = 4,21 p
=0,021 IC95% [1,24 - 14,28] respectively). Concerning about all these variables work together,
a multivariate analysis was made, and it was found that the age of diagnosis and the 6bp-/6bp-
genotype are significative variables associated with a worse global survival in patients with
mCCR. In conclusion, this could be the start-point to generate a predictive model of efficacy in
the treatmentof 5-FU in patients with CCR in Chile.

Keywords: Metastatic colorectal cancer, 5-fluorouracil, Thymidylate synthase, thymidine
synthase, liver metastases, tubulopapillary histology, survival.
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1. Introduccion:

1.1 Epidemiologia del cancer colorrectal (CCR):

El cancer es una agrupacion de mas de 100 patologias que se desarrollan en el tiempo e
involucran la division celular descontrolada. Cada tipo de cancer posee caracteristicas unicas
que lo diferencian de los demas, y debido a esto, los tratamientos van adaptandose y
cambiando a través de los afios para optimizar la eficacia de las terapias realizadas (NIH
2007). Esta resistencia que ha dado el cancer a los tratamientos de hoy en dia ha escalado al
punto de que hoy es, junto con las enfermedades cardiovasculares, una de las mayores causas
de muerte a nivel global y nacional (Figuras 1, 2 y 3) (Ritchie & Roser ef al, 2018). Dentro
de todas estas patologias el cancer colorrectal (CCR) ocupa el tercer lugar en el ranking de
incidencia y segundo en mortalidad a escala global al compararse con los otros tipos de cancer

(Recio-Bolies et al, 2022).

En relacion con la incidencia del CCR, la genética es un factor que puede alterarla, por
ejemplo, la incidencia es levemente mayor en hombres que en mujeres (proporcion 1,4:1)
(Figuras 4 y 5). Se ha descrito que algunas enfermedades pueden aumentar la incidencia de
CCR, tales como enfermedades inflamatorias del intestino (Enfermedad de Crohn, Colitis
ulcerosa), poliposis adenomatosa familiar, sindrome de Lynch, entre otros (MINSAL, 2012;
Recio-Boiles et al, 2022). De forma similar, se ha descrito que el ambiente también influye
en la incidencia, ya que aumenta dependiendo del nivel de desarrollo socioecondmico en cada
pais, de tal forma que las tasas de incidencia mas altas son en paises como Australia/nueva
Zelanda y de la unién europea, intermedias en paises latinoamericanos y bajas en paises de
Africa (Exceptuando Africa del sur) y Asia (enfocandose en zonas centrales y del sur de Asia)
(MINSAL, 2012). Uno de los factores que promueven la incidencia son la dieta y los hébitos
en las comunidades de cada pais, dentro de estos, el consumo de tabaco, alcohol y/o carnes
rojas, el sobrepeso, obesidad y/o diabetes, también se han asociados a un mayor indice de
riesgo en padecer CCR (Kuipers et al, 2015). Siendo Chile un pais en vias de desarrollo, con
una alta tasa de fumadores, un alto nivel de consumo de alcohol, con un tercio de su poblacion
adulta con obesidad y un 44,5% de sus nifios con sobrepeso u obesidad (Colombo et al, 2019),

es esperable que las tasas de incidencia aumenten a lo largo del tiempo, por lo que estudios
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relacionados al CCR podran aportar mejores formas de diagndstico y tratamiento de esta

patologia.

Para hablar del CCR es necesario referirnos a ciertas terminologias como la tasa de
supervivencia (OS-Overall survival-), 1a cual se define como el tiempo en el cual los pacientes
siguen vivos después del diagndstico y/o el tratamiento de una enfermedad, siendo este
ejemplo el cancer. Junto con esto la tasa de supervivencia libre de progresion (DFS-Disease
free survival-) la cual se define como el tiempo en el cual el paciente no presenta signos o
sintomas de la patologia posterior del tratamiento. En el CCR la OS varia dependiendo del
estadio o etapa en el cual es diagnosticada esta enfermedad. Para cada etapa existe una tasa
de sobrevida relativa a 5 afios (OS-5y-), siendo en pacientes con cancer localizado no
metastasico (Etapa I) de un 90%, en pacientes con CCR con infiltracion a tejidos u 6rganos
cercanos (Etapa II) y/o con infiltracion en los nodulos linfaticos (Etapa III) el porcentaje
es de un 71%. Finalmente, la presencia de un CCR metastasico (Etapa V), presenta una
diseminacion a uno o mas 6rganos lejanos, presenta una OS de un 14% (ACS 2020). En lo
que respecta a Chile, el informe de 2021 del Global Cancer Observatory (GCO) mostrd que
el CCR se encuentra en segundo lugar en nivel de incidencia con 6.219 nuevos casos y el
tercero en mortalidad con 3.179 defunciones. Este alto indice se puede deber a la naturaleza
del CCR, ya que, en estadios tempranos, este no presenta sintomas distinguibles con otras
enfermedades (sangrado rectal, dolor abdominal y anemia, por dar algunos ejemplos), y una
vez expandido a otros 6rganos otejidos (Etapa IIl y IV) puede empezar a generar sintomas

caracteristicos que impliquen su diagnéstico (Recio-Bolies et al, 2022).
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Share of deaths by cause, Chile, 2019

Cancers 27.99%
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Figura 1: Numero de defunciones en Chile a través de los afios por diferentes patologias.
(Ritchie et al, 2018). En donde las defunciones por céncer llegan a 31,638 en el afio 2019

siendo un 27,99% del total en ese afio.

Share of deaths by cause, World, 2019

Cardiovascular diseases 32.84%
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Figura 2: Numero de defunciones en el mundo a través de los afios por diferentes patologias.
(Ritchie et al, 2018). En donde las defunciones por cancer llegan a 18,56 millones en el afio 2019

siendo un 32,84% del total en ese aflo.

13



indices estandarizados de incidencia y mortalidad estimados, ambos sexos
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Figura 3: Incidencia y mortalidad de los 10 canceres mas frecuentes en Chile (lado derecho) y
el mundo (lado izquierdo) al afio 2020. Barra roja corresponde a mortalidad y barra azul a
incidencia, en la cual se observa que la incidencia de cancer colorrectal en chile y en el mundo
es de aproximadamente 19,9 y 19,5 por cada 100,000 habitantes respectivamente y la
mortalidad es de 9 por cada 100,000 habitantes en el mundo mientras que en Chile es de 9,4 por
cada 100,000 habitantes. Imagen obtenida de Global Cancer Observatory (GCO), Cancer

Today, WHO. Indices estandarizados deincidencia y mortalidad estimados, ambos sexos
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Figura 4: Incidencia y mortalidad de los 10 canceres mas frecuentes en mujeres en Chile
(lado derecho) y el mundo (lado izquierdo) al afio 2020. Barra roja corresponde a mortalidad
y barra azul a incidencia, en la cual se observa que la incidencia de cancer colorrectal en chile
y en el mundo es de aproximadamente 17,7 y 16,2 por cada 100,000 habitantes
respectivamente y la mortalidad es de 8,1 por cada 100,000 habitantes en el mundo mientras
que en chile es de 7,2 por cada 100,000 habitantes. Imagen obtenida de Global Cancer
Observatory (GCO), Cancer Today, WHO.
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Figura 5: Grafico Dual de incidencia y mortalidad de los 10 canceres mas frecuentes en
hombres en Chile (lado derecho) y el mundo (lado izquierdo) al afio 2020. Barra roja
correspondea mortalidad y barra azul a incidencia, en la cual se observa que la incidencia de
cancer colorrectal en chile y en el mundo es de aproximadamente 22,6 y 23,4 por cada
100,000 habitantes respectivamente y la mortalidad es de 11 por cada 100,000 habitantes en
ambos casos. Imagen obtenida de Global Cancer Observatory (GCO), Cancer Today
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1.2 Diagndstico e histologia del cancer colorrectal:

Para el diagnostico del CCR el gold standard es la colonoscopia mas biopsia derivada por
signos o sintomas correspondientes a dicha patologia, screening de rutina, o encontrado por
accidente por una admision al recinto hospitalario debido a dolor abdominal agudo. Los
sintomas que son necesarios para realizar una colonoscopia son sangrado rectal, dolor
abdominal y anemia, mientras que, ante la presencia de sintomas mas severos como
obstruccion intestinal, peritonitis y perforaciéon son causal de una cirugia de emergencia

(Recio-Boiles et al, 2022).

Ante la posibilidad de presentar un CCR el método de analisis estandar es la colonoscopia
mas biopsia en la zona de sospecha. Una vez obtenida la muestra de biopsia es analizada por

un anatomopatdlogo, y segun la guia del Comité Conjunto Americano de Céncer (7The

American Joint Committee on Cancer o AJCC) se determina la clasificacion TNM del tumor
primario o del foco metastasico, el tipo histologico y el grado de diferenciacion. La
clasificacion TNM indica el tamafio del tumor (T), la cantidad de ganglios linfaticos con

c¢lulas cancerigenas infiltradas (N) y el tipo de metastasis a distancia (M) (Weiser et al, 2018).

Histologicamente, el 90% de los CCR pertenecen al grupo de los adenocarcinomas
provenientes de cé€lulas epiteliales de la mucosa del colon y dentro de estas existen
subclasificaciones las cuales tienen diferentes caracteristicas anatémicas y fisiopatologicas,
como el adenocarcinoma mucinoso, en forma de anillo de sello, tubular mucinoso, entre otros.
(Recio-Boiles et al, 2022, Hamilton et al, 2010). Para la caracterizacion de los
adenocarcinomas se analiza el grado de diferenciacion del tumor, analizando la forma y
comparando cuan similar es con su tejido de origen, las células epiteliales. Se considera a un
tumor bien diferenciado cuando el 95% del tejido presenta glandulas completamente
diferenciadas, un tumor moderadamente diferenciado presenta un grado de diferenciacion de
entre un 50-95%, y un tumor pobremente diferenciado posee un grado de diferenciacion
menor al 50%; aparte de estas tres clasificaciones existen 2 mas (moderada buena y pobre de
alto grado), las cuales son significativos para el prondstico del paciente. Se ha establecido que,
a mayor diferenciacion del tumor, mejor sera el pronostico (OS) de los pacientes con CCR

(Recio-Boiles et al, 2022, Halvorsen-Seim et al, 1988).
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Otro factor por considerar es la localizacion del tumor en el colon. Este se puede dividir en
colon ascendente, transverso, sigmoide y recto, y, dependiendo de la zona y vascularizacion
en la cual se encuentra el tumor, se pueden clasificar en 3 tipos de tumores primarios malignos:
Tumor de colon derecho o RCC (ascendente y/o transverso), tumor de colon izquierdo o LCC
(Descendente y/o sigmoide) y tumor de recto (Figura 6) (Ponz et al, 2001). Un meta-analisis
ha relacionado que los tumores RCC poseen un peor pronostico clinico con respecto a aquellos
tumores LCC (Petrelli et al, 2017). Ademas, se ha observado que tumores LCC y metastasis

tienen un mejor prondstico que aquellos tumores RCC y metastasis (Brouwer et al, 2020).

Colon Derecho (RCC)

Colon Ascendente Colon Descendente

+ Sigmoides

Colon Izquierdo (LCC)

Figura 6: Tipos de tumores primarios segun su ubicacion en el colon. Los tumores rojos
corresponden al colon derecho (RCC), los amarillos al colon izquierdo (LCC) y el verde en

el recto. Imagencreada utilizando el programa BioRender.com.
1.3 Tratamiento para el cancer colorrectal:

La reseccion quirurgica es el tratamiento mas comun frente a un CCR localizado no
metastasico, este procedimiento quirdrgico, ya sea por colectomia laparoscdpica manualmente
asistida o laparotomia exploratoria, mejoran la OS-5y- en un 69% y la DFS en un 76% de
los pacientes (incluyendo a todos los estadios de CCR). Ante estadios II de alto riesgo, III o
IV, la cirugia por si sola aumenta la OS-5y- de los pacientes entre un 20-50%, por lo que se
ha recomendado el uso de agentes citotoxicos previa y post cirugia, conocidos como terapias

neoadyuvante y adyuvante, respectivamente. La funcion de dichas terapias es interrumpir la
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replicacion célula, impidiendo la proliferacion de tejidos neoplasicos (Recio-Boiles et al,
2022).

La terapia mas utilizada para el CCR se basa en la administracion de 5-Fluorouracilo (5-FU)
en conjunto con Leucovorina (LV o 5’-Formiltetrahidrofolato), ya que la tasa de respuesta sin
LV es de un 10-15%, pero la administracion conjunta de LV aumenta la tasa de respuesta a la
quimioterapia en un 40-50% (Longley et al, 2003). LV es un compuesto no citotoxico, pero

que cumple la funcién de aumentar los niveles intracelulares de tetrahidrofolato (CH2THF),

sustrato necesario para la correcta actividad de 5-FU (Recio-Boiles et al, 2022, Longley et al,
2003).

Adicional a estos 2 farmacos, existen otros tratamientos que pueden complementarse con 5-
FU/LV, como el oxaliplatino, cuya funcion es unirse a las hebras de ADN generando aductos
en ellas, o el irinotecan, el cual acta inhibiendo a la proteina topoisomerasa I. Estos farmacos
son usados para mejorar la respuesta a la terapia con 5-FU/LV (Grothey et al, 2004, Fujita et
al, 2015) (Figura 7). Esquemas quimioterapéuticos como FOLFOX (5-FU/LV +
Oxaliplatino) o FOLFIRI (5-FU/LV + Irinotecan) han sido la primera y segunda linea de
tratamientos contra el CCR, respectivamente (Recio-Boiles et al, 2022, MINSAL, 2012).
Aparte de estos tratamientos existen terapias personalizadas con anticuerpos como
Bevacizumab y Cetuximab, caracterizados por ser anticuerpos monoclonales contra el factor
de crecimiento vascular A (VEGF-A) y el receptor de crecimiento epidermal (EGFR),
respectivamente (Garriets et al/, 2021, Chidharla et al, 2021). Una revision realizada por
Baraniskin ef al en el afio 2019 concluy6 que un tratamiento con bevacizumab y monoterapia
con 5-FU mejora la DFS y la OS-5y- en un 39% y un 15%, mientras que otra revision por
Fornasier en el afio 2018, concluy6 que pacientes con CCR metastasico y sin mutaciones en
el gen del virus sarcoma de ratas (RAS) presentan una mejoria en su DFS y su OS-5y- en un

30% y un 18% respectivamente (Baraninskin et al, 2019, Fornasier et al, 2018).

F o N
O)\N 0
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Figura 7: Farmacos utilizados para el tratamiento de cancer colorrectal: (1) 5-fluorouracilo (2)

Capecitabina (3) Oxaliplatino (4) Irinotecan (Wishart et al, 2018).

1.4 Farmacocinética del 5-fluorouracilo:

El 5-FU es un farmaco analogo a las pirimidinas, el cual tiene como blanco terapéutico la
enzima timidilato sintasa (TS) (Codificada por el gen 7YMS), la cual esta involucrada en la
reposicion de timidinas disponibles para la sintesis y reparacion del ADN mediante la
metilacion de deoxiuridina monofosfato usando de sustrato 5,10-metilentetrahidrofolato
(CH2THF) para la formacion de deoxitimidina monofosfato ({TMP) (Thorn et al, 2010).

Este farmaco ingresa por usando el trasportador SLC22A7 (Solute carrier family 22 member
7) y al entrar al citoplasma comienza a ser metabolizado por varias vias las cuales pueden
llevar a la formacién de metabolitos activos o inactivos los cuales seran eliminados. El
principal mecanismo de accion de 5-FU se basa en la metabolizacion de este farmaco a
fluorodeoxiurina monofosfato (FAUMP) el cual inhibe a TS formando un complejo ternario

estable (Figura 8) (Thorn et al,2010 et al, Longley 2003).

La metabolizacion de 5-FU a FAUMP puede ocurrir por la via de timidina fosforilasa (TP)
(Codificada por el gen TYMP) a fluorodeoxiuridina y por la accion de timidina quinasa 1
(TK1) a FAUMP. También puede ocurrir indirectamente via fluorouridina monofosfato
(FUMP) o fluorouridina (FUR) a fluorouridina difosfato (FUDP) y mediante una reduccion
ribonucleotidica a FAUDP y FAUMP. FUDP y FAUDP pueden ser trasformadas a FUTP y
FAUTP y ser incorporadas al RNA y DNA respectivamente y contribuir a la accion
farmacodinamica de 5-FU (Figura 9) (Thorn et al, 2010, Longley et al, 2003).

El paso limitante para el catabolismo de 5-FU es la conversion de 5-FU a 5-
fluorodihidrouracilo (DHFU) por la enzima dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD,
codificada por el gen gen DPYD) a un metabolito inactivo. DHFU es metabolizado a fluoro-
beta-ureido-propionato (FUPA) y posteriormente a fluoro-B-alanina (FBAL) por
dihidropirimidinasa (DPYS) y B- ureudopropionasa (UPB1) respectivamente (Thorn et al,
2010). Este proceso impide que un 80% del 5-FU administrado pueda cumplir su acciéon en

el organismo (Zhang et al, 2008).
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La principal ruta de accion de 5-FU por FAUMP es una secuencia de union en serie, en
donde el metabolito activo FAUMP se une al sitio activo antes que CH2THF. La reaccion
inicia con una adicion nucleofilica del sitio activo cisteina 146 hacia el carbono 6 del anillo
pirimidinico de FAUMP. De esta catalisis la posicion de union y orientacion del substrato, si
son correctamente adoptadas, permiten una eficiente union al cofactor, permitiendo la
formaciondel complejo ternario TS-FAUMP-CH2THF e inhibiendo la enzima (Zhang et al,
2008).

Al inhibirse la funcién de TS los niveles de dUMP aumentan y dTMP disminuyen,
traduciéndose en una disminucion en los niveles de deoxitimidina trifosfato (dTTP) y un
desbalance de nucleotidos, lo que perjudica procesos como la sintesis y reparacion del ADN

(Longley et al, 2003).

Ante lo descrito previamente, se puede inferir que existe una gran red enzimatica para la
metabolizacion de este 5-FU, y, por consiguiente, si existen variantes genéticas que alteren
la expresion de dichas enzimas, lo mismo ocurrira con la eficacia y/o la toxicidad en la
célula o en el organismo. Con esto presente, se decidio realizar un analisis de las variantes
genéticas de las enzimas TP y TS y determinar las variantes genéticas que estaban asociadas

a la eficacia en el tratamiento ante CCR.

Via de ingreso/expulsion Metabolizacion a componentes inactivos

(DPYD) (DPYS) (uPB1)
—»| DHFU |——>{ FUPA |——] FBAL |

Metabolizacién | Transportador
acomponentes | Enzima
Metabolito

BB Metabolito activo

A 4
| FUMP |q—| Fluorouridina ||| 5-FU: 5-Fluorouracilo
ABCC4: ATP Binding Protein Cassette C4
ABCG2: ATP Binding Protein Cassette G2
SLC22A7: Solute Carrier Family 22 Member 7

Metabolizacion
a5FU

Capecitabina

DHFU: 5-flucrodihidrouracilo

DPYD: Dihidropirimidina deshidrogenasa
FBAL: Fluoro-beta-alanina

FUPA: Fluoro-beta-ureido-propionato
DPYS: dihidropirimidinasa

UPB1: beta-ureidopropionasa

FdUDP: Fluorodeoxiuridina difosfato
FdUMP: Fluorodeoxiuridina monofosfato
FdUTP: Fluorodeoxiuridina trifosfato
FUDP: Fluorouridina difosfato

FUMP: Fluorouridina monofosfato

FUTP: Fluorouridina trifosfato

TK1: Timidina quinasa 1

TP: Timidina fosforilasa

TS: Timidilato sintasa
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Figura 8: Farmacocinética las principales vias metabdlicas de 5-FU a sus componentes
activos. Fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP), Fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) y
Fluorouridina trifosfato (FUTP). A través del trasportador SLC22A7 5-FU entra a la célula 'y
al ingresar puede ser excretado por bombas ATP dependientes ABCG2 y/o ABCC4. Una vez
ingresado 5-FU este pude ser metabolizado por las enzimas TP y TK1 hasta FAUMP para
formar uno de sus metabolitos activos FAUMP. La otra ruta de sintesis es el paso de 5-FU a
fluorouridina monofosfato, la cual, por varios procesos enzimaticos, lleva a la formacion de
FAUMP vy sus otros metabolitos activos fluorouridina trifosfato (FUTP) y fluorodeoxiuridina
trifosfato (FAUTP) Con respecto al fArmaco capecitabina este puede atravesar la membrana
celular sin la necesidad de un trasportador, este luego es biotransformado a 5-FU para ser
utilizado en las diferentes vias de metabolizacion. Imagen creada utilizando el programa

BioRender.com.

iotransformacion
de 5-FU l l

FdUTP
Capecitabina RG>

Incorporacién al RNA: Incorporacion al DNA:
-Inhibe la maduracion - Quiebres en las
YCBI'I"FJ"J?- hebras de DNA
TS post-transcripcionales

5, 10 metilen THF XFdUMP
Dihidrofolato dTMP
Formacién de un complejo

estable entre 5,10 metilen THF, _
TS y FAUMP

FdUMP: Fluorodeoxiuridina monofosfato
FUTP: fluorouridina trifosfato
FAUTP Fluorodeoxiuridina trifosfato

Figura 9: Farmacodinamia de 5-FU. La biotrasformacién de 5-FU resulta en la formacion
de 3 metabolitos activos, el principal de estos es FAUMP, el cual inhibe a TS formando un
complejo ternario estable con 5,10-metilentetrahidrofolato (CH2THF), incapacitando a la
célula de reciclar wuracilos (deoxiuridinamonofosfato (dUMP)) a timidinas
(deoxitimidinamonofosfato (dTMP)). Otros metabolitos activos de 5-FU son FUTP vy
FAUTP, los cuales inhiben la trascripcion y la replicacion del ADN respectivamente,

gatillando la apoptosis celular. Imagen creada utilizando el programa BioRender.com.
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1.5 Farmacogenética de timidilato sintasa y timidina fosforilasa

Una de las formas en las cuales la expresion de los genes puede ser alterada es mediante la
presencia de mutaciones y polimorfismos en genes o zonas reguladoras de dichos genes. Un
polimorfismo se define como aquella variante genética que se encuentra presente en mas del
1% de la poblacion y presenta por lo menos dos fenotipos diferentes. Entre los polimorfismos
mas comunes encontramos los polimorfismos de un solo nucleotido (SNPs), deleciones e
inserciones cortas (INDELSs), variacion del numero de copias (CNVs), entre otros (Alzu'bi et

al, 2019).

Un SNP se puede definir como la sustitucion de un solo nucleotido, y representan el 90% de
todos los polimorfismos humanos. Los SNPs pueden aparecer en cualquier region del genoma,
incluyendo exones, intrones y zonas regulatorias de estos mismos, afectando o no la expresion
y/o funcién de dicho gen. La presencia de un SNP también puede alterar genes que codifican
proteinas involucradas en la farmacocinética o farmacodinamia de diferentes farmacos, lo
cual podria determinar cuan eficiente sera el tratamiento (Alzu'bi et al, 2019). En este sentido,
hoy en dia, aparece el término de medicina de precision, basada en la farmacogenética, la cual
ha permitido mejorar los tratamientos mediante estrategias personalizadas acorde a la

informacion del paciente, dentro de lo cual se encuentra su perfil genético.

1.5.1 Variante rs11479 del gen 7YMP

La variante rs11479, del gen TYMP que codifica a TP, corresponde a un SNP en la cual se
reemplaza una base de citocina por una timidina en la posicion 1412 en su region codificante,
lo cual altera el codon y con ello la secuencia de la proteina a sintetizar, cambiando de un
aminoacido de serina a una leucina en la posicion 471 de la cadena aminoacidica (c.1412C>T,
S471L) (Huang et al, 2014, Jennings et al, 2013, Wang et al, 2014, Meulendijks et al, 2017).
Existen 4 estudios en los cuales tratan de asociar este SNP con alguna variable clinica o
patoldgica en cénceres gastrointestinales tratados con 5-FU o capecitabina, dentro de los
cuales, el estudio de Huang ef a/ 2014, demostrd que existe un aumento en la expresion de TP
en el tejido canceroso junto con la presencia de este SNP con una menor OS-5y- al presentar
un recuento plaquetario bajo. Adicional a esto, el estudio de Jennings et a/ 2013 asociaron la
presencia de este SNP a un cambio temprano en la dosis de terapia adyuvante junto con una
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mayor presencia de eventos adversos severos (Huang ef al, 2014, Jennings et al, 2013).

Aun se desconoce el como este cambio aminoacidico genera tales repercusiones, pero una teoria
es que esta variante sea un factor de desequilibro con otros polimorfismos en otros genes o en
el mismo gen, los cuales podrian regularlo de alguna manera, aunque esto aiin no esta dilucidado
(Huang et al, 2014). Por otro lado, existen estudios como los de Meulendijk et al 2016 y Wang
et al 2014 en el cual no encuentran una clara correlacion entre este SNP con alguna variable
como OS-5y-, DFS, tasa de respuesta, toxicidad y tampoco destacan su utilidad como
marcador deprediccion ante la respuesta con 5-FU (Meulendijk et al, 2016, Wang et al,

2014).

1.5.2 Variante rs12280056 del gen 7YMS

La variante rs12280056, del gen que codifica 7YMS, contiene una insercion/delecion de 6
pares de bases (6bp+/6bp-) en la region 3’ no traducida del gen (3’UTR). El alelo 6bp+ se ha
asociado a una mayor estabilidad y expresion del ARNm de TS comparado con los otros
alelos (Ruzzo et al, 2008). Existen 3 estudios que hablan del rs12280056 en pacientes con
CCR y con terapiabasada en 5-FU, dentro de estos Ruzzo et al 2008, encontrd que el genotipo
6bp+/6bp+ esta asociado a un menor DFS si es que el paciente tiene la variante rs861529
perteneciente al gen XRCC3 (proteina 3 de complemento cruzado de reparacion de rayos X)
(c. 21071 C>T, T241M) presente. Contradictoriamente en el siguiente estudio de Alzaf et al
2011, se encuentra que los genotipos 6bp-/6bp+ y 6bp/6bp- presentan una menor expresion de
TS, una peor DFS y no encuentran una asociacion con el genotipo 6bp+/6bp+ (Afzal et al,
2011). Finalmente, en un estudio de Ulrich et a/ 2014, no se encontré ninguna asociacion
estadistica con el rs12280056 en relacion con la eficacia o la toxicidad en un tratamiento

basado en 5-FU (Ulrich et al, 2014).

Con respecto al potencial predictivo de estas variantes es necesario aclarar que en varios
trabajos se ha determinado que tienen un posible potencial predictivo, como es el caso del
rs11479, en el cual un estudio de Jennings et a/ 2013, determind que es posible predecir eventos
adversos en terapias tempranas analizando esta variante en conjunto con otras del gen DPYD
(Jennings et al, 2013). Apoyando lo anterior, el estudio de Boige ef al 2010, determind que la

variante 1545445694 del gen TYMS puede ser usada para predecir una mayor o menor DFS en
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los pacientes (Boige et al, 2010) y, por otra parte, Alzaf et a/ 2011, concluyd que esta variante
en conjunto con el rs12290056 pueden ser marcadores predictivos y de prondstico en la
efectividad de una terapia basada en 5-FU en CCR (Afzal et al, 2011). Finalmente, con respecto
al rs12280056 Ruzzo et al 2008, asociod este polimorfismo al DFS y OS-5y- de los pacientes
con CCR, pero no concluyé que fuese por si sola un marcador predictivo para estos
parametros (Ruzzo et al, 2008); de forma similar se observa esto en otros estudios con los
polimorfismos descritos anteriormente (Huang et al, 2014, Meulendijks et al, 2017, Paez et al,
2010, Ulrich etal, 2014). Estos resultados controversiales indican la necesidad de esclarecer si
estos polimorfismos pueden tener una utilidad en la prediccion de la efectividad de la terapia
de 5- FU en pacientes con CCR y, por sobre todo, determinar como en la poblacion chilena
afectan dichos polimorfismos, ya que, hasta la fecha, se desconoce la frecuencia alélica y su
importancia clinica, por lo que es necesario realizar un analisis poblacional para determinar la

frecuencia yefectos que tienen estas variantes en nuestra poblacion.

En base a estos antecedentes, se puede establecer que, el analisis de las variantes genéticas de
las enzimas encargadas en la metabolizacion de 5-FU para el tratamiento en CCR,es relevante
para, a futuro, generar un tratamiento mas personalizado, logrando mejorar la precision de las
terapias de cada paciente, determinando como el tumor de cada persona puederesponder a la

terapia con 5-FU.

Considerando los antecedentes presentados, es que el presente trabajo de tesis postuld la

siguiente hipotesis:

2 Hipotesis
“Variantes genéticas presentes en TYMS y TYMP se asocian con una disminucion en la tasa de
sobrevida a 2 arios en pacientes con cancer colorrectal en etapa IV con tratamiento basado

en 5-FU”

Para abordar la hipotesis se plantearon los siguientes objetivos:
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3 Objetivos
3.1 Objetivo general

Estudiar, en pacientes con cancer colorrectal en etapa IV, la asociacion entre la presencia de las
variantes genéticas de TYMP y de TYMS, y la tasa de sobrevida a 2 afios en pacientes con

tratamiento basado en 5-FU.

3.2 Objetivos especificos

1) Determinar las frecuencias de las variantes genéticas de TYMP (rs11479) y de TYMS
(rs12280056) en pacientes con cancer colorrectal etapa IV y poblacion general.
2) Establecer la asociacion entre las variantes genéticas y las variables clinicas con la tasa de

sobrevida global a dos afios en pacientes con cancer colorrectaletapa I'V.

4 Materiales y Métodos

4.1 Seleccion de individuos y muestras de estudios

4.1.1 Tipo de estudio

Se realizd6 un estudio de tipo observacional utilizando una cohorte retrospectiva. Se
consideraron como expuestos y no expuestos a aquellos pacientes con la(s) variante(s)
genética(s) y a los pacientes sin la(s) variante(s) genética(s), respectivamente. Se incluyeron
pacientes con cancer colorrectaletapa [V tratados con alguno de los esquemas que contiene 5-
fluorouracilo (FOLFOX/FOLFIRI/CAPEOX) pertenecientes al Biobanco de Fluidos y Tejidos
del Hospital Clinico de la Universidad de Chile (BTUCH) y al Instituto Nacional del Cancer
(INC) de los cuales se determind la OS a 2 afios (OS-2y-) a cada uno segun el criterio
RECIST, el cual se basa en la evaluacion a la respuesta en tumores solidos utilizado para
determinar la eficacia de los tratamientos en los pacientes con cancer con tumores solidos..
Ademasde esto se realizé un andlisis en poblacion general de las variantes genéticas de este

estudio enpoblacion general para analizar su frecuencia poblacional (Figura 10).
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general Equilibrio de
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Pacientes sin la/s
variante/s genetica/s

Figura 10: Flujograma de disefio de estudio. (A) flujograma de estudio de pacientes en cancer

colorrectal (B) flujograma de estudio en poblacion general.

4.1.2 Calculo del tamafio muestral

Para el calculo de tamafio muestral se realiz6 la aproximacion basada en el estudio de

Stoehlmacher et al 2004, en donde se analizo el factor predictivo de algunos polimorfismos en

genes, dentro de los cuales se encuentra el gen TYMS, en pacientes con cancer colorrectal
metastasico con tratamiento FOLFOX (Stoelhmacher et al, 2004). Para esto se considerdé un
Hazzard Ratio (HR) de 2,14 obtenido en dicho estudio para el genotipo 6bp-/6bp- del
rs12280056 de TYMS, el cual tiene una frecuencia mundial de 0,49, un intervalo de confianza
del 95%, un error a de 0,05, un poder estadistico del 80%. El calculo fue realizado a través de
la pagina Sample-Size.net (www.sample-size.net) basados en la formula Schoenfeld arrojando
un tamano muestral de 61 pacientes, en donde 30 corresponden al grupo expuesto y 31 al

grupo no expuesto.
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4.1.3 Criterios de Seleccion de sujetos en estudio

Criterios de inclusion

» Pacientes mayores de 18 afios diagnosticados con cancer colorrectal metastasico (mCCR)

*  Que cuenten con identificacion del hospital de cirugia o centro donde se hizo el

diagndstico

* Tratados con quimioterapia 5-fluorouracilo/Capecitabina, leucovorina y oxaliplatino

(FOLFOX/CapeOX).

Criterios de exclusion

* Pacientes con mCCR de histologia diferente a adenocarcinoma
* Presencia de patologias del sistema inmune previo al diagndstico de mCCR

* Ausencia de biopsia disponible en el hospital de cirugia o centro donde se hizo el

diagnostico.

» Pacientes incluidos en estudio clinico intervencional como parte del tratamiento de mCCR

4.1.4 Consideraciones éticas

El presente proyecto fue aprobado por el Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud
Metropolitano Norte (SSMN), cumpliendo con las normas sugeridas en la Declaracion de

Helsinki (Helsinki 1964) y considerando el uso de las Buenas Practicas Clinicas (BPC). Los

procedimientos realizados en este estudio se realizaron contemplando las leyes nacionales
N°20.120 (sobre la investigacion cientifica en el ser humano, su genoma prohibe la clonacion
humana), N° 19.628 (sobre la proteccion de la vida privada) y N° 20.584 (Regula los derechos
y deberes que tienen las personas en relacion con acciones vinculadas a su atencion de salud).
Como la recoleccion de muestras y datos fue bajo protocolos del BTUCH, se aseguro el correcto
resguardo de muestras bioldgicas y datos clinicos de los pacientes. Por otra parte, debido a la
alta tasa de mortalidad que presenta el cancer estudiado y las complicaciones que puede causar
el contactarse con los familiares, el SSMN aprob6 que las muestras y datos clinicos fueran

obtenidos bajo una dispensa al consentimiento informado (ANEXO I).
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4.2 Etapas experimentales y metodologia

4.2.1 Extraccion de ADN tumoral y/o germinal desde biopsias fijadas en

formalina y embebidas en parafina

Previo a la realizacion de esta tesis las muestras de tejido tumoral fueron recolectadas
previamente de los servicios de anatomia patoldgica respectivos, de los cuales se procedio a
enviar a revision dichos cortes histologicos con tincion de eosina y hematoxilina al médico
anatomopatologo del BTUCH para confirmar nuevamente el diagnostico, demarcar las zonas

tumorales y no tumorales, indicar el porcentaje de células y la infiltracion linfocitaria.

Para la extraccion de ADN del tejido tumoral se realizaron cortes histoldgicos de los tejidos
recolectados basandose en el criterio anatomopatoldgico previo. Si las zonas tumorales
superaban el 80% del tejido inicial se realizaban dos cortes de 10 pm los cuales fueron
depositados en tubos Eppendorf estéril de 2,0 mL. Si las zonas tumorales eran menores al 80%
del tejido inicial se realizaban entre 6 a 8 cortes (dependiendo del tamafio de la zona) de 10
um depositados en portaobjetos para realizar la microdiseccion de la zona de interés y
depositarla en un tubo Eppendorf estéril de 2,0 mL. Si la muestra provenia de colonoscopia,
se realizaban 8 cortes de 10 pm y se depositaron 2 cortes en tubos Eppendorf estériles de 2,0

ml. Dichos criterios fueron estandarizados en el ANEXO II.

Una vez obtenida las muestras se procede a realizar la extraccion de ADN mediante el uso del

kit AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen) segun las recomendaciones del fabricante.

4.2.2 Extraccion de ADN germinal a partir de Buffy coat

Para la extraccion de ADN en poblacion general, se reclutaron voluntarios en el laboratorio
de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética (CQF) de la Universidad de Chile (ANEXO
III). De dichos pacientes se obtuvo una muestra de 5 mL aproximadamente de sangre la cual
fue inmediatamente centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos para separar el Buffy coat del
plasma y los eritrocitos en un tubo Eppendorf estéril de 2,0 mL. Del buffy coat obtenido se
realizo la extraccion de ADN mediante el uso del kit E.Z.N.A.®Blood DNA Mini Kit,
Omega Bio-Teksiguiendo las indicaciones del proveedor. Dicho ADN fue almacenado a -

80°C hasta su utilizacion en la genotipificacion.
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4.2.3 Cuantificacion y controles de calidad del ADN

El ADN germinal y tumoral fue cuantificado mediante espectrofotometria con el equipo
Denovix DS-11 (nanodrop), el cual mide la concentracion de ADN, RNA, proteinas o
compuestos inorganicos mediante el analisis de absorbancia de dichas moléculas ante un rango
de longitudes de onda diferentes. Para controlar que nuestras muestras de ADN fueran lo mas
puras posibles se realizo una medicion de las longitudes de onda 230, 260 y 280 en cada muestra
para realizar las proporciones 260/280 y 260/230 nm, las cuales permiten determinar si la
muestra no presenta contaminantes con fenoles acidos, guanidina o proteinas. Una muestra ideal
de ADN vy utilizada en la determinacion de las variantes genéticas tendrd una relacion 260/280

entre 1,8 a 2,0 y una relacion 260/230 entre 1,9 y 2,2.

4.2.4 Analisis de variabilidad genética en ADN gendmico o tumoral

La determinacion de las variantes se realiz6 mediante PCR en tiempo real asociado a sondas
TagMan® a una concentracion de 20 ng/uL. Se utiliz6 el programa PCR recomendado por el
fabricante con las sondas descritas en la Tabla 1. Las determinaciones se realizaron en el equipo
Biorad ®. De manera paralela se genotipificaron las variantes en tejido tumoral para analizar si
existen cambios significativos en la presencia de dichas variantes en células tumorales y no

tumorales. (ANEXO 1V).

Tabla 1: Descripcion sondas 7TagMan® utilizadas

Gen SNP ID Secuencia de contexto sonda TagMan®
TYMP| c.1412C>T | rs11479
S471L CGGCAGAACGAGCTCTGCGAAGGGCIA/GIAGGGGGCG
GCGAATGGCGCGCGGTC
TYMS | TYMS rs1220086| ATGTAGAGTGTGGTTATGAACT|TTAAAG/~TTATAGTT
3’UTR GTTTTATATGTTGCT
6bp ins-del

TYMP: Gen timidina fosforilasa, TYMS: Gen timidilato sintasa.

29




4.2.5 Analisis de variables genéticas en poblacion general

Se realizé un estudio de genotipificacion de las variantes genéticas previamente mencionadas
en poblacion general. El ADN del grupo de estudio fue extraido a partir de buffy coat y
analizada segun los criterios de cuantificacion y control de calidad previamente establecidos en
el punto 4.2.3. Del mismo modo se realizé el PCR en tiempo real usando las sondas previamente
establecidas en la tabla 1. Con esto podemos determinar la frecuencia de estas variantes en
poblacion general chilena y asociar si estos alelos cumplen con el equilibrio de Hardy-Weinberg

(HWE).

4.2.6 Recoleccion de datos clinicos

Se realizo la revision de las fichas clinicas de los pacientes seleccionados y se recopilaron datos
que incluyen: sexo, edad, fecha del diagndstico, fecha de fallecimiento, fecha de tratamiento
quimioterapéutico de primera linea y esquema utilizado, fecha de tratamiento
quimioterapéutico de segunda linea y el esquema utilizado, diagnostico del médico
anatomopatdlogo, TNM, diagnostico oncologia médica, cancer secundario, grado del tumor,
comorbilidades asociadas, entre otros. Todos estos datos clinicos se recopilaron en un case

report formulary (CRF) adecuado al estudio (ANEXO V).

4.2.7 Analisis estadisticos

Para caracterizar a cada uno de los grupos de estudio se realizaron andlisis de estadistica
descriptiva utilizando las medidas de tendencia central promedio, mediana y desviacion
estandar. Los analisis estadisticos de asociacion de la eficacia se realizaron mediante curvas de

Kaplan-Meier. Para determinar las diferencias significativas entre las curvas se utilizo el fest

de log-rank. Posterior a eso, se analizo la implicancia de cada variante genética y su asociacion
con la OS a 2 afios. Este analisis se realizo mediante el analisis de regresion de Cox, en donde
se determinaron los datos de Hazzard Ratio (HR) de cada una de las variables. Las variantes
genéticas se analizaron mediante modelos de herencia codominante, recesiva y dominante.
Estos andlisis se realizaron de manera univariada y se determiné que aquellos con un p-value

menor a 0,05 son significativos.
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Las variables que presentaron un p-value menor a 0,2 fueron consideradas para el analisis
multivariado (Dupont et al, 2009). Se realizaron analisis de regresion de Cox multivariado
mediante el método “step-by-step” y se consideré como mejor modelo aquel que presente un
mejor p-value. Todos los andlisis se realizaron utilizando el paquete estadistico Survival en el
Stata/SE 11.1, Considerando para todos ellos un poder estadistico de 80% y una significancia

del 95%.

S Resultados
5.1 Caracterizacion clinica de los pacientes mCCR

De un total de 63 pacientes incluidos en el estudio, 49,2% corresponde a hombres y 50,8% a
mujeres. Dichos pacientes al momento de ser diagnosticados con cancer colorrectal metastasico
tenian una edad promedio de 63 + 12,2 afos. La localizacion tumoral més frecuente en este
grupo de estudio fue el lado izquierdo con un 50,8% seguido por el derecho con un 24,6% y
finalmente recto con un 21,5%, en esta variable también hay un porcentaje de datos no
disponibles (ND) con un 3,1% en este apartado. El acronimo ND corresponde a la ausencia de

datos en la ficha clinica entregada (Tabla 2).

Los esquemas quimioterapéuticos mas frecuentes en los pacientes fueron CapeOX
(capecitabina con oxaliplatino) y el esquema FOLFOX, ambos con un 41,5%. Las terapias
menos frecuentes fueron: FOLFOX con terapia biologica, FOLFIRI sin terapia biologica y
FOLFIRI con terapia bioldgica. Con respecto a la quimioterapia de segunda linea un 63,1% de

los pacientes inici6 un tratamiento de segunda linea basado en 5-FU (Tabla2).

Con respecto a la clasificacion histopatologica el 78,8% de los pacientes presentaron histologia
del tipo adenocarcinoma, 7,7% adenocarcinoma mucinoso, 6,2%, adenocarcinoma
tubulopapilar, 3,1% adenocarcinoma con células en forma de anillo de sello, 3,1%
adenocarcinoma tubular-mucinoso y s6lo 1 paciente present6 una histologia de adenocarcinoma
cribiforme. El grado de diferenciacion tumoral del grupo de estudio presenta un 16,9% de
tumores bien diferenciados, un 63,1% de tumores moderadamente diferenciados y un 7,7% de

tumores poco diferenciados (12,3% ND) (Tabla 3).

En cuanto a la clasificacion TNM de los pacientes: el tamafo tumoral (T) mas frecuente fue
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T3 con un 53,8%, seguido del T4 con un 15,4%, en donde especificamente la clasificacion T4a

estaba presente en un 10,8% y T4b en un 4,6% (23,1% ND) (Tabla 3).

En lo que respecta a los nddulos linfaticos invadidos (N), debido al bajo numero de pacientes y
a la gran variedad de clasificaciones de este estadio (NO, Nla, N1b, Nlc, N2a y N2¢) fue
necesario agrupar las clasificaciones en estadios NO, N1 y N2 con el fin de tener un mayor
poder estadistico para andlisis posteriores. Por lo que después de agrupar bajo dicho criterio se
determin6 que la clasificacion N1 era la mas frecuente con un 33,8%, seguido de N2 con un
27,7 y finalmente NO con un 18,5% (20% ND). Finalmente, en lo que respecta a la metéstasis
todos los pacientes presentaban por lo menos 1 sector metastasico, pero debido a las
inespecificidades de los datos clinicos no se pudo determinar una etapa especifica para el
apartado M. A pesar de esto, dentro de los principales sitios de metastasis indicados en las
fichas de los pacientes, la metastasis hepatica fue la mas frecuente con un 70,8%, seguida de la
metastasis depulmoén con un 46,2% y un 41,1% de pacientes presentan otro tipo de metastasis,
dentro de las cuales se incluyen metastasis en hueso, cerebro, ovarios, entre otros. Un 50% de
los pacientes con metastasis hepatica presentaron otro foco metastasico, principalmente en

pulmoén (Tabla 3).

Tabla 2. Caracteristicas generales de los pacientes mCCR del estudio.

CARACTERISTICAS DE LOS
PACIENTES
Sexo Porcentaje (n)
Hombre 49,2% (31)
Mujer 50,8% (32)
Edad Diagnéstico
Promedio + D.E. 63+12.4
Mediana 66
Localizacion de tumor primario Porcentaje (n)
Derecho 23,8% (15)
Izquierdo 50,8% (32)
Recto 22,2% (14)
ND 3.2% (2)
Quimioterapia 1° Linea Porcentaje (n)
CapeOX 42,9% (27)
FOLFOX 42,9% (27)
FOLFOX+ terapia bioldgica 6,3% (4)
FOLFIRI 3,2% (2)
FOLFIRI +Terapia biologica 4,8% (3)
Quimioterapia 2° Linea Porcentaje (n)
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Con QMT 2° Linea

65,1% (41)

Sin QMT 2° Linea

34,9% (22)

CapeOX: Capecitabina + oxaliplatino, FOLFOX: 5-FU, LV, oxaliplatino, FOLFIRI:
5-FU, LV,irinotecan. QTM: quimioterapia.

Tabla 3. Caracteristicas generales de las muestras de tumor primario obtenidas de

pacientesmCCR.
Tipo de muestra Clasificacion TNM
Tipo Histolégico Porcentaje (n) T Porcentaje (n)
. T2 7,9% (5)
Adenocarcinoma 79,4% (50) T3 54% (34)
Adenocarcinoma tubulopapilar 4,8% (3) T4a 11,1% (7)
Adenocarcinoma mucinoso 7,9% (5) T4b 3,2% (2)
Adenocarcinoma tubular y mucinoso 3,2% (2) ND 23,8% (15)
Adenocarcinoma con células en anillo de sello 3,2% (2) N Porcentaje (n)
Adenocarcinoma cribiforme 1,6% (1) NO 17,5% (11)
Grado de diferenciacion Porcentaje (n) N1 34,9% (22)
Bien diferenciado 15,9% (10) N2 27,0% (17)
Moderado 63,5% (40) ND 20,6% (13)
Poco diferenciado 7,9% (5)
ND 12,7% (8)
Tipo de Metastasis
Otras
Metastasis Hepatica Porcentaje (n) .. Porcentaje (n)
Metastasis
Presente 73% (46) Presente 42.9% (27)
Ausente 27% (17) Ausente 57,1% (36)
Mas de un
foco
Metastasis Pulmonar Porcentaje (n) metastasico Porcentaje (n)
en distintos
0rganos
Metastasis
Hepatica
Presente 46% (29) mas otro 42,9% (27)
foco MTT
Ausente 54% (34)

ND: No datos disponibles; MTT: metastasis, TNM: Tamario tumoral (T),
nodulos linfaticos invadidos (N), metastasis (M).
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5.2 Determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variante de TYMP'y

TYMS en pacientes con mCCR y en poblacion general

La determinacion de las variantes genéticas de 7YMP y TYMS se realizaron mediante PCR en
tiempo real asociado a sondas TagMan® (ANEXO IV). Las frecuencias genotipicas y alélicas
determinada en el estudio se observan en las tablas 4 y 5 respectivamente. Estas variantes
fueron obtenidas a partir de buffy coat de poblacion general (PG) y a nivel tumoral en
pacientes con mCCR, con previa estandarizacion para determinar si dichas variantes no son
alteradas por mutaciones tumorales. Se observd que la variante rs11479 posee la misma
frecuencia en tanto los grupos de poblacion general como mCCR. Con respecto al rs11280056
no se logré caracterizar a ningun paciente con el genotipo 6bp+/6bp+. Segun la base de datos
de Ensembl la frecuencia del alelo 6bp+ en el mundo es de 0,51 y dependiendo de cada region
de este variandichas frecuencias, lo que si es necesario destacar es que tanto las frecuencias
alelas como genotipicas son estadisticamente diferentes entre ellas (p < 0,001) siendo la

presencia del alelo de 6bp+ la mas notable entre los 2 alelos (Tabla 4 y 5).

Tabla 4. Frecuencias genotipicas de los rs11479 y rs12280056 en poblacion general (PG) y

pacientes con cancer colorrectal metastasico (mCCR).

rs y genotipos rs y genotipos

rs11479 (PG) Porcentaje (n) rs11479 Porcentaje (n)
(mCCR)

CC 83% (69) CC 69,8% (44)

CT 12% (10) CT 12,7% (8)

TT 5% (4) TT 3.2% (2)

rs12280056 Porcentaje (n) ND 14,3% (9)

(PG)

6bp+/6bp+ 0 rs12280056 Porcentaje (n)
(mCCR)

6bp+/6bp- 95% (79) 6bp+/6bp+ 0
6bp+/6bp- 50,8% (32)

PG: Poblacion general, mCCR: cancer colorrectal metastdsico, ND. No datos disponibles.

34




Tabla 5. Frecuencias alélicas de diferentes poblaciones obtenidas de la base de datos publica
Ensembl y nuestros grupos de estudio resaltados en verde (Poblacion general (PG), y pacientes
con cancer colorrectal metastasico (mCCR) junto con un analisis comparativo usando test Chi

cuadrado de las poblaciones PG y mCCR con respecto al rs12280056.

Poblacién rs11479 2s1228005
C |T |6bp+|6bp-
PG 0,89 (0,11 {0,480 (0,52
mCCR 0,89 0,11 |0,25 |0,75 } p = 0,00073
Amerindia 0,83 10,17 | 0,680 (0,32
Africana 0,97 10,03 10,43 (0,57
Caucasica 0,93 10,07 0,67 [0,33
Asiatica 0,71 10,29 | 0,31 [0,69
Sudeste asiatico [0,81]0,19 (0,53 [0,47

mCCR: Cancer colorrectal metastasico.; PG: Poblacion general.

5.3 Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en las variantes genéticas en

poblacién general

Para determinar si nuestras variantes genéticas estan siendo alteradas por cambios externos
como seleccion natural, deriva genética, la cual es definido como la pérdida de alelos por azar
y no por seleccion natural (Masel et al, 2011), hitchhiking o secuestro genético, el proceso en
el cual un alelo sin ventaja evolutiva aumenta su frecuencia debido a que estd asociado o es
cercano a un alelo que presenta una seleccion natural (Barton et al, 2000), el flujo genético, el
cual es el movimiento de alelos entre poblaciones debido a procesos de dispersion como la
inmigracion (Petit et al, 2009), y otros factores mas asociados a la evolucion se decidi6 realizar
una genotipificacion de poblacion general con el fin de definir si nuestras variantes estan siendo
afectadas y de qué forma asocidndolas a un contexto funcional. Por lo cual se realiz6 una prueba
Chi cuadrado (¥?) en los genotipos obtenidos de nuestra poblacion para determinar si se cumple

con dicho equilibrio y no esta siendo afectado por factores evolutivos (Tabla 6).

Ninguno de los genotipos asociados cumpli6é con el HWE en nuestra poblacion general.
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Tabla 6. Determinacion del HWE en poblacion general de los rs11479 y rs12280056.

Genotipo PG Esperados e ¥* tabulado HWE
rs11479
CC 69 66 11,789 3,841 No
CT 10 16 cumple
TT 4 1
rs12280056
6bp+/6bp+ 0 19 68,437 3,841 No
6bp+/6bp- 79 41 cumple
6bp-/6bp- 4 23

x% Chi-Cuadrado.; HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg. PG: Poblacion general.

5.4 Analisis estadistico univariado asociado entre variables genéticas y no genéticas

con la sobrevida de pacientes con mCCR

5.4.1 Variables no genéticas

Se compararon de manera univariada las variables no genéticas obtenidas de las fichas clinicas.
El sexo no presentd una asociacion con la OS-2y- (p<0,05). De la misma manera, otras
variables clinicas como la localizacion del tumor primario, etapas T, N, grado de diferenciacion,
histologia del tumor primario, metéstasis pulmonar y tratamiento con CapeOx no lograron
asociarse a la OS-2y- de forma independiente (p<0.05) (Tabla 7, ANEXO VI).

Entre las variables demogréficas evaluadas, la edad de diagnostico fue una variable la cual
presentaba una tendencia a la significancia (p<0,2). Esta variable fue categorizada en 3 grupos
para encontrar una mayor correlacion estadistica con la OS-2y-, estos 3 grupos fueron
pacientes menores a 50 afios (<50 afios), entre 50 y 60 afios (50-60 afios) y mayores de 60 afios
(>60 afios). La categorizacion de estos grupos en un analisis de regresion de Cox concluy6 que
pacientes menores a 50 afios presentaban un riesgo mayor de fallecer que el resto de los grupos
(HR= 2,33, intervalo de confianza de 95% (IC95) =1 —5,41) (Figura 11).

Con respecto a los diferentes tipos de histologias analizadas se pudo observar que
individualmente solo la histologia tubulopapilar esta asociada a la OS-2y- en pacientes co
mCCR (Figura 12) con un 5,2 veces mas el riesgo que pacientes con histologia de

adenocarcinoma tubular (HR = 5,3, IC95 =1,44 — 18,48).
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Figura 11. Curva Kaplan-Meier segun la edad de pacientes con mCCR.
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Figura 12. Curva Kaplan-Meier segun la presencia de histologia tibulo papilar de pacientes

con mCCR.
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Con relacion a la metéstasis hepatica se observo que la presencia de este factor afecta de manera
significativa la OS-2y- de los pacientes con mCCR (Figura 13). Dichos pacientes, mediante
un analisis de regresion de Cox, tienen un HR = 2,46 con un IC95 =1,13 - 5,34 en

comparacion con pacientes sin metastasis hepatica.

Sobrevida vs Metastasis hepatica
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Figura 13. Curva Kaplan-Meier para metastasis hepatica en pacientes con mCCR.
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Con respecto a la presencia de otras metdstasis se encontr6 una asociacion estadistica
significativa entre la presencia de otra metastasis y la OS-2y-, mostrandose como un factor
protector con un HR = 0,40 con un IC95 = 0.21 — 0,76) (Figura 14, Tabla 7). Frente a dicho
analisis contradictorio se decidié hacer un analisis mas exhaustivo para determinar si algun otro
factor estaba alterando los resultados de esta asociacion, por lo cual se analizaron los grupos
con o sin otras metastasis. De estos andlisis se encontré que pacientes sin la presencia de otras
metastasis presentaban en un 89% de su grupo pacientes con metastasis hepatica, en cambio
los pacientes con otras metastasis presentaban solo un 51% de individuos con metéstasis
hepatica. Debido a esta diferencia se pudo inferir que la proporcion de pacientes con presencia
de metastasis hepatica pudo alterar nuestros resultados ya que estos son un factor que influye
en la sobrevida de los pacientes. Por esta razon se volvio a realizar dicho analisis, pero esta
vez en pacientes que no tuvieran metastasis hepatica. Se observdé una tendencia a la
significancia (p-value = 0,1407), dentro de la cual la presencia de otras metastasis es un factor
protector frente a pacientes con solo metastasis hepatica, con un HR =0,39 y un IC95 = 0,11 —

1,42. Por ultimo, es necesario aclararque en el apartado “otras metastasis” se encuentra una
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gran variedad de otros tipos de metastasis, siendo la dsea la mas comun con 2 pacientes
de un total de 28, presentando este tipo de metastasis, del resto existe un apartado para cada
uno, por lo que los datos pueden no ser 100% confiables debido a una alta heterogeneidad de

tipos de metastasis (ANEXO VI).

Sobrevida vs Otras metastasis
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Figura 14. Curva Kaplan-Meier para la presencia de otras metéstasis en pacientes con

mCCR.

Ausencia Presencia |

5.4.2 Variantes genéticas:

Se compararon de manera univariada las variantes genéticas de TYMP y TYMS mediante el uso
de 3 modelos de herencia: dominante, recesivo y codominante. En cada uno de estos analisis se

determino su asociacion a la sobrevida en curvas Kaplan-Meier.

En relacion con la variante T7YMP c.481 C>T (rs11479), se presentaron los 3 genotipos
esperados (CC, CT y TT), por lo cual se logré analizar usando los 3 modelos de herencia
anteriormente mencionados para determinar su asociacion a la OS-2y-. El modelo de herencia
dominante fue el que mejor se ajustd a la variante, a pesar de eso no logro llegar a la

significancia estadistica (p = 0,41) (Figura 15).
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Sobrevida vs rs11479 modelo dominante
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Figura 15. Curvas Kaplan-Meier asociadas a los genotipos de la variante 7YMP c.481 C>T
(rs11479) en pacientes con mCCR.

En relacion con la variante 3’UTR del gen TYMS (rs12280056) no se encontraron genotipos
6bp+/6bp+ en el grupo de estudio, por lo que se compararon solo los genotipos 6bp+/bp- y 6bp-
/6bp- con la OS-2y-. Se observo una asociacion negativa al genotipo 6bp-/6bp- a la OS-2y-
con respecto a los pacientes heterocigotos (p = 0,0128) (Figura 16), aumentando en 2,14
veces el riesgo de fallecer que los pacientes con el genotipo 6bp+/6bp- (HR = 2,14, 1C95=1,16
—3,96) (Tablas 7y 8).

Todas las regresiones de Cox univariadas analizadas cuyo p-value del modelo es menor a 0,2

se pueden ver en la Tabla 7. Todas las otras regresiones de variables con p-value un mayor a
0,2 estan en ANEXO VIII.
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Figura 16. Curvas Kaplan-Meier asociadas a los genotipos de la variante 3’UTR del gen

TYMS (rs12280056) en pacientes con mCCR.

Tabla 7: Analisis univariado por regresion de Cox de variables clinicas.

Variable HR IC 95% p-value p-value del
modelo
Edad
Mayor a 60 afios 1 - ref 0,1927
50-60 anos 1,08 0,51-2,28 0,84
Menor a 50 afnos 2,33 1,02 -5,42 0,05
Metastasis Hepatica
Ausencia 1 - ref 0,0136
Presencia 2,45 1,12 -5,34 0,023
Otras metastasis
Ausencia 1 - Ref 0,0035
Presencia 0,40 0,21 -0,76 0,005
Histologia tibulopapilar
Ausencia 1 - Ref 0,033
Presencia 5,16 1,44 — 18,48 0,012

HR = Hazzard Ratio; IC 95% = Intervalo de Confianza,; Ref = Referencia para analisis

estadistico; en negrita sedestacan las variables con p-value < 0,05
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Tabla 8: Analisis univariado por regresion de Cox de variables Genéticas.

Variable HR p-value IC 95% | p-value del modelo
TYMS 3'UTR 6bp+/6bp- (rs12280056)
6bp+/6bp- 1 Ref -- 0,013
6bp-/6bp- 2,14 0,015 1,16 —
3,96
TYMP ¢.1412C>T (rs11479) Modelo codominante
CC 1 Ref -- 0,6416
CT 0,76 0,54 0,32 -1,88
TT 0,5 0,5 0,07 - 3,78
TYMP ¢.1412C>T (rs11479) Modelo Dominante
CC/CT 1 Ref -- 0,3931
TT 0,71 0,41 0,31- 1,61
TYMP ¢.1412C>T (rs11479) Modelo recesivo
CC/CT 1 Ref -- 0,4862
TT 0,52 0.53 0,07 —
3,94

HR = Hazzard Ratio; IC 95% = Intervalo de Confianza,; Ref = Referencia para analisis
estadistico; en negrita sedestacan las variables con p-value < 0,05

5.5 Analisis multivariado de variantes genéticas y variables no genéticas en un modelo

de regresion de Cox multivariado

Una vez realizado los analisis independientes de cada variable y su asociacion a la OS-2y- en

este grupo de estudio, se analizaron en conjunto las variables cuyo p-value fue menora 0,2,

exceptuando la variable de otras metéstasis. Dentro de estos modelos se decidio realizar dos

modelos: el primero solo con variables clinicas (Tabla 9), y el segundo con variantes

genéticas y clinicas (Tabla 10).

Tabla 9: Analisis de regresion de Cox multivariado para variables clinicas.

Variable HR p-value IC 95% p-value modelo
<50 afos 2,52 0,055 1,07 — 5,94 0,0073
Metastasis Hepatica | 2,46 0,018 1,16 — 5,20 n= 53, eventos

=39
Histologia 3,41 0,069 0,91 -12,81
tubulopapilar

HR = Hazzard Ratio; IC 95% = Intervalo de Confianza,; Ref = Referencia para analisis
estadistico; en negrita se destacan las variables con p-value < 0,05; Eventos = numero de
personas fallecidas dentro de los 2 arios de seguimiento
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Tabla 10: Analisis de regresion de Cox multivariado para variantes genéticas y variables

clinicas.
Variable HR p-value IC 95% p-value modelo
<50 afnos 2,61 0,042 1,03 -6,16 0,0014
Metastasis Hepatica 2,43 0,059 0,93 -4,41 | n=53, eventos =
Histologia 2,37 0,208 0,62—-9,11 | 39
tubulopapilar
Genotipo 6bp-/6bp- 2,38 0,017 1,16 — 4,85

HR = Hazzard Ratio; IC 95% = Intervalo de Confianza, Ref = Referencia para analisis
estadistico; en negrita se destacan las variables con p-value < 0,05, Eventos = numero de
personas fallecidas dentro de los 2 afios de seguimiento

De ambos modelos se puede apreciar que una edad de diagnostico menor y la presencia del
genotipo 6bp- homocigoto son variables de riesgo que pueden llegar a duplicar la probabilidad

de fallecer en comparacion a pacientes que no tienen dichas caracteristicas.

Con el fin de realizar una asociacion entre las variante genética rs11479 y el tratamiento
realizado por los pacientes se realizoé un analisis multivariado para determinar si los diferentes
genotipos de esta variante estdn asociadas a la sobrevida en pacientes cuya primera linea
terapéutica fue CapeOx, de dicho andlisis no se encontrd una asociacion con respecto al modelo
dominante de herencia (p-value modelo = 0,221), aun asi no es posible descartar por completo
la falta de asociacion del modelo debido al bajo ntimero muestral de genotipos TT en pacientes

con mCCR (2 pacientes) (ANEXO VI).

5.6 Recalculo del tamano muestral

Adicionalmente a todo lo anterior se hizo un recalculo del tamafio muestral con los datos
obtenidos del analisis multivariado con mejor p-value de modelo para determinar el numero de
pacientes necesario para alcanzar la potencia estadistica. Para esto se uso6 la frecuencia obtenida
del alelo 6bp- de la variante genética TYMS rs12280056 (0,25), el HR obtenido del analisis
multivariado (1,85) y la mediana de sobrevida de los pacientes con 33,9 meses. Todo esto con
un poder estadistico de un 80% y una significancia de un 95%. Con estos datos se obtuvo el

siguiente tamafio muestra:

e Grupo expuesto (con la variante genética): 37

e Grupo no expuesto (sin la variante genética): 110
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e Tamaiio muestral total: 147

En nuestro estudio se logro reclutar a 63 pacientes, con los cuales se pudieron asociar algunas
variables a la OS-2y-. Posiblemente con el tamafio muestral correspondiente otras variables

podrian haber sido incorporadas al modelo multivariado.

6 Discusion

En la presente tesis, se busco determinar la asociacion de diferentes variables, tanto genéticas
como no genéticas con la tasa de sobrevida a los dos aios de pacientes con mCCR y de esa
manera visualizar que factores presentes en dichos pacientes puedan predecir, a futuro, el
resultado en terapias basadas en 5-FU, con el fin de crear un modelo de tratamiento

personalizado que permita mejorar la eficacia del tratamiento de cancer colorrectal.

6.1 Asociacion univariada de variantes genéticas y variables no genéticas en la

sobrevida

En este estudio se investigo la asociacion de variables clinicas y variantes genéticas de pacientes
con mCCR vy su influencia en la OS-2y- de estos. Dentro de las variables clinicas encontramos
el sexo, la edad de diagnostico de los pacientes, la clasificacion TNM del tumor primario, su
localizacion, histologia, grado de diferenciacion y la presencia de metastasis en otros érganos.
Con respecto a las variantes genéticas se realizo la genotipificacion de las variantes rs11479 del

gen TYMP y 1512280056 del gen TYMS en poblacion general y en pacientes mCCR.

6.1.1 Sexo

Entre las variables analizadas el sexo no fue una variable estadisticamente significativa en
relacion con la sobrevida de los pacientes con cancer colorrectal metastasico, aun asi, existen
varios estudios que lo asocian a la sobrevida en pacientes con cancer colorrectal. Estudios
realizados en pacientes con CCR encuentran que la OS-5y- es mayor en mujeres que en
hombres (Majek et al, 2013, Yang et al, 2017, Joachim et al, 2019). Las causas de este factor
protector se pueden basar en la presencia de hormonas sexuales (estrogenos

principalmente), ya que, al separar por edades encontramos que mujeres mayores de 55 afios
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tienen una menor OS que pacientes hombres de la misma edad (Majek et al, 2013, Purim
2013). Otro factor que puedellegar a ser considerado es la poca participacion de pacientes
hombres en los screenings, esto se puede ver en un estudio de White et al/, en el cual fue un
factor que afecto la OS de ambos sexos, siendo las mujeres las que poseia un menor riesgo y

una mayor participacion de screenings (White et al, 2018).

6.1.2 Edad de diagnéstico

En nuestro estudio, la edad de diagndstico al ser separada en grupos de menor a mayor grupo
etario encontrd una asociacion significativa con la tasa de sobrevida global, siendo pacientes
mas jovenes aquellos con un mayor riesgo a fallecer que el resto de los grupos HR = 2,35. Al
agregar la edad de diagndstico a un analisis multivariado con la presencia o ausencia de
metastasis hepdtica, se obtuvo que el riesgo aumenta al ser un individuo diagnosticado a una

edad menor a 50 afnos (HR= 2,64).

Existen diversos estudios que asocian a los pacientes con diagnéstico de CCR mas temprano
con una menor OS e incluso conun cancer mas agresivo, ya sea con una mayor capacidad
invasiva tanto a nivel linfovascular como perineural, (Gabriel et al, 2018), con una peor
clasificacion TNM (Mitry ef a/, 2001), y hasta, con una histologia mas agresiva como son las
células en forma de anillo de sello (Griffiner a/, 1991). Estos antecedentes se pueden explicar
por 2 posibles causas: una es el retraso en el diagndstico, debido a que normalmente los
screenings de cancer colorrectal se realizan de entre los 45 a los 75 aios, por lo que, pacientes
menores a 45 con CCR tuvieron un cancer solo se pudieron enterar de su presencia por ir al
médico al presentar sintomas, los cuales aparecen después de 10 a 15 afos desde el inicio del
CCR (ACS, 2020), debido a esto este grupo de pacientes presentara un cancer mas avanzado
debido al mayor tiempo que tuvo esta patologia para desarrollarse y expandirse
silenciosamente. La segunda es la alta frecuencia de pacientes jovenes que poseen
antecedentes familiares de CCR y/o factores genéticos asociados a una mayor incidencia de
este cancer. Este tltimo punto fue estudiado por Mauri et al, en donde el 50% de los pacientes
con CCR de inicio temprano tienen por lo menos un factor genético asociado al aumento en la
incidencia, del otro 50% se desconocen las causas asociadas a la presencia de CCR en edades
tempranas (Mauri et al, 2019).La presencia de antecedentes familiares también se respalda en el
estudio de Chung et al (Chung et al, 1998).
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Como proyeccion de este apartado es posible investigar la presencia de mutaciones que puedan
aumentar la incidencia de CCR en los ancestros o los hijos de los pacientes incluidos en este
estudio, para asi determinar si existe un patron genético asociado al desarrollo de esta

enfermedad en Chile.

6.1.3 TNM

En relacion con la clasificacion TNM de los pacientes, diversas investigaciones apuntan a que
mientras mayor sea el estadio tumoral menor sera la probabilidad de tener OS-5y- (Gunderson
et al, 2004, O’Connell ef al, 2004, Oh et al, 2007). Del mismo modo la cantidad de nodulos
linfaticos invadidos por células tumorales también son un factor que esta asociado a una
menor OS-5y- (Gunderson et al, 2004). Sin embargo, existen estudios que ven la clasificacion
T y N de diferente forma. Por mas de 80 afios la clasificacion TNM se ha mantenido para
cancer colorrectal y las nuevas subcategorias de cada etapa generan mas especificidad
(T4a/T4b, N1a/Nlc/Nlc, N2a/N2b, M1a/M1b/Mlc) (AJCC 8th edition), perono reflejan de
manera objetiva el impacto en la sobrevida, sobre todo en etapas Il y III (Li et al,2014, Li et al,

2016, Kong et al, 2018).

En Chile, el diagnostico, la clasificacion TNM y la toma de decision sobre el Optimo tratamiento
se realizan basandose tinicamente en los informes obtenidos desde anatomia patoldgica y en los
resultados de imagenologia. Estos pardmetros fueron establecidos por el Ministerio de Salud
(MINSAL 2012). Este diagndstico es observacional, por lo que depende del juicio del
profesional a cargo que realice dicho analisis y de la guia AJCC de referencia que utilice el
servicio de salud correspondiente (AJCC 8th edition, Minsal 2012). En nuestro estudio, no se
encontraron asociaciones estadisticas con ninguna de las clasificaciones TNM. Dentro de los
posibles factores que pueden influir, uno de los mas relevantes es la falta de informacion de la
clasificacion TNM en algunos de los informes de anatomia patologica de los pacientes. Otros
factores que pueden afectar corresponden al nimero de pacientes incluidos en este estudio, las
diferentes versiones de la clasificacion TNM y la gran variedad de subclasificaciones de estas.
En la octava edicion del manual de etapificacion del cancer para cancer colorrectal se han
descrito las siguientes clasificaciones: para T se encuentran TO, T1, T2, T3, T4a y T4b, para N

se encuentran NO, N1a,N1b, Nlc, N2a y N2b y finalmente para la clasificacion M estan MO,
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Mlay Ml1b (AJCC 8th edition). Cada uno de estos factores posee diferentes requerimientos y
analisis por parte de un anatomopatdlogo para poder ser etapificados correctamente. Del
mismo modo puede haber errores en este tipo de caracterizaciones, ya sea esto en el marco de
que se encontraron datos con una clasificacion de N3, la cual no estd presente en la
etapificacion de cancer colorrectal, pero si en otros tipos de cancer como, por ejemplo, cancer
rectal (AJCC 8th edition), ademas decir que dicho paciente en especifico posee un tumor
primario en colon sigmoide por lo que es posible que exista una confusién con respecto a las 2

evaluaciones.

Esta gran variedad de etapas, junto a diferentes criterios de anatomopatologos y un acotado
numero de pacientes pudieron generar un bajo poder estadistico en el presente estudio, llegando
a tener casos en los cuales clasificaciones como N2 presentan un menor riesgo respecto a las
otras clasificaciones N. Con respecto a coémo cada etapa, de forma individual, afecta
directamente la sobrevida, existen varios estudios que asocian una mayor progresion del
tamafio tumorala una peor sobrevida (Kornprat et al, 2011, Moghimi-Dehkordi et al/, 2008,
Saha et al, 2015). Sin embargo, es necesario aclarar que el tamafio tumoral no es lo tnico
relevante, ya que un estudio de Huang et al asoci6 al estadio T4b menor de 4 cm con una peor
OS-5y- en pacientes T4bNO0/1/2M0O (Huang et al, 2016), de forma similar el modo de
infiltracion puede influir en la sobrevida de los pacientes, esto se demostr6 en un estudio de
Dai et al en el cual se encontr6 que un tumor que invada de manera vertical y no
horizontalmente el intestino tiene una peor OS que el resto del grupo de estudio (Dai et al,

2020).

La presencia de células tumorales en nddulos linfaticos noédulos adyacentes al tumor son
factor de mayor riesgo en la OS-5y- yla DFS de pacientes con CCR a medida que mas
nddulos son invadidos (McDonald et al, 2020, Ong et al, 2016) y en un meta-analisis realizado
por Karjol et al se encontr6 que mientras mayor es el porcentaje de linfonodos metastasicos
presentes en una extraccion quirlrgica, peor es el prondstico que tendran los pacientes, ya sea

en OS como en DFS (Karjol et al, 2020).

A pesar de todo lo anterior, con respecto al tamafio tumoral no se encontraron asociaciones
estadisticas significativas, y de forma contradictoria, se encontré6 una tendencia en la
clasificacion N de factor protector ante la OS en pacientes N2. Estos resultados, debido a la

47



gran variedad de clasificaciones y al bajo tamafio muestral, pudo influenciar en una
inadecuada interpretacion de los resultados, por lo que se considerado necesario a futuro
aumentar el nimero de pacientes con el fin de abarcar el mayor numero posible de
clasificaciones TNM y determinar si dichas asociaciones son correctas, ademas de una ayuda
externa por un anatomopatélogo el cual reanalice y clasifique cada una de las muestras de

estudio y unifique los estadios.

Con respecto al apartado de metastasis (M) las principales metastasis en CCR ocurren en
higado y pulmon, seguidas con un porcentaje menor al 10% que ocurren en hueso, sistema
nervioso, peritoneo, entre otros (Wang et al, 2020, Filip et al, 2020, Qiu et al, 2015, Holch et
al, 2017). En el mundo, un 22% de la poblaciéon con CCR posee una o mas metastasis y de
estos solo un 14% tendra una OS de 5 afos o mds, dentro de las cuales la metéstasis hepatica
es aquella con peor prondstico clinico con respecto al resto (Wang et al, 2020). En nuestro
estudio se encontrd que la presencia de metastasis hepatica se asocid a un riesgo de 2,45 veces
mas de fallecer que aquellas personas que no presentan esta metédstasis en especifico
(Grinscom etal, 2019, Engstrand et al, 2018, Ge et al, 2019). Este Gltimo asocié de manera
multivariada los factores de edad de diagndstico, sexo, estado marital, raza, sitio tumoral,
clasificacion T, N y presencia de metastasis hepatica, pulmonar, cerebral y/o hueso, en cerca
de 20,000 pacientes, generando un modelo predictivo capaz de estimar el riesgo de

supervivencia en pacientes con CCR (Ge et al, 2019).

En nuestro estudio no se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre la
presencia o ausencia de metastasis pulmonar y la OS-2y- en pacientes mCCR. Sin embargo, en
el estudio de Wang et al se compard la presenciade metastasis pulmonar, 6sea y cerebral con
respecto a la presencia de metdstasis hepatica y encontraron que existia una correlacion
negativa en la OS de pacientes con cancer cerebral y 6seo, y de forma contradictoria solo la
presencia de metdstasis pulmonar era un factor protector si se comparaba con metastasis
hepatica (Wang et al, 2020). Este resultado contradictorio puede ser encontrado en otros
estudios (Khattal ez a/, 2012, Miyoshi et al, 2015, Roth et a/, 2009) y aun no se ha encontrado
una explicacion a esto mas que en la potencia estadistica de los datos, ya que el bajo nimero
de pacientes o las diferencias entre la proporcion de factores que afectan a la sobrevida (edad,
estadio TNM, histologia, grado de diferenciacion, entre otros) van cambiando su proporcion a
medidade que se analizan separadamente los grupos y esta segregacion implica una posible
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alteracion de los resultados estadisticos (Wang et al, 2020). Con respecto a esto ultimo es
necesario abordar la presencia de otras metastasis, ya que en este estudio se encontr6 que la
presencia de otras metastasis estd asociada a un factor protector en la tasa de sobrevida global
(HR = 0,48), lo cual es contradictorio. Este hecho puede ser explicado por 2 posibles razones
estadisticas, la primera de estas es la amplia diferencia entre los otros tipos de metastasis
(ANEXO VII) los cuales debido a su bajo nimero a un valor estadisticamente significativo
como para ser utilizados como variables independientes entre si. El segundo punto es como la
segregacion de la presencia de otras metastasis posee una diferente proporcion en diferentes
variables clinicas, pero, sobre todo, la presencia de metastasis hepatica, en la cual seencontro
que pacientes con otras metastasis 51% presentaba metastasis hepatica mientras que el grupo
de pacientes sin otras metastasis presentaba un 89% de metéstasis hepatica. Esta diferencia de
un 38% puede ser la causa de esta ‘‘mejor prognosis en la OS-2y-"" en pacientes con otras
metastasis, por lo cual es necesario en futuros estudios tener un mayor nimero muestral de
pacientes y determinar si estos grupos presentan diferencias de proporcion en diferentes

variables ya sea clinicas o genéticas para tener un resultado lo mas fidedigno posible.

6.1.4 Histologia

En relacion con la histologia del tumor primario en los pacientes CCR se han establecido
asociaciones con la sobrevida. Dentro de los principales tipos histologicos descritos para CCR,
los subtipos adenocarcinoma mucinoso y de anillo en forma de sello son las que mas se han
asociado a una baja en la OS-5y- de los pacientes con CCR (Teka et al, 2021). Entre las
posibles causas de esto se encuentra que estos subtipos estan asociados a un mayor estadio T y
N, localizacién encolon derecho y una alta incidencia de invasion linfovascular y nerviosa
(Teka et al, 2021). A pesar de esto, dentro de los CCR, la presencia de adenocarcinoma
mucinoso es de aproximadamente un 10% y células de anillo en sello cercana al 1% (Li et al,
2019). Dicho esto, en nuestro estudio no se encontré asociaciones estadisticas significativas
con dichas histologias debido a la escasa cantidad de pacientes que presentaban dichas
histologias. Por otra parte, existe una histologia menos conocida en la literatura respecto al CCR
es la histologia de adenocarcinoma tubulopapilar, la cual es referida como una histologia
indiferenciada. De esta histologia se ha descrito en Chile que existe en aproximadamente un
5% de los adenocarcinomas en CCR (Tapia et al, 2010). Segtn la Organizacion Mundial de la
Salud se han clasificado diversas histologias de carcinomas y adenocarcinomas colorrectales,
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entre los cuales encontramos a los adenocarcinomas mucinoso, célula en forma de anillo de
sello, medular, micropapilar, cribiforme, adeno-escamoso, células fusiformes y no
diferenciadas, en nuestro caso la histologia tubulopapilar entra dentro de adenocarcinomas no
diferenciados (Fleming et al, 2012, Remo et al 2019). Con respecto a la asociacion de los
adenocarcinomas no diferenciados y la sobrevida no existen estudios que lo asocien
directamente, ya que, en el Unico estudio asociado a la sobrevida, perteneciente a Qiu et al,
muestra una asociacion de todos los canceres digestivos no diferenciados con una mejor tasa
de sobrevida, sin ahondar en el cancer colorrectal especificamente (Qiu et a/, 2021). Con todo
lo anterior mencionado en nuestra investigacion encontramos una asociacion estadisticamente
significativa con el tipo histologico tubulo-papilar en pacientes con mCCR teniendo estos 5,17
veces mas el riesgo de fallecer que aquellos pacientes con mCCR con histologia de
adenocarcinoma tubular, aunque este factor deja de tener un impacto estadistico significativo
en un andlisis multivariado, por lo que es necesario tener un mayor nimero de pacientes con
esta histologia para determinar si se puede asociar a un modelo multivariado en el cual tenga

significancia estadistica.

6.1.5 Grado de diferenciacion

Cuando se analiza el tumor primario, una variable clinica a considerar por el anatomopatdlogo
es el grado de diferenciacion celular, ya que las células pueden pasar por un proceso de
indiferenciacion, el cual corresponde al cambio gradual tanto de forma genotipica como
fenotipica hacia un tipo celular semejante a una célula madre, generando un cambio
fenotipico en su expresion genética y su agresividad (Jogi ef a/, 2012). Por regla general, un
tumor con un grado de diferenciacion mayor esta asociado a una mejor prognosis para el
paciente que uno poco diferenciado, ya queeste ultimo pierde de forma gradual su capacidad
de organizacion estructural y sus uniones celulares, teniendo una mayor probabilidad de
invadir estructuras vasculares y neurales en comparacion a su contraparte diferenciada (Jogi et
al, 2012). En CCR la presencia de tumores primarios pobremente diferenciados se asocian a
una menor OS-5y- (Halvorsen et al, 1988, Huang et al, 2019), junto con esto la incidencia de
tumores pobremente diferenciados se ha asociado con la edad, siendo los jovenes aquellos con
mayor frecuencia de presentarlos (Ghodssi-Ghassemabadi et al/, 2019). En nuestra
investigacion no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas con respecto al
grado de diferenciacion y la OS-2y- en pacientes con CCR metastasico, esto posiblemente al
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bajo numero de pacientes en el estudio junto con la baja variedad de pacientes con diferentes
grados de diferenciacion, ya que en nuestro estudio se presentaba una amplia mayoria de
tumores medianamente diferenciados, pero careciamos de pacientes con un tumor poco

diferenciado

6.1.6 Localizacion tumoral

El CCR no contempla a un solo tipo de tumor, sus caracteristicas varian dependiendo de su
localizacion e histologia, y estas dependen de las mutaciones genéticas que gatillaron la
formacion del tumor primario (Baran et al, 2018). Frente a esto, podemos encontrar claras
diferencias en los pacientes con tumores LCC y RCC. Respecto a los tumores LCC, se ha
descrito que poseen principalmente una histologia tubular, con morfologia en forma de
polipos y con una via mutagénica asociada a la inestabilidad cromosomal (CIN); en cambio,
los tumores RCC se han asociado principalmente a una histologia de adenocarcinoma
mucinoso, de morfologia plana, lo que dificulta la deteccion de estos porcolonoscopia, y una
via mutacional asociada a la inestabilidad de microsatélites (MSI) (Baran et al, 2018). En lo
que respecta al tratamiento, diferentes estudios asocian a los tumores LCC con una mejor
prognosis ante terapias convencionales con 5-FU y terapia bioldgica, mientras que pacientes
con tumores RCC la terapia convencional por si sola no genera una respuesta Optima, sin
embargo, nuevos estudios demuestran resultados prometedores con la inmunoterapia,debido a
la alta carga antigénica que poseen los tumores RCC (Baran et al/, 2018). En relacion con la
efectividad y la OS, se ha descrito que estas también pueden depender de la localizacion
tumoral. Se ha asociado que existe una leve disminucion, pero significativa en la OS-5y- de
pacientes con tumores RCC (de entre un 5-13% menos de OS que pacientes con tumores LCC)
(Meguid et al, 2008, Lim et al, 2017, Qiu et al, 2018). En otros estudios, en contraste a lo
anterior se ha observado que, de forma individual, la localizacién tumoral no presenta
asociaciones estadisticamente significativas, e incluso llegan a mostrar resultados
contradictorios. Tal es el caso del estudio de Qiu et al, en el cual, el grupo de estudio con
tumores RCC analizado presentdé una menor OS-5y-, excepto en pacientes con ciertas
caracteristicas: mayores de 68 afios, clasificacion TNM T3-4 NO o poca diferenciacioncelular
de tumor primarios. Ademas de esto pacientes con tumores RCC con histologia
adenocarcinoma mucinoso o en forma de anillo de sello tienen mayor sobrevida que pacientes
con tumores LCC (Qiu et al, 2018). Teniendo en consideracion estos resultados
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contradictorios y como las diferentes variables clinicas pueden alterar nuestros resultados, en
nuestra investigacion no se logré encontrar una asociacion estadisticamente significativa entre
la localizacion tumoral y la OS-2y-, lo cual se puede atribuir al bajo tamafio muestral de
nuestro estudio, el cual pudo influir en la falta de asociacion estadistica. Es necesario
mencionar que la gran mayoria de estos estudios se realizaron en mas de 1.000 pacientes, a

diferencia de esta tesis que solo incluy6 63 pacientes mCCR.

6.1.7 Equilibrio de HWE

El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) es una relacion matematica que establece que, si no
existe una presion por el ambiente (por ejemplo, la seleccidon natural, migraciones o
mutaciones), la genética poblacional permanecera en equilibrio (Mayo et al, 2008). En esta tesis
se analizo, en primera instancia, a un grupo de personas conocidas como poblacion general (n
= 83), las cuales se caracterizan por no tener ningin tipo de cancer, siendo un grupo de
estudio ideal para determinar el comportamiento de los polimorfismos genéticos rs11479 y

rs12280056, ya sea su frecuencia y si cumplen con el HWE.

En nuestro estudio se pudo determinar que ninguno de los SNPs analizados cumplian con el
equilibrio de HWE. Esto puede tener 2 explicaciones, la primera es que el tamafio muestral no
fue el suficiente para poder representar de manera correcta la poblacion, y la segunda
explicacion se puede asociar a variados factores como la migracion, la centralizacion de la toma
de las muestras, entre otros. En el caso del rs11479, a pesar de no estar en HWE, su valor
muestra que se encuentra cercano del equilibrio, por lo cual si se aumenta el nimero de
pacientes sanos es posible demostrar si efectivamente estd en dicho equilibrio o no. No es el
caso del rs12280056, el cual notoriamente estd en desequilibrio en nuestra poblacion, esto
debido principalmente a la gran cantidad de heterocigotos presentes en la poblacion. Este
fendomeno se puede explicar por un concepto llamado exceso de heterocigosidad, el cual es un
fendémeno en genética de poblaciones que es definido como un aumento estadisticamente
significativo en la presencia de un genotipo heterocigoto en la poblacion estudiada (Abramovs
et al 2020). Este proceso puede ser influenciado por la seleccion natural como mecanismo de
ventaja ante ciertas enfermedades de caracter recesivo causando que los genotipos
homocigotos ocurran con menor frecuencia (Abramovs et al/, 2020). Lo interesante es que la
presencia de heterocigotos disminuy6 en la poblacion con mCCR, lo cual podria ser un
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indicio de que el genotipo 6bp-/6bp- podria estar asociado con una mayor incidencia a
cancer. Sin embargo, esto es una afirmacion sin estudios previos en los cuales apoyarse. A
pesar de esto, si se puede describir que este genotipo se ha asociado, en diversos estudios, con

una peor DFS o un mayor riesgo derelapse temprano (Afzal et al, 2011, Marques et al, 2017).

6.1.8 Asociaciones entre los rs11479 y rs12280056 en la OS de pacientes mCCR

En este estudio se decidid analizar como los diferentes modelos de herencia de los
polimorfismos genéticos afectaban a OS de pacientes con mCCR. Para la variante genética de
TYMS rs12280056 (3°’UTR 6bp+/6bp-) no se encontrd pacientes con el genotipo 6bp+/6bp+,
ya sea en poblacion general o en pacientes mCCR, por lo que en este estudio solo se analizo la
presencia del genotipo heterocigoto (6bp+/6bp-) y el homocigoto 6bp-/6bp-. De este analisis se
pudo determinar que existe un mayor riesgo en la sobrevida global al presentar el genotipo 6bp-
/6bp- (HR = 2,36, p-value = 0,014). Son variados los estudios que hablan de esta variante, los
cuales han descrito asociaciones con solo ciertos genotipos o en conjunto con otras variables,
como lo es por ejemplo la expresion genética o proteica de TYMS, y han descrito que los
pacientes con los genotipos 6bp-/6bp- 0 6bp+/6bp- presentan una peor DFS (Afzal et al, 2011).
En otros estudios se han descrito que de manera individual el alelo 6bp- se ha asociado a un
mayor riesgo de recurrencia temprana (Marques et al, 2017), mientras que otros han indicado
que al alelo 6bp+ se ha asociado con una mayor expresion de 7YMS y una peor OS-5y- que el
resto de los genotipos (Mandola et al, 2004, Gao et al, 2013). Esta mayor expresion por parte
del alelo 6bp+ se puede asociar a una mayor estabilidad presente en el ARNm de TYMS, por
lo que este cambio en la expresion podria ser un futuro factor a utilizar para determinar el
pronostico de los pacientes mCCR. Esto es algo que seha descrito en variados estudios, los
cuales asocian la disminucion de la expresion de 7YMS con una mejor prognosis en pacientes
con cancer (Bai et al, 2015, Hua et al, 2007, Soong et al,2008, Ciaparrone et al, 2006, Ahn et
al, 2005, Lassmann et al, 2005, Ohrling et al, 2005, Tomiak et a/, 2001). Sin embargo, existen
estudios que no han encontrado asociacion entre la expresion de 7YMS y OS (Jiang et al,
2019, Abdallah et al, 2015, Chiorean et al, 2012, Vallbohmer et al, 2007, Aguiar et al, 2005,
Ma et al, 2004,) o han encontrado asociaciones que contradicen lo anteriormente mencionado
(Sasako et al, 2015, Edler et al, 2002). Junto con los cambios en la expresion de TYMS
también hay que enfocarse en que no solo las variantes genéticas en el mismo gen conduciran
a cambios en su expresion, sino que también existen factores externos al propio gen que
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pueden regular su expresion. Un ejemplo de esto se encuentra en el estudio realizado por
Varghese et al, en el cual se asocia al factor de transcripcion “‘Forkhead box protein M1’ o
FOXMI, con la resistencia a 5-FU mediante el aumento de la expresion genética de TYMS,
TK1 y TYMP cuando este factor de transcripcion es sobre expresado en diferentes lineas
celulares de CCR (Varghese ef a/, 2019). En vista de todos estos antecedentes, una proyeccion
de este estudio podria ser enfocarse en la expresion de 7YMS junto con sus variantes genéticas
que mayor implicancia podrian tener en la sobrevida como son el rs12280056, rs45445694 y el
1s34743033 (Panczyk et al, 2014), y la sobreexpresion del factor de transcripcion FOXM1
(Shimamoto et al, 2016) para generar un modelo predictivo de la efectividad de la terapia

basada en 5-FU junto con sus reguladores transcripcionales en pacientes con CCR.

Con respecto a los analisis realizados del gen TYMP se pudo determinar que no existe una
asociacion estadistica significativa entre la presencia del rs11479 con la sobrevida global en
pacientes con mCCR, tanto de manera independiente como de manera multivariada. Debido a
que se alcanzd el nimero muestral necesario para realizar este analisis estadistico se puede
establecer que este gen por si mismo ni en asociacion al rs12280056 de TYMS, no esta
influenciado la sobrevida en pacientes con mCCR, lo cual también se ha observado en otros 2

estudios analizando estavariante genética (Meulendijks et al, 2017, Wang et al, 2014).

La enzima TYMP, cumple otras funciones adicionales a la regulacion de la disponibilidad de
timina, las cuales son migracion endotelial y angiogénesis en diferentes tipos de cancer,
incluyendo CCR (Bronckaers et al, 2009), y de algunas enfermedades inflamatorias, en donde
se atribuye una alta expresion de TYMP con un peor prondstico clinico (Bai et al, 2015,
Meropol et al, 2006). Por otro lado, esta enzima es necesaria para la metabolizacion de
capecitabina y 5-FU (Bronckaers et al, 2009), por lo cual podemos encontrar estudios en los
cuales la alta expresion de este gen esta asociada a una mejora en la tasa de respuesta
patoldgica, mejor respuesta a la terapia y mejor OS (Chiorean et al, 2012, Sadahiro et al,
2012, Mitselou et al, 2012). Por otra parte, podemos encontrar estudios en los cuales una baja
expresion estd asociada a un mejor prondstico clinico (Soong et al, 2008). Finalmente
podemos encontrar estudios en los cuales no se encuentra una asociacion estadisticamente
significativa entre la expresion de este gen con respecto a las OS de pacientes con CCR
(Sasako et al, 2015, Hua et al, 2007, Vallbohmer et al, 2007, Ciaparroneet al, 2006, Ahn et al,
2005, Ma et al, 2004). Dada una vista general aun queda mucho para llegar a un consenso si
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es que tanto estas variantes genéticas como la expresion de estos genes pueden tener una
asociacion significativa con la sobrevida de los pacientes mCCR, pero es necesario seguir
realizando estudios poblacionales para determinar como en cada poblacion secomportan estos

parametros y como iran cambiando en el futuro por la migracion y globalizacion.

6.2 Asociaciones multivariadas de las variables genéticas y no genéticas

Finalmente, en esta investigacion se buscé determinar la implicancia de las variantes genéticas
y no genéticas, de manera individual y en conjunto, para determinar su implicancia predictora
en la OS. Dentro de nuestro grupo de estudio de 63 pacientes con mCCR, se observé que la
edad de diagnostico, la presencia de metastasis hepatica, la presencia de una histologia tibulo-
papilar y la presencia del genotipo 6bp-/6bp- (rs12280056) de TYMS en conjuntoson factores
estadisticamente significativos que disminuyen la sobrevida global. De todos los analisis
realizados solo estas 4 variables pudieron ser asociadas de manera significativa con la OS-2y-

de pacientes con mCCR.

En lo que respecta a la literatura existen varios estudios que asocian la presencia del rs12280056
y otras variantes en relacion con la sobrevida global y/o la toxicidad en estudios multivariados.
Por ejemplo, en un estudio de Hamzic et al se detalla que la presencia del alelo 6bp+ del
rs12280056 y la presencia del alelo de 2 repeticiones (2R) del rs45445694 de forma conjunta
estan asociados con el sindrome pie-mano en pacientes con CCR ante un tratamiento con 5-FU
(Hamzic et al, 2020). Aunque existen estudios los cuales no encuentran relacion entre dichas
variantes genéticas en conjunto, incluyendo el rs11479 (Gusella et al, 2009, Meulendijiks et al,
2017), o solo encuentran que una variante se asocia a alguna condicion clinica, como el caso de
Ntavatzikos et al, el cual en estudios del 2017 y 2019 encontrd asociaciones solamente en el
rs12280056 y no en conjunto al rs45445694 u otras variables clinicas. De sus resultados se
determind especificamente que los genotipos de 6bp+/6bp+ y 6bp+/LOH (Perdida de
heterocigosidad: concepto referente a la pérdida de un genotipo heterocigoto a uno
homocigoto debido a inestabilidad cromosomica (Ryland et al, 2015)) estan asociadas a un

peor prondstico clinico en pacientes con mCCR (Ntavatzikos ef al, 2017 y 2019).
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6.3 Limitaciones y proyecciones

Las principales limitaciones del estudio fueron el bajo numero de centros que se incluyeron
para la obtencion de los pacientes mCCR, el complejo reclutamiento de los pacientes con
muestras de tumor primario, la recuperacion de las muestras de ADN que se encontraban
almacenadas por largos periodos, la falta de datos de fichas clinicas y la falta de informacion
especifica con respecto a la causa de muerte de los pacientes y la pandemia mundial por el
SARS-COV2. Como proyeccion de esta tesis se espera lograr un modelo predictivo de la
sobrevida global en pacientes con mCCR al aumentar el nimero de pacientes e incorporar otras
variables que estén involucradas en la metabolizacion de 5-FU y su pro-droga capecitabina,
como las anteriormente mencionadas variantes rs45445694 y el rs34743033 del gen TYMS,
entre otras. Por otro lado, se espera que este estudio tenga una futura aplicacion clinica para

permitir la mejor prognosis de los pacientes mCCR de forma personalizada.

En Chile, el diagnostico de CCR se realiza mediante anatomia patologica e imagenologia,
dentro de la cual puede determinarse la etapa y el mejor tratamiento para el paciente segin los
protocolos establecidos por el Ministerio de Salud. Sin embargo, una falencia que existe en esta
metodologia es la subjetividad, entre cada anatomopatdlogo, de determinar el mismo
diagndstico y, del mismo modo, el tratamiento de la persona depende del médico o del comité
clinico que realice la evaluacion. El objetivo de esta investigacion es utilizar marcadores
moleculares que puedan dar un enfoque mas objetivo a la hora de elegir el mejor tratamiento

del paciente, el cual genere la mejor prognosis y, asi prevenir una nula eficacia del farmaco

dado.

Este tipo de estudios es una puerta a la medicina personalizada, al determinar qué factores
pueden identificar que tratamiento es el Optimo para el paciente y asi evitar que la enfermedad,

0 en este caso, el cancer colorrectal, pueda seguir invadiendo con la misma facilidad que tenia

antes, logrando ser controlado y erradicado a tiempo, mejorando la calidad de vida del paciente

y sus familiares.
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7. Conclusiones

a) En poblacion general, existe un desequilibrio HWE en las variantes genéticas de TYMP y

TYMS, en la que el rs12280056 presenta un exceso de heterocigosidad.

b) Existe un mayor riesgo en la sobrevida de pacientes con mCCR con respecto a la edad de su
diagnostico, metastasis hepatica, histologia tubulo-papilar y genotipo 6bp- homocigoto de

manera uni y multivariada.

¢) Con estos datos se puede dar paso a la generacion de modelos predictivos de la sobrevida para

determinar la eficacia en los tratamientos de los pacientes con cancer colorrectal.
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ANEXOS:

- ANEXO I: Dispensa al consentimiento informado.

PROTOCOLO CQF-EC-001-17

SOLICITUD DE DISPENSA AL CONSENTIMIENTO
INFORMADO DE INVESTIGACION
I.- IDENTIFICACION DEL ESTUDIO:

INVESTIGADOR RESPONSABLE: DR LUIS QUINONES SEPULVEDA

INVESTIGADOR PRINICPAL INC: DR JOSE LUIS LEAL

Titulo del Estudio: FACTORES GENETICOS GERMINALES Y SOMATICOS ASOCIADOS CON
INFILTRACION INMUNE COMO HERRAMIENTAS PREDICTICAS DE RESPUESTA A FOLFOX EN
CANCER COLORRRECTAL METASTASICO

Fecha de presentacion: Julio de 2017

l.- JUSTIFICACION DE LA DISPENSA

Se solicita la dispensa del Documento de Consentimiento Informado de acuerdo a los siguientes

motivos:
* Lainvestigacion hara uso de datos sensibles identificables. .g\
s Lainvestigacion y/o sus resultados NO provocara algun cambio en la conducta clinica hacia A\ £

los participantes
» NO se necesitara contactar a los participantes para obtener informacién adicional

Adicicnalmente mencionamos que la informacion indicada como datos sensibles seran
antecedentes clinicos recogidos mediante el anexo |l del protocolo (formulario de reportes de
casos, CRFs) desde las fichas clinicas de los centros participantes, sin necesidad de comunicacion
con los sujetos para informacion adicional.

Por otra, la metodologia del estudio incluye los analisis moleculares de la biopsia de diagndstico del
tipo FFPE (3-5 cortes de 10 pm) y que permanecen en el archivo de anatomia-patologica d
hospital o centro de diagnéstico del cancer.
Finalmente, comentamos que el presente estudic es del tipo retrospectivo en una enfermedad co?;
alta mortalidad, por tanto, gran parte de los sujetos habran fallecido.

s lah

Investigador Principal: Investigador Clinico:
Dr. B.Q. Luis Quinones S. PhD Dr. José Luis Leal.
Profesor Titular. U. DE CHILE Oncoéloao Médico. INC

Carlos Schachtebeck (ex Las Palmeras) 299 - Quinta Normal - PO Box 70111 - Santiago - Chile 36



ANEXO II: Estandarizacion de extraccion de ADN desde muestras FFPE

Para realizar la extraccion de acidos nucleicos, primero se llevo a cabo la estandarizacion de la
técnica usando el kit AllPrep DNA/RNA FFPE, Qiagen. Esta estandarizacion consistio en 6
pilotos, donde se determind: tipo de corte, reproducibilidad de la técnica, estabilidad de los cortes
a corto plazo, como mejorar rendimiento y pureza de las extracciones. Mediante estos pilotos se
generd una “calculadora” del area tumoral necesaria para obtener un minimo de acidos nucleicos;
con ella podemos determinar la cantidad de cortes necesarios. Queda pendiente el ultimo piloto
para determinar los cortes necesarios para extraer acidos nucleicos desde muestras de

colonoscopia.
Como resultado de esta estandarizacion se llegaron a las siguientes conclusiones:

* Tipo de corte: sera rollo si el area tumoral marcada por el anatomopatdlogo es mayor
a un 80%, si es menor a esta area debe ser microdiseccion. Si es rollo es mejor 2 cortes
de 10um o 3 cortes de 8um que un corte de 20um, ya que con mas cortes de menor
grosor es mejor la desparafinacion del tejido.

» Estabilidad de los cortes a corto plazo: se observa una minima disminucion en la
cantidad de ADN inicial, posterior a 4 semanas del almacenamiento a 4°C. Esto solo
se noto en los 2 cortes de 10um.

*  Rendimiento del kit. para cancer de colon se observé un rendimiento promedio de
56,7ng/uL/cm?, usando xileno como desparafinante y con las condiciones indicadas

en el kit.
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ANEXO III: Ficha de reclutamiento poblacion general

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO: CONFIGURACION DE UN BANCO DE COLECCION DE ADN
PARA ESTUDIOS FARMACOGENOMICOS EN POBLACION GENERAL
CHILENA

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

Teléfonos: 29770741-29770744.

Invitacién a participar: Le estamos invitando a participar en el proyecto de
investigacion "Configuracién de un banco de coleccion de ADN para estudios
farmacogenémicos en poblacién general chilena’, debido a la alta tasa de
variabilidad de respuesta a los tratamientos farmacolégico y la falta de conocimiento
de los factores de relevancia clinica involucrados en esta respuesta.

Objetivos: Este proyecto tiene por objetivo generar una coleccién fisica de material
genético, anoénima 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 farmacolégicos en Chile, lo que sera relevante para
mejorar |a terapia en numerosas enfermedades.

Procedimientos: Si Ud. acepta participar sera 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 brindarle la posibilidad de que su donacién sea a través de
un sistema de extraccién de mucosa oral.
Llenado de una ficha clinica que incluye datos de identificacién personal e
historia médica. Tanto la informacién de la ficha, como los resultados
obtenidos en este estudio son absolutamente confidenciales y pueden ser
dados a conocer solamente a usted, una vez se encuentren disponibles.

- La muestra obtenida y toda documentacion asociada a ella tendra un plazo
méaximo de almacenamiento de 15 afios, luego de lo cual serd eliminado del
biobanco, a menos que en dicha fecha usted vuelva a consentir su uso y/o la
extraccién de una nueva muestra.

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

GE\*SSMNORTG

),
Bapye A
Msmo Asesor de la D:‘(act‘b
€rvicio de Salud
Biropoiitang

//’C— Pagina 1 de 3 version 3.0
gl el
20 MAY 2016

72



Cualguier otro efecto que Ud. considera que puede derivarse de la toma de la
muestra debera comunicarlo a Dr. Luis A. Quifiones en el teléfono 29770741 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 Ademds del beneficio que este estudio significara para el progreso del
conocimiento y el mejor tratamiento de futuros pacientes, su participacion en este
estudio no contempla otros beneficios directos que el de aumentar la informacién
con respecto a su posible respuesta a ciertos tratamientos con medicamentos.

Compensacién: Ud. no recibirda ninguna compensacién econdmica por su
participacion en el estudio.

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

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

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

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

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

Investigador: Luis Quinones S. Teléfono: 29770741 o 90158341, mail:
lguinone@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 informacién de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en
el proyecto “Configuracion 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
CE-SSMNORy,
%am:" Mo Asescr de 12 D\‘et‘d‘b(\ 7
Servicio de Salid ", ’//C/ Pagina 3 de 3 version 3.0

Metropolitano N I

20 MAY 2016



ANEXO IV: RT-PCR rs11479: A) homocigoto TT, B) Homocigoto CC, C) Heterocigoto
CT, D) Control negativo
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ANEXO V: Ficha de reclutamiento de los pacientes mCCR

BASE DE DATOS

Ficha de reclutamiento:

Cod.: REG-001

Revision: 02

Protocolo CQF-EC-001-17 | Fecha: 09/10/2018
Pagina 1 de 2
1. Antecedentes sociodemograficos
Nombres: Ap. Ap.
paterno: materno:
Fecha de Fecha de Ultimo control: Fallecido: Vivo al: Consulta Registro RUT:
nacimiento: screening: Civil:
Y SN SN N SN S N SN SN R SN SN R SN SN R S y
Hospital de
tratamiento Hospital de biopsia Hospital de biopsia
Ficha hospital Ficha hospital de Ficha hospital de
de tratamiento biopsia biopsia
Fechay N° _ ! Fechay N°Biopsia | _ / |/ Fecha y N° Biopsia _F &
Biopsia en
hospital de N° N° '
tratamiento
Tipo biopsia Tipo biopsia Tipo biopsia
Seleccionada Seleccionada Seleccionada (SifNo):
(Si/No): (Si/No):
Cumple
2. CRITERIOS DE INCLUSION
Si No

Pacientes mayores de 18 afios diagnosticados con cancer colorrectal metastasico (CCRm)

diagnéstico

Pacientes que cuenten con identificacién del hospital de cirugia o centro donde se hizo el

(FOLFOX/CAPOX)

Pacientes tratados con quimioterapia S-fluorouracilo/Capecitabina, leucovorina y oxaliplatino

*si tiene al menos una casilla “No”, paciente es excluido

TNM informe AP:

Fecha de diagnéstico:

/ / _ Inicial

Progresion Recaida

Diagndstico AP:

Fecha de radioterapia:
e a L NA__

Grado: Fecha Quimioterapia 1:
_ /. a | /____ NA__ Tipo: Ciclos
TNM segtin OM: Fecha de diagnéstico 2:
_/ /__ Inicial Progresion___ Recaida_
Etapa segin OM: Fecha radioterapia:
s o m e e NAR
Cancer secundario Fecha Quimioterapia 2:
(silno): _/ f  a | /____NA__ Tipo: Ciclos___

Observaciones:
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BASE DE DATOS

Ficha de reclutamiento:
Protocolo CQF-EC-001-17

Cod.: REG-001

Revision: 02

Fecha: 09/10/2018

Pagina 2 de 2

Cumple

Si

No

3. CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes con histologia diferente a adenocarcinoma

Pacientes con patologias del sistema inmune previo al

diagnoéstico de CCRm

Pacientes sin muestra de biopsia disponible en el hospital de cirugia o centro donde se hizo el diagndstico.

Pacientes incluidos en estudio dinico intervencional como parte del tratamiento de CCRm

*si tiene al menos una casilla “Si”, paciente es excluido

¢Paciente es
incluido?

Si: No:

Cadigo de transitorio:

77



ANEXO VI: Analisis estadistico no significativos

Sobrevida vs Sexo
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Sobrevida vs Grado de diferenciacion
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Sobrevida vs Capecitabina
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Sobrevida vs rs11479 modelo recesivo
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Sobrevida vs Histologia Adenocarcinoma Cribiforme
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ANEXO VII: Tabla de especificacion ‘‘Otras metastasis’’

Tipo de metastasis n pacientes
Abdomen 1
Bazo 1
Cerebro 1
Epiplon 1
Estomago 1
Ganglios mesentéricos 1
Implante anexial 1
Implantes retrocucaes 1
Meosigma 1
Mesocolon 1
Mesocolon transverso 1
Epiplon mayor 1
Osea 2
Osteomuscular 1
Ovario 1
Péancreas 1
Para-aorta 1
Paratraqueal 1
Pelvis 1
Peritoneo 3
Retroperitoneo 1
Rifion 1
Sacro 1
Sistema nervioso central 1
ND 4

ND: No datos disponibles



ANEXO VIII: Analisis de Cox univariada, variables no significativas

Variable ‘ HR ‘ p value IC 95% p value
sexo
Femenino 1 ref - 0,7452
Masculino | 0,91 0,745 0,51 -1,62
T
T2 1 Ref - 0,9028
T3 1,34 0,687 0,31-5,72
T4 1,40 0,667 0,3-6,52
N
NO 1 Ref -- 0,1206
N1 I11 0,801 0,48 —2,56
N2 0,47 0,151 0,17 -1,31
Histologia
Adenocarcinoma 1 Ref -
Mucinoso 0,89 0,828 0,32-2,52 0,8257
Anillo en forma de 1,32 0,782 0,18-9,8 0,791
sello
Cribiforme 0,92 0,934 0,13 -6,75 0,9335
Papilar-mucinoso 1,31 0,714 0,31 -5,45 0,7245
Grado de diferenciacion
Bien diferenciado 1 Ref - 0,0281
Moderadamente 0,70 0,399 0,31-1,6
diferenciado
Poco diferenciado 0,11 0,042 0,13-0,92

Localizacion tumoral

Izquierda 1 Ref -- 0,501
Recto 1,54 0,236 0,75 -3,13
Derecha 1,06 0,877 0,51 -2,19

Metastasis pulmonar

Ausencia 1 Ref - 0,7733
Presencia 0,92 0.774 0,51 -1,64

HR = Hazzard Ratio; IC 95% = Intervalo de Confianza; Ref = Referencia para andlisis estadistico, en negrita se

destacan las variables con p-value < 0,05
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