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RESUMEN 

El cáncer colorrectal (CRC) es considerado como una de las enfermedades con mayor relevancia 

en Chile. Los principales tratamientos de este cáncer se basan en la cirugía del tumor, seguido de 

quimioterapia adyuvante basada en 5-FU, conocida como esquema FOLFOX (5-fluorouracilo, 

leucovorina y oxaliplatino). Se han descrito polimorfismos genéticos relacionados con las enzimas que 

eliminan y son blancos de 5-FU, tales como Timilato Sintasa (TYMS) y Dihidropirimidina Deshidrogenasa 

(DPYD). Por otra parte, también se han descrito polimorfismos que afectan la eliminación de oxaliplatino, 

principalmente GSTs (GSTP1). Sin embargo, los resultados de la asociación entre la presencia de los 

polimorfismos genético y la eficacia del esquema FOLFOX, han sido controversiales. Por otra parte, se 

ha observado que distintos microambientes inmunológicos en el tumor pueden generar 

inmunosensibilidad a la quimioterapia, influyendo en la sobrevida del paciente. Frente a el porcentaje de 

infiltración de linfocitos T podría llegar a ser utilizados como un marcador pronóstico de la enfermedad. 

De acuerdo con lo anterior, el presente trabajo tiene por objetivo estudiar retrospectivamente la asociación 

entre la respuesta terapéutica al esquema FOLFOX/CapeOX, las variaciones genéticas en TYMS, DPYD 

y GSTP1, y la infiltración tumoral en pacientes con cáncer colorrectal metastásico. Para cumplir los 

objetivos se realizó extracción de ADN de muestras de biopsia de pacientes con mCRC (n=51 pacientes) 

y se analizaron variables genéticas de TYMS, DPYD y GSTPI mediante PCR en tiempo real asociado a 

sondas TaqMan®. Los genotipos se asociaron con TILs y con variables clínicas obtenidas desde las fichas 

de los pacientes. Se realizaron análisis de sobrevida de cada variable mediante la construcción de curvas 

de Kaplan-Meir y test de log-rank. Posterior a eso se realizó un análisis multivariado mediante un modelo 

de Regresión de Cox. Se observó una relación significativa, con la sobrevida global, en las variables 

GSTP1 (HR=2,03 p-value=0,048 IC95%= 1,00-4,10), DPYD (HR=2,42 p-value=0,016 IC95%=1,176-

5,016), la presencia de metástasis hepáticas (HR=4,21 p-value=0,21 IC95%=1,24-14,28) y el modelo de 

metástasis: Solo hepática (HR=3,9   p-value=0,039), hepática más otra (HR=4,6  p-value=0,022). En 

relación con el análisis multivariado se observa, con significancia estadística, que el alelo C de la variante 

genética en DPYD y no completar los 12 ciclos del esquema FOLFOX/CapeOX, aumentan su 

significancia (HR=6,97 p-value=0,002 y HR=6,69 p-value=0,017, respectivamente). En conclusión, 

nuestros resultados muestran que existe una relación entre variantes genéticas de GSTP1 y DPYD con las 

variables clínicas (presencia de metástasis hepáticas y completar los ciclos del esquema FOLFOX) con un 

aumento en la sobrevida de los pacientes con mCRC. Interesantemente variables genéticas de TYMS 

parecen ser promisorias, aun cuando no se alcanzó una significancia estadística, posiblemente debido al 

aún bajo tamaño muestral. Estos resultados, a futuro, pueden dar pie a la construcción de un modelo de 

predicción de respuesta al esquema FOLFOX en pacientes con cáncer colorrectal en Chile. 

 

Palabras clave: cáncer colorrectal metastásico, FOLFOX/CapeOX, timilidato sintasa, dihidropirimidina 

deshidrogenasa, glutatión-s-transferasa, metástasis hepática, sobrevida.  
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ABSTRACT 

Colorectal cancer (CRC) is considered one of the most important diseases in Chile. The main treatments 

for this cancer are based on tumor surgery, followed by adjuvant chemotherapy based on 5-FU, known as 

the FOLFOX scheme (5-fluorouracil, leucovorin and oxaliplatin). Genetic polymorphisms related to the 

enzymes that eliminate and are targets of 5-FU have been described, such as Thymidilate Synthase (TYMS) 

and Dihydropyrimidine Dehydrogenase (DPYD). On the other hand, polymorphisms affecting elimination 

of oxaliplatin, mainly GSTs (GSTP1), have also been described. However, the results of the association 

between the presence of genetic polymorphisms and the efficacy of the FOLFOX scheme have been 

controversial. On the other hand, it has been observed that different immunological microenvironments in 

the tumor can generate immunosensitivity to chemotherapy, influencing the patient's survival. Against the 

percentage of infiltration of T lymphocytes, it could be used as a prognostic marker of the disease. In 

accordance with the above, the present work aims to retrospectively study the association between the 

therapeutic response to the FOLFOX / CapeOX scheme, the genetic variations in TYMS, DPYD and 

GSTP1, and tumor infiltration in patients with metastatic colorectal cancer. To achieve the objectives, 

DNA was extracted from biopsy samples from patients with mCRC (n = 51 patients) and genetic variables 

of TYMS, DPYD and GSTPI will be analyzed using real-time PCR associated with TaqMan® probes. 

Genotypes were associated with TILs and clinical variables obtained from patient records. Survival 

analysis of each variable was performed by building Kaplan-Meir curves and log-rank test. After that, a 

multivariate analysis was performed using a Cox Regression model. A significant relationship was 

observed, with the overall survival, in the variables GSTP1 (HR = 2.03 p-value = 0.048 95% CI = 1.00-

4.10), DPYD (HR = 2.42 p-value = 0.016 95% CI = 1.176-5.016), the presence of liver metastases (RH = 

4.21 p-value = 0.21 95% CI = 1.24-14.28) and the metastasis model: Hepatic only (RH = 3, 9 p-value = 

0.039), liver plus another (HR = 4.6 p-value = 0.022). In relation to the multivariate analysis, it was 

observed that C allele of DPYD and not finishing the 12 cycles of the FOLFOX/CapeOX scheme, increase 

the significance (HR = 6.97 p-value = 0.002 and HR = 6.69 p-value = 0.017, respectively). In conclusion, 

our results show a relationship between genetic variants of GSTP1 and DPYD with clinical variables 

(presence of liver metastases and complete cycles of the FOLFOX scheme) with an increase in the survival 

of patients with mCRC. Genetic variables of TYMS appear to be promising, even when statistical 

significance was not reached, possibly due to the still small sample size. These results, in the future, may 

lead to the construction of a prediction model of response to the FOLFOX scheme in patients with 

colorectal cancer in Chile. 

 

Keywords: metastatic colorectal cancer, FOLFOX / CapeOX, thymilidate synthase, dihydropyrimidine 

dehydrogenase, glutathione-s-transferase, liver metastasis, survival. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Epidemiología del cáncer colorrectal 

 A nivel mundial, el cáncer es una de las principales causas de muerte. Según datos de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), al año 2018 hubo aproximadamente 18,1 millones de nuevos 

casos y 9,6 millones de muertes a nivel mundial. Dentro de las mismas estadísticas los que más destacan 

por su gran incidencia son el cáncer de mama, próstata, pulmón y colorrectal (GLOBOCAN, 2018). 

 En Chile, el cáncer es la segunda causa de muerte, ocupando un 21% de las muertes totales del 

país en el año 2017. Se estima que para el año 2023 será la primera causa de muerte, superando así a las 

enfermedades del sistema circulatorio (MINSAL, 2019). Dentro de los tipos de cáncer más relevantes, se 

encuentran los cánceres gastrointestinales, teniendo una tasa de mortalidad de un 41,8% del total de los 

fallecimientos por esta causa. Dentro de estos cánceres se encuentra el cáncer colorrectal como segundo 

causante de muertes por cáncer gástricos, alcanzando el 5.9% del total por muertes por cáncer, durante el 

año 2010 (Itriago, L. et al., 2013). Según la Guía clínica AUGE del cáncer colorrectal del MINSAL, se 

observa, al año 2013, una diferencia en la incidencia del cáncer colorrectal, dependiendo del sexo: en 

hombres este cáncer representa el tercer diagnóstico más frecuente y el segundo en mujeres (MINSAL, 

2013). Esto se ha mantenido hasta al año 2018 con la misma distribución, según datos de GLOBOCAN, 

esto se describe para hombres y mujeres en la Figura 1 y 2, respectivamente. A diferencia de lo que ocurre 

en países desarrollados, tanto la incidencia como la mortalidad han aumentado de manera sostenida desde 

la década de los noventa en nuestro país, llegando a una tasa de 20,7 cada 100 mil habitantes y de 10,2 

cada 100 mil habitantes el año 2018, respectivamente (GLOBOCAN, 2018). Posibles causantes de esta 

diferencia tienen relación con la ubicación geográfica de las poblaciones y/o sus hábitos alimenticios 

(Rocco, A. et al., 2003; Watson, A. y P. Collins, 2011). En países desarrollados, como Estados Unidos, 

se ha observado una disminución tanto en la incidencia y como en la mortalidad. Se ha relacionado 

directamente estas disminuciones con las políticas públicas implementadas que permiten realizar 

exámenes de prevención precoz y remoción de lesiones precursoras detectadas en este screening 

(Edwards, B., et al., 2010). En cambio, otros tipos de cáncer en Chile, tales como el de estómago, 

cervicouterino y vesícula, han mostrado una disminución o mantención de sus cifras de incidencia y 

mortalidad hasta el año 2010 (Itriago, L. et al., 2013).  

En general, el diagnóstico del cáncer colorrectal ocurre de manera tardía, lo cual es 

fundamentalmente por la rápida formación de metástasis (Arvelo, F., et al., 2015). Alrededor de un 25% 
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de los pacientes debutan con enfermedad metastásica y hasta un 50% de los pacientes desarrollarán 

enfermedad metástasis a distancia durante la evolución de la enfermedad (Itriago, L. et al., 2013). La tasa 

de sobrevida del cáncer colorrectal es variable y depende de la etapa diagnosticada. En etapas tempranas 

(I, IIA y IIB) los pacientes tienen una tasa de sobrevida a los 5 años de hasta un 90%, en etapas ya más 

avanzadas (IIC y III) su sobrevida disminuye hasta un 71%. En cambio, cuando el cáncer colorrectal ya 

presenta algún grado de metástasis, principalmente en hígado y/o pulmón, la tasa de sobrevida de los 

pacientes a los 5 años es de 14% aproximadamente (American Cancer Society, 2019). 

 

Figura 1. Gráfico dual de incidencia y mortalidad de los 10 cánceres más frecuentes en hombres en Chile 

(lado derecho) y el mundo (lado izquierdo). Barra roja corresponde a mortalidad y barra azul a incidencia. Imagen 

obtenida de Cancer Today, WHO.  
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Figura 2. Gráfico dual de incidencia y mortalidad de los 10 cánceres más frecuentes en mujeres en Chile 

(Lado derecho) y el mundo (Lado izquierdo). Barra roja corresponde a mortalidad y barra azul a incidencia. 

Imagen obtenida de Cancer Today, WHO.  

 

1.2       Diagnóstico e histología del cáncer colorrectal 

El cáncer colorrectal contempla a los tumores malignos originados dentro de las paredes del 

intestino grueso y/o recto. El 90% de los CRC son esporádicos sin ningún factor hereditario o antecedentes 

familiares asociados. Es un cáncer de edad avanzada, ya que el 85% de los pacientes lo desarrollan 

posterior a los 60 años. Dentro de los posibles factores de riesgo, destaca el estilo de vida, principalmente 

se menciona la baja actividad física o el consumo aumentado de carnes rojas y grasas animales. La mayoría 

de los pacientes son asintomáticos o con sintomatología inespecífica (90%), lo que dificulta una temprana 

detección, causando que la mayoría de los pacientes debuten con etapas avanzadas. Dentro de los síntomas 

más comunes que se pueden presentar, destaca el dolor abdominal, cambio en el hábito intestinal, 

rectorragia y hematoquecia (MINSAL, 2013).  

Si se sospecha de CRC, el método estándar de diagnóstico es mediante una colonoscopía larga más 

una biopsia de la zona en sospecha. El anatomopatólogo, según AJCC, determina el TNM del tumor 

primario o el foco metastásico, el tipo histológico y el grado de diferenciación. El TNM indica el tamaño 

del tumor (T), la cantidad de ganglios linfáticos con metástasis (N) y el tipo de metástasis a distancia (M) 

(Weiser, M., 2018). Histológicamente, el 90% de los tumores de CRC corresponden a adenocarcinoma 
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originados desde las células epiteliales de la mucosa del colon (Hamilton, S., et al., 2010). Alrededor de 

un 25% de estos tumores pueden presentar componentes como mucina, lo que puede permitir una mayor 

propagación de las células tumorales a sitios distantes (Saidi, H., et al., 2008). De manera adicional, los 

adenocarcinomas son caracterizados por su formación glandular, es decir cuan similares son a las células 

sanas, lo cual corresponde al grado de diferenciación del tumor. Los tumores bien diferenciados 

corresponden a aquellos que tienen más del 95% de glándulas formadas, los moderadamente diferenciados 

muestran entre un 50% a un 95% de formación de glándulas y los pobremente diferenciados son 

mayoritariamente sólidos con menos de un 50% de formación de glándulas. Se ha descrito que el 70%, 

20% y 10% de los tumores de CRC corresponden a moderadamente, pobremente y bien diferenciados, 

respectivamente (Flemming, M., et al., 2012). Se ha observado que el grado de diferenciación tiene una 

implicancia en la sobrevida de los pacientes con CRC, mientras menos diferenciado el tumor, peor 

prognosis presentan los pacientes (Halvorsen, T. y E. Seim, 1988).  

El colon puede ser separado en 4 grandes áreas: colon ascendente, transverso, descendente, 

sigmoide y recto. Según la vascularización de cada una de estas áreas, se sugiere que existen tres diferentes 

tipos de tumores primarios malignos: tumores de colon derecho o RCC (ascendente y transverso), tumores 

de colon izquierdo o LCC (descendente y sigmoides) y tumores de recto (Ponz de Leon, M. y C. Di 

Gregorio, 2001), todo esto se puede observar en la Figura 3. Se ha observado que la localización de estos 

tumores muestra características clínicas distintas, por ejemplo, la anemia por baja de hierro es más 

prevalente en los pacientes RCC, en cambio presentar síntomas como hematoquecia (sangrado en las 

deposiciones) o cambios en el tránsito intestinal es más prevalente en los pacientes LCC (Saidi, H., et al., 

2008). Se han realizado diversos estudios para asociar la sobrevida de los pacientes a la localización del 

tumor primario, ajustándolos por la etapa de cada uno de estos tumores. Un meta-análisis de estos estudios 

muestra que principalmente los pacientes con RCC se han asociado con un peor pronóstico que aquellos 

con LCC (Petrelli, F., et al., 2016). En mCRC se ha observado que aquellos pacientes LCC con metástasis 

muestran un mejor pronóstico que aquellos RCC con metástasis (Brouwer, N., et al., 2019).  
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Figura 3. Tipos de tumores primarios según ubicación en el colon. Los círculos rojos representan a tumores 

primarios ubicados en el colon derecho (RCC), los círculos en amarillo representan a tumores primarios ubicados 

en el colon izquierdo (LCC) y los círculos verdes a los tumores primarios ubicados en el recto. Imagen creada con 

BioRender.com. 

 

1.3 Biología molecular de los tumores de cáncer colorrectal 

Uno de los aspectos centrales en la formación de CRC es la acumulación progresiva de cambios 

genéticos y epigenéticos que transforman una célula epitelial glandular normal en adenocarcinomas 

invasivos. Volgestein y Fearon, propusieron en 1990 un modelo de progresión tumoral de CRC secuencial 

relacionado con la activación de oncogenes, por ejemplo, genes RAS, en conjunto con la inactivación de 

genes supresores de tumores, por ejemplo, el gen APC, esto explicaría el desarrollo del cáncer de colon 

desde una neoplasia benigna hasta estadios más avanzados (Grady, W. y S. Markowitz, 2015). En la 

actualidad se ha descrito que existen tres importantes vías que permiten el desarrollo de CRC: (i) 

Inestabilidad cromosómica (CIN), caracterizado por anormalidades estructurales y numéricas de 

cromosomas, también se incluyen acumulación de diferentes genes supresores de tumores y oncogenes, 

tales como APC, RAS (KRAS y NRAS), BRAF, PIK3CA, SMAD4 y TP53; (ii) Inestabilidad de 

microsatélites (MSI), causado principalmente por defectos en la reparación del ADN debido a fallas en 

los genes del mismatch repeair (MMR); (iii) Metilación descontrolada del ADN, principalmente en islas 

CpG (CIMP) (Yamagishi, H., et al., 2016; Aghagolzadeh, P. y R. Radpour, 2016). Estas tres vías no son 

mutuamente excluyentes, por lo que es común ver que converjan incluso las tres vías en un mismo tumor 

(Yamagishi, H., et al., 2016; Aghagolzadeh, P. y R. Radpour, 2016).  El crecimiento y la proliferación de 
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la metástasis del CRC depende principalmente de dos vías: la vía VEGF y la de EGFR (Schmoll, H. et al., 

2012). 

En relación con las vías anteriormente descritas, se pueden distinguir dos tipos de cáncer 

colorrectal, los hipermutados y los no hipermutados (Cancer Genome Atlas Network, 2012; An, N. et al., 

2016), cada uno con diferentes características mutacionales. Hoy en día, la carcinogénesis se ve como un 

balance entre el desarrollo de mutaciones y los mecanismos de control del ciclo celular (Kanthan, R., et 

al., 2012). Cuando el ciclo celular ya no es capaz de controlar la tasa de mutaciones, se conoce como 

"Inestabilidad Genómica" mediante varias vías, una de estas es la inestabilidad de microsatelites, 

ampliamente estudiada en cáncer colorrectal (Kanthan, R., et al., 2012; 8. Kudryavtseva, A., et al., 2016; 

Aghagolzadeh, P., et al., 2016). Alrededor de un 15% de los adenocarcinomas de cáncer colorrectal están 

caracterizados por presentar un aumento en la tasa de mutaciones en los genes MMR, lo cual genera un 

alto nivel de inestabilidad de microsatélites y se asocia a un peor pronóstico en pacientes con cáncer 

metastásico (Venderbosch, S., et al., 2014; Nöpel-Dünnebacke, S., et al., 2014). Por otro lado, se ha 

observado en cáncer colorrectal que la proteína KRAS, perteneciente a la vía del factor de crecimiento 

epidermal (vía EGFR), se encuentra altamente mutada (alrededor de un 40% de tumores colorrectal, 

presentan mutaciones en KRAS) (Kanthan, R., et al., 2012; Grady, W. y C. Pritchard, 2014). Los pacientes 

que presentan mutaciones en KRAS no pueden ser tratados con fármacos inhibidores del receptor EGFR, 

ya que se ha observado una disminución de su eficacia (Tol, J., et al., 2009). Otra de las proteínas mutadas 

que ha mostrado un efecto en la tumorigénesis, es BRAF. Mutaciones en el gen BRAF, se han encontrado 

entre 10 a 15% de los tumores de cáncer colorrectal. Se ha visto que mutaciones en el gen BRAF y KRAS 

son mutuamente excluyentes, es decir que con solo presentar una se puede afectar la tumorigénesis vía 

MAPK (Grady, W. y C. Pritchard, 2014). Por otra parte, se ha visto que, en etapas avanzadas del cáncer, 

BRAF mutado es un factor pronóstico de utilidad clínica por estar asociados a disminución en términos de 

sobrevida, por lo cual en las últimas guías clínicas se ha recomendado analizar (Venderbosch, S., et al., 

2014; Nöpel-Dünnebacke, S., et al., 2014).  
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1.4 Tratamiento del cáncer colorrectal  

Posterior al diagnóstico de CRC, y dependiendo de la etapificación del tumor primario, se 

determina el tratamiento a seguir, el cual consiste principalmente en cirugía total o parcial, quimioterapia 

y/o radioterapia. En etapas tempranas la cirugía es el tratamiento de primera línea, la cual puede ser 

acompañada de quimioterapia neoadyuvante más radioterapia, dependiendo del estadio y de la decisión 

del comité oncológico (American Cancer Society, 2019). En etapa metastásica, dependiendo de la edad 

del paciente y de las enfermedades concomitantes, se puede realizar cirugía total o parcial del tumor 

primario y/o de la metástasis, en conjunto con el esquema quimioterapéutico determinado por el equipo 

oncológico. En Chile, los principalmente esquemas usados son el esquema FOLFOX/CapeOX y FOLFIRI 

(MINSAL, 2013).  

Desde mediados del siglo pasado, las fluoropirimidinas han sido el principal fármaco en la 

quimioterapia del cáncer colorrectal y se ha demostrado que la administración de ellos ha conducido a una 

mejor sobrevida de los pacientes con mCRC. La principal fluoropirimidina usada es el 5-Fluorouracilo 

(5-FU) (Figura 4.a), el cual se ha usado en conjunto con leuvocorina (5-FU/LV) para potenciar su efecto 

(MINSAL, 2013). En los últimos años se ha visto que al introducir otro citotóxico, el efecto puede ser 

potenciado. Los citotóxicos adyuvantes usados son Irinotecan (Figura 4.c), un inhibidor de la 

topoisomerasa I, y Oxaliplatino (Figura 4.b), un derivado de los platinos. El efecto de estos fármacos fue 

demostrado en pacientes que eran resistentes a la terapia con 5-FU. Cuando se usan en conjunto al 5-FU 

se ve un aumento de un 50% de la respuesta y de la sobrevida. Es por esto por lo que se determinó, como 

primera línea de tratamiento, al esquema FOLFOX (5-FU/LV más Oxaliplatino) o al esquema FOLFIRI 

(5-FU/LV más Irinotecan) (Mohelnikova-Duchonova, B., et al., 2014). En Chile, el esquema FOLFOX es 

el principal tratamiento de primera línea usado en los pacientes mCRC. Este esquema se administra por 

vía intravenosa u oral, siendo este último conocido como XELOX/CapeOX, que contiene una prodroga 

de 5-FU, Capecitabina (Figura 4.d). Se ha observado que ambas vías de administración tienen el mismo 

efecto en la sobrevida global y en la tasa de progresión. La dosis de cada esquema es ajustada por el peso 

y la talla de los pacientes (MINSAL, 2013). 
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a)                                b) 

 

 

 

       c)                                                                                           d)  

 

 

 

Figura 4. Estructura química de los fármacos usados en el tratamiento del cáncer colorrectal. a) 5-

Fluorouracilo, b) Oxaliplatino, c) Irinotecan y d) Capecitabina. Imágenes obtenidas de la base de datos DrugBank 

(https://www.drugbank.ca/).  

 

1.4.1 Variabilidad genética en genes relacionados con 5-Fluorouracilo 

5-Fluorouracilo (5-FU), es un fármaco análogo de las pirimidinas que tiene como blanco terapéutico 

inhibir a la enzima Timilidato sintasa (TS) (codificada por el gen TYMS), mediante la unión de uno de los 

metabolitos activos, FdUMP (flurodeoxiuridina monofosfato) (Figura 5.b). FdUMP inhibe a TS en la 

presencia de 5,10-metilenetetrahidrofolato (MTHF), producto formado en la vía de los folatos 

(Strimpakos, A., et al., 2009; Afzal, S., et al., 2011). Al inhibir esta enzima, se genera la acumulación del 

metabolito deoxiuridina monofosfato (dUMP), el cual se incorpora en la hebra del ADN en la forma de 

deoxiuridina trifosfato (dUTP), lo cual finalmente causa la inhibición de la replicación del ADN (Dotor, 

E., et al., 2006). Adicionalmente, los otros metabolitos de 5-FU, 5-fluorouridina trifosfato (5-FUTP) y 5-

fluorodeoxina trifosfato (5-FdUTP), generados por distintas vías de metabolización, son reconocidos e 

incorporados como nucleótidos en el ARN y al ADN, respectivamente, causando interferencia en la 

traducción de la proteína (Dotor, E., et al., 2006; Thor, C., et al., 2011). Ver Figura 5. 

 

 

 

https://www.drugbank.ca/
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a)                                                                                b)      

 

 

 

 

 

 

  

Figura 5. Esquema representativo del metabolismo de 5-Fluorouracilo. a) Farmacocinética de 5-FU. b) 

Farmacodinamia de 5-FU. Imagen creada con BioRender.com.  

 

Uno de los mecanismos de resistencia mejor establecido al 5-FU es el incremento de TS 

(Hammond, W., et al., 2016).  En pacientes con CRC, se ha observado que una baja expresión de la 

proteína TS causa una mayor sobrevida media, por lo que se postula que existe una relación inversa entre 

la expresión de la proteína TS con la sobrevida y la respuesta a la terapia con 5-FU (Hammond, W., et al., 

2016). Se han observado alteraciones genéticas, tales como variaciones en el número de copias o 

alteraciones en el promotor del gen TYMS (Hammond, W., et al., 2016). Existen tres polimorfismos 

relacionados con la expresión de TYMS, ubicados en el 5’ y 3’-UTR, regiones no codificantes que 

contienen a los elementos reguladores (Yim, D., et al., 2010). En la región 5’-UTR se encuentra presente 

una secuencia VNTR (variable number of tandem repeats) de 28 pares de bases, que puede estar 2 o 3 

veces repetida (2R o 3R). Se pueden encontrar 3 genotipos: 2R/2R, 2R/3R, 3R/3R (Hammond, W., et al., 

2016; Funke, S., et al., 2008). El primero, está relacionado con el grupo de referencia, es decir con el 

grupo wild type (wt). Con este genotipo se observa una baja expresión de TS, lo cual lleva a una mejor 

acción del fármaco 5-FU, por lo tanto, una mejor progresión de la enfermedad y mejor sobrevida (Funke, 

S., et al., 2008). En el caso de los genotipos 2R/3R y 3R/3R se han observado resultados contradictorios. 

En relación con la presencia del genotipo 3R/3R, se ha visto en algunos estudios un incremento 

significativo en la mortalidad del paciente (Funke, S., et al., 2008); en cambio, en otros estudios se ha 

observado una disminución de la mortalidad de los pacientes cuando presentan este genotipo (Funke, S., 
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et al., 2008; Dotor, E., et al., 2006; Hitre, E., et al., 2005). Por otra parte, se ha observado la presencia de 

un cambio de base de G>C (rs2847153) en el nucleótido 12 de la segunda repetición del alelo 3R, 

relacionado con la actividad transcripcional o traduccional de TS (Yim, D., et al., 2010; Mandola, M., et 

al., 2003; Kawakami, K., et al., 2003). El alelo G se ha relacionado con aumento de la expresión de TS 

(Hammond, W., et al., 2016). In vitro se ha visto que los genotipos 2R/3G, 3C/3G, 3G/3G son de alta 

expresión, por lo que hay menor respuesta al 5-FU y un aumento de la mortalidad (Funke, S., et al., 2008). 

El tercer polimorfismo más común, es una deleción de 6 pares de bases en la región 3´-UTR (TYMS 3′UTR 

6bp ins-del), la cual influye en la estabilidad del ARNm de TS (Hammond, W., et al., 2016). Al presentar 

la deleción de estos 6 pares de bases, se ha observado una disminución de la expresión de TS (Mandola, 

M., et al., 2004). En relación con la terapia con 5-FU se han encontrado resultados inconsistentes. En 

algunos estudios se ha encontrado que la presencia de la deleción se encuentra relacionada con una baja 

respuesta al tratamiento y aumento en la mortalidad (Hitre, E., et al., 2005; Salgado, J., et al., 2007). En 

cambio, en otros se ha visto todo lo contrario (Dotor, E., et al., 2006; Ruzzo, A., et al., 2007).  En estudios 

con pacientes de cáncer colorrectal se observó que la presencia de los genotipos 3R/3R junto a ins/ins y 

2R/3R presentan una alta expresión de TS (Hitre, E., et al., 2005).   

Por otra parte, 5-FU es biotransformado por la enzima catabólica dihidropirimida dehidrogenasa 

(DPD) para ser eliminado de la célula (Figura 5.a)5. Se excreta cerca de un 80% de 5-FU por vía renal 

(Milano, G. y A. Chamorey, 2002). Se ha observado una relación en la expresión de esta enzima y la 

respuesta al tratamiento con 5-FU (Strimpakos, A., et al., 2009; Hammond, W., et al., 2016). Una reducida 

actividad de DPD está asociado con una reducción de la eliminación de 5-FU, lo que genera un aumento 

en la toxicidad, relacionada con mielosupresión, mucositis, neurotoxicidad y diarrea, y en la efectividad 

del fármaco (Zhu, A., et al., 2004; Caudle, K., et al., 2013), frente a esto se debe dar una dosis adecuada 

del fármaco, ya que si los niveles de 5-FU son muy elevados puede llegar a causar la muerte, por lo que 

se recomienda usar una droga alternativa para el tratamiento (Caudle, K., et al., 2013). DPYD, el gen que 

codifica para la proteína DPD, puede presentar una gran cantidad de variantes genéticas de nucleótido 

único (SNPs). Alrededor de un 5% de la población presenta algunos de estos SNPs, lo que puede causar 

una parcial o completa deficiencia de esta enzima (Hammond, W., et al., 2016). Dentro de los SNPs más 

estudiados, encontramos a tres relacionados con toxicidad hematológica (grado 3 y 4) y variaciones en los 

niveles de la proteína funcional (Caudle, K., et al., 2013): IVS14+1G>A (DPYD*2), c.2846A>T y 

1679T>G (DPYD*13) (17). La variante DPYD*2 al presentar adenina en la posición IVS14+1 genera un 

cambio en el intrón 14 en el sitio dador de corte y empalme causando que el exón 13 se empalme 
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directamente al exón 15, generando una enzima no funcional (Zhu, A., et al., 2004); la variante c.2846A>T 

genera un cambio de ácido aspártico por valina en la posición 949, causando una enzima con baja 

actividad; la variante DPYD*13 al presentar guanina en la posición 1679 cambia el aminoácido isoleucina 

por serina, causando una enzima con baja actividad (Caudle, K., et al., 2013). Estos tres SNPs se 

encuentran en bajo porcentaje en la población, menor de 0,1%, pero se ha determinado que su presencia 

se asocia fuertemente con reacciones adversas a 5-FU o a capecitabina, por lo que se recomienda 

genotipificar previamente estas variantes a los pacientes antes de administrar 5-FU (Amstutz, U., et al., 

2017). Existen otros SNPs que presentan porcentajes mayores de frecuencia (desde un 0,7% hasta 30%), 

tales como DPYD c.85T>C (DPYD*9) o DPYD*5, los cuales, a pesar de su alta frecuencia, presentan 

resultados contradictorios en los estudios asociados a su funcionalidad o a toxicidad con 5-FU (Caudle, 

K., et al., 2013).  

 

1.4.2 Variabilidad genética en genes relacionados con Oxaliplatino 

El oxaliplatino, fármaco de tercera generación de los platinos, se ha usado ampliamente en la 

terapia del cáncer colorrectal en conjunto con 5-FU (Mohelnikova-Duchonova, B., et al., 2014; 

Hammond, W., et al., 2016). Comparado con otros platinos, como el cisplatino, se ha visto que el 

oxaliplatino tiene una mejor solubilidad en agua, permitiendo una mejor absorción, es más efectivo y 

muestras menos efectos tóxicos en CRC que el cisplatino (Graham, J., et al., 2004; Kline, C. y W. El-

Deiry, 2013). El principal mecanismo de acción del oxaliplatino (y de los platinos en general) es la 

inhibición de la síntesis del ADN, mediante su unión en dímeros G-G o G-A, ubicados en el mismo surco 

o en surcos distintos del ADN, generando aductos en el ADN (Figura 6). Los aductos covalentes en el 

ADN generados por los platinos son reconocidos por el mecanismo MMR, el cual, al no poder repararlo, 

permite que la célula vaya a apoptosis. Como la mayoría de las células cancerígenas tienen el MMR 

defectuoso, no se reconoce esta unión y permitiéndole a las células cancerígenas sobrevivir. Cuando esto 

ocurre se genera una resistencia a los platinos (Kline, C. y W. El-Deiry, 2013). Hasta el momento se ha 

observado que el oxaliplatino no genera este tipo de resistencia, ya que la estructura del anillo que forma 

al unirse al ADN evita la unión del MMR, por lo que su acción no depende de que este sistema sea 

funcional o no (Scheeff, E., et al., 1999).  Se ha observado que este sistema genera resistencia en la 

mayoría de los platinos, exceptuando al oxaliplatino (Mamenta, E., et al., 1994).  La inactivación de todos 

los platinos es mediada por la conjugación con glutatión (GSH). Esta acción es causada por las enzimas 
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Glutatión S-transferasas (GSTs), principalmente GSTP1, GSTT1 y GSTM1 (Figura 7) (Hammond, W., et 

al., 2016). Estudios han mostrado que las GSTs podrían ser considerados como marcadores de toxicidad 

frente al oxaliplatino, por ejemplo, se ha estudiado el efecto del genotipo AA, de la variante GSTP1 rs1695 

A>G (Ile105Val), en relación con la neutropenia (Peng, Z., et al., 2013). Por otro lado, se ha descrito que 

el mismo polimorfismo está relacionado con sobrevida en pacientes de cáncer colorrectal. Se ha observado 

que pacientes metastásicos tratados con FOLFOX y que presentan el alelo A en GSTP1 rs1695, tienen un 

aumento en el riesgo de la progresión y en la mortalidad, a diferencia de los pacientes con el alelo G 

(Kumamoto, K., et al., 2013). 

 

Figura 6. Mecanismo de acción Oxaliplatino. Adaptación de Kline, C. y W. El-Deiri, 2013; Reardon, J., et al., 

1999. Imagen creada con BioRender.com 
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Figura 7. Farmacocinética y Farmacodinamia de Oxaliplatino. Imagen creada con BioRender.com 

 

1.5 Inmunogenicidad del cáncer colorrectal 

Tradicionalmente, se ha propuesto que el cáncer es una enfermedad que involucra alteraciones 

dinámicas presentes en el genoma y en el epigenoma. En la actualidad, se ha tratado de enfocar la 

enfermedad tanto en estas alteraciones como en el microambiente tumoral, principalmente en el sistema 

inmune (Hanahan, D. y R. Weinberg, 2011). En los últimos años se ha observado que el sistema inmune 

tiene un importante rol desde el desarrollo del cáncer como en su progresión y se ha mostrado que puede 

tener una gran implicancia clínica (de Vries, N. et al., 2016; Deschoolmeester, V., et al., 2011). 

Recientemente se han descrito una nueva clase de antígenos específicos que presenta exclusivamente el 

tumor derivado de las proteínas mutadas, llamadas neoantígenos (Schumacher, T. y R. Schreiber, 2015). 

Se ha descrito que la respuesta inmune contra el tumor podría correlacionarse positivamente con la 

presencia de estos neoantígenos (Rooney, M., et al., 2015). Por otra parte, se ha relacionado la presencia 

de MSI y de CIMP positivo con un aumento en la inmunogenicidad contra el tumor (Phillips, S., et al., 

2004).  

Finalmente, se ha estudiado como el sistema inmune actúa sobre los tumores primarios de CRC. 

Se sabe que en una etapa temprana del crecimiento del tumor se activa el sistema inmune como resultado 

de citoquinas y quimioquinas liberadas por el tejido dañado cuando crece el tumor (West, N. et al., 2015). 

Múltiples estudios han destacado que los tumores sólidos, como éste, son infiltrados por distintas células 

del sistema inmune, dentro de las cuales podemos encontrar linfocitos T y B, natural killer (NK), células 
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dendríticas y macrófagos, entre otros (Pagès, F., et al., 2010). Esta infiltración tiene la habilidad de inducir 

un ambiente inflamatorio, el cual influye en la progresión del tumor (Di Caro, G., et al., 2013).  Dentro 

de las células que infiltran, las más estudiadas son los diferentes tipos de linfocitos T, ya que han mostrado 

ser posibles predictores de la respuesta clínica en CRC (Galon, J. et al., 2006).  

 

1.5.1 Linfocitos T infiltrantes (TILs) 

Se ha visto que una gran infiltración de linfocitos T, es un indicador de buen pronóstico en varios 

tipos de cáncer, tales como melanoma, cáncer de mamas y cáncer colorrectal (Pagès, F., et al., 2010). 

Dentro de las células T, se ha observado una alta infiltración de células T con distintos marcadores 

moleculares, principalmente CD45RO, FOXP3 y CD8 (Masugi, Y., et al., 2016). Naito, en el año 1998, 

mostró que la infiltración de TILs CD8+ relacionada con la localización del tumor primario, se asocia con 

una mejor sobrevida. Estudios más actuales, han mostrado que la presencia de una densa infiltración de 

TILs CD8+ se correlaciona con una disminución del riesgo de recurrencia del tumor y una mejor sobrevida 

en pacientes CRC (de Vries, N. et al., 2016).  En estudios de asociación de marcadores de TILs, se ha 

observado que la presencia CD8+, en conjunto con CD45RO+, en los linfonodos con metástasis puede ser 

usado como predictor de la sobrevida (Oberg, A. et al., 2002). Interesantemente, se realizó un estudio de 

TILs CD4+ y CD8+ en metástasis hepáticas de pacientes mCRC para mostrar su función a nivel hepático, 

ya que a nivel de tumor primario se sabe que si están presentes mejora la progresión de la enfermedad. En 

este estudio se observó una correlación del efecto de las TILs en la metástasis hepática con lo observado 

en el tumor primario (Wagner, P. et al., 2009). En relación con los linfocitos T reguladores (Treg) se han 

observado resultados contradictorios, los cuales se podrían asociar con la etapa de CRC. En etapas 

tempranas, se ha observado que una alta densidad de estas TILs, en el tumor primario, se asocia con una 

peor progresión de la enfermedad, ya que impiden que las otras células inmunes actúen en el tumor (Gang, 

W. et al., 2018). La función de los Treg en nuestro cuerpo se asocia a prevenir respuestas excesivas del 

sistema inmune, por lo tanto, mantienen la tolerancia inmune (Campbell, D. y M. Koch, 2011), lo que 

explicaría por su presencia en exceso empeorarían la progresión de la enfermedad.  Interesantemente, en 

mCRC se ha observado un efecto totalmente contrario. Estudios han mostrado que una alta infiltración de 

Treg en pacientes mCRC que reciben quimioterapia, podría ser un factor de buen pronóstico (Correale, P. 

et al., 2010).   
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Por otra parte, se sabe que alrededor de un 15% de los tumores de CRC presenta MSI y que dicha 

inestabilidad ha sido asociada con infiltración linfocitaria, principalmente de linfocitos T CD8+. En CRC 

etapa III se ha visto que la presencia de MSI está asociada a un buen pronóstico, por lo cual se ha postulado 

como hipótesis que un mecanismo de reparación de ADN deficiente podría generar múltiples péptidos 

inmunogénicos, los cuales podrían generar una respuesta inmune antitumoral (Pagès, F., et al., 2010; 

Klingbiel, D., et al., 2015). Sin embargo, en cáncer colorrectal metastásico la presencia de la inestabilidad 

está asociada con un peor pronóstico (Venderbosch, S., et al., 2014; Nöpel-Dünnebacke, S., et al., 2014; 

Van Cutsem, E., et al., 2016), lo cual indica que diferentes mecanismos podrían explicar la variabilidad 

en la respuesta frente a esquemas de quimioterapia relativamente similares.  

Tal y como se ha señalado anteriormente, el tratamiento del cáncer colorrectal es multifactorial, 

por lo que puede ser influenciado por más de un factor, tales como mutaciones germinales, inestabilidad 

de microsatélites, presentación de neoantígenos y la presencia de ciertas subpoblaciones en el 

microambiente del tumor. Por lo tanto, una mirada integral de la respuesta terapéutica podría ayudar a 

mejorar la compresión de la variabilidad inter-paciente y describir nuevos biomarcadores, a través de 

modelos de asociación y posteriormente modelos predictivos de respuesta que incluyan algunas de las 

variables descritas anteriormente.  

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

siguiente hipótesis: 
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2. HIPÓTESIS 

Variantes genéticas implicadas en el metabolismo y respuesta al esquema FOLFOX/CapeOX, en conjunto 

con la infiltración tumoral de linfocitos y variables clínicas, se asocian de forma sinérgica con baja 

sobrevida en cáncer colorrectal metastásico. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GENERAL 

Establecer la asociación entre la sobrevida global al esquema FOLFOX/CapeOX, las variaciones genéticas 

en TYMS (rs151264360), DPYD (rs3918290, rs67376798, rs55886062, rs1801265) y GSTP1 (rs1695), el 

porcentaje de infiltración tumoral de linfocitos T y variables clínicas, en pacientes con cáncer colorrectal 

metastásico.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Estudiar de manera individual la asociación entre la presencia de las variantes genéticas en TYMS 

(rs151264360), DPYD (rs3918290, rs67376798, rs55886062, rs1801265) y GSTP1 (rs1695), los 

porcentajes de linfocitos infiltrantes tumorales (TILs), y variables clínicas, con la sobrevida global 

a 2 años en una cohorte retrospectiva de pacientes con cáncer colorrectal metastásico.  

 

2. Evaluar de manera conjunta el efecto de variables clínicas, las variables genéticas e inmunes con 

la sobrevida global a 2 años en una cohorte retrospectiva de pacientes con cáncer colorrectal 

metastásico.  

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Selección de individuos y muestras de estudio 

4.1.1 Tipo de estudio 

Se realizó un estudio observacional retrospectivo de tipo cohorte. Se consideraron como expuestos 

y no expuestos a los pacientes con la o las variaciones genéticas y a los pacientes sin la o las variaciones 

genéticas, respectivamente (Figura 8). Se incluyeron pacientes con mCRC, tratados con el esquema 

quimioterapéutico FOLFOX o CapeOX en primera o segunda línea. La evaluación de respuesta se realizó 

con un seguimiento retrospectivo hasta los 24 meses mediante análisis de sobrevida global (método de 

Kaplan Meier con test de log-rank y modelo regresión de Cox). El resultado terapéutico (outcome)  

primario será la sobrevida global a 2 años.  

 

 

Figura 8. Flujograma del diseño del estudio.  
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4.1.2 Cálculo tamaño muestral 

 Para el cálculo de tamaño muestral se realizó la aproximación basada en el estudio de Stoehlmacher J, 

(2004) en donde se analizó el factor predictivo de algunos polimorfismos en genes, tales como TYMS o 

GSTP1, en pacientes con cáncer colorrectal metastásico con tratamiento FOLFOX (Stoehlmacher, J., et 

al., 2004). Para esto se consideró un Hazzard Ratio (HR) de 2,0 obtenido en dicho estudio para el genotipo 

AA del rs1695 de GSTP1, el cual tiene una frecuencia de 65%, un intervalo de confianza del 95%, un 

poder estadístico del 80% y una tasa de censura del 1%. El cálculo fue realizado a través de la página 

Sample-Size.net (www.sample-size.net) basados en la fórmula Schoenfeld arrojando un tamaño muestral 

de 84 pacientes, en donde 55 son el grupo expuesto y 29 el grupo no expuesto.  

 

4.1.3 Selección de muestras 

La selección de pacientes se realizó mediante la revisión de 261 fichas clínicas del Instituto 

Nacional del Cáncer (INC), de las cuales 109 corresponden a potenciales pacientes que cumplen con los 

criterios de inclusión descritos más adelante. De estos, a 41 se les realizó el diagnóstico o la cirugía en 

otros centros no incluidos en este estudio, por lo cual no fue posible recolectar sus muestras de biopsia 

embebidas en formalina e incluidas en parafina (FFPE). Fueron 68 pacientes los que contaban con 

diagnóstico y/o cirugía realizada en alguno de los siguientes centros incluidos en este estudio: Hospital 

Clínico de la Universidad de Chile (HCUCH), Hospital San José (HSJ) y el Instituto Nacional del Cáncer. 

De estos no se incluyeron a 22 pacientes, ya que no fue posible esclarecer si cumplían o no con los criterios 

de inclusión/exclusión, principalmente con aquel criterio relacionado con la presencia de muestras de 

biopsia FFPE en los centros incluidos. Se reclutaron 46 pacientes que cumplían con los criterios de 

inclusión descritos más adelante. Por otra parte, se realizó la revisión de 134 fichas clínicas de pacientes 

incluidos en la colección de Cáncer colorrectal del Biobanco de Tejidos y Fluidos de la Universidad de 

Chile (BTUCH), de los cuales solo 5 cumplen con los criterios de inclusión (Figura 9). Finalmente se 

logró reclutar 51 pacientes para el estudio de esta tesis, de los 84 propuestos en el punto 4.1. 

Las muestras seleccionadas de los 51 pacientes incluidos corresponden a biopsias FFPE de tejido 

tumoral y/o normal de colonoscopía o de cirugía primaria. Estas fueron obtenidas de los respectivos 

servicios de anatomía patológicas y del BTUCH. La obtención de todas las muestras se realizó siguiendo 

las normativas éticas-legales vigentes para investigación biomédica acorde a estándares internacionales 

de biobanco para la gestión de las muestras y datos.  

http://www.sample-size.net/
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Criterios de inclusión 

• Mayores de 18 años diagnosticados con cáncer colorrectal metastásico (mCRC) 

• Que cuenten con identificación del hospital de cirugía o centro donde se hizo el diagnóstico 

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

(FOLFOX/CapeOX). 

Criterios de exclusión 

• Con histología diferente a adenocarcinoma 

• Con patologías del sistema inmune previo al diagnóstico de mCRC 

• Sin muestra de biopsia disponible en el hospital de cirugía o centro donde se hizo el diagnóstico. 

• Incluidos en estudio clínico intervencional como parte del tratamiento de mCRC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Flujograma de selección de pacientes mediante la revisión previa de fichas clínicas.  Los que 

presentan el símbolo * no se incluyeron en esta tesis, los pacientes que presentan el símbolo ¥ quedaron pendientes 

de inclusión o exclusión por inconsistencias en sus fichas clínicas, falta de datos relevantes para inclusión o por no 

ubicación de la biopsia en los centros incluidos. Número de pacientes incluidos finalmente: 51. 

 

 

4.1.4 Consideraciones éticas 

El proyecto fue presentado al comité ético científico del servicio de salud metropolitano norte 

(SSMN) y el comité ético científico de la facultad de medicina de la Universidad de Chile, de acuerdo con 

las normas sugeridas en la Declaración de Helsinki (Helsinki, 1964) y considerando el uso de las buenas 

prácticas clínicas (GCP). Los procedimientos realizados en este estudio se realizaron contemplando las 
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leyes nacionales N° 20.120 (sobre la investigación científica en el ser humano, su genoma prohíbe la 

clonación humana), N° 19.628 (sobre la protección de la vida privada) y N° 20.584 (Regula los derechos 

y deberes que tienen las personas en relación con acciones vinculadas a su atención de salud). Debido a 

que corresponde a un cáncer de alta mortalidad en sus etapas avanzadas y las complicaciones que puede 

causar el recontacto con los familiares, se ha aprobado la dispensa al consentimiento informado (ANEXO 

I). 

 

4.2 Etapas experimentales y metodología 

4.2.1 Extracción de ADN tumoral y/o germinal desde biopsias fijadas en formalina y embebidas en 

parafina  

Una vez recolectadas las muestras desde los servicios de anatomía patológica de los centros 

respectivos, se procedió enviar a revisión los cortes histológicos con tinción de eosina y hematoxilina al 

médico anatomopatólogo del BTUCH para reconfirmar el diagnóstico, demarcar las zonas tumorales y no 

tumorales, indicar porcentaje de células e infiltración linfocitaria.  

Una vez identificadas, se determinó el tipo de corte a realizar. Si la muestra procedía de cirugía 

primaria, dependiendo del tamaño de la zona demarcada, se realizaron cortes en “rollo” o 

microdisecciones. Si la zona demarcada por el médico anatomopatólogo superó al 80% del tejido, se 

procedió a realizar dos cortes de 10 µm los cuales fueron depositados en un tubo de 2,0 ml estéril para las 

técnicas moleculares posteriores. En cambio, si la zona demarcada fue menor al 80% se procedió a realizar 

de 6 a 8 cortes (dependiendo del tamaño de la zona marcada) de 10 µm depositados en portaobjetos para 

realizar la microdisección de la zona de interés y depositarla en tubos de 2,0 ml estéril. Si la muestra 

provenía de una colonoscopía, se realizaron 8 cortes de 10 µm y se depositaron de a dos cortes en 4 tubos 

de 2,0 ml estériles. Estos criterios fueron determinados previamente mediante una estandarización de la 

técnica (ANEXO II) 

Luego de obtener los cortes se realizó la extracción de ADN con el kit AllPrep DNA/RNA FFPE 

Kit (Qiagen). Se siguió el protocolo recomendado por el fabricante.  
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4.2.2 Cuantificación y controles de calidad del ADN 

El ADN se cuantificó y se determinó su relación 260/280 nm mediante espectrofotometría con el 

equipo Denovix DS-11 (nanodrop). La integridad del ADN fue evaluada en un gel de agarosa al 0,8% en 

buffer TBE 1x (Figura 10). Para complementar el resultado de la integridad y determinar la fragmentación 

de las muestras, se realizó un PCR múltiplex de punto final para genes constitutivos tales como GAPDH, 

β-actina y β-globulina. Se utilizó la enzima MyTaqTM DNA Polymerase para la amplificación con el 

protocolo recomendado por el fabricante. Los tamaños de los amplicones obtenidos representan el tamaño 

de los fragmentos de ADN presente en la muestra. Se evaluó la amplificación de los cuatro tamaños de 

amplicones mediante un gel de agarosa al 2% en un buffer TBE 1x (Figura 11). Aquellas muestras que 

presentaban los cuatro la amplificación de los cuatro amplicones fueron consideradas como muestras de 

buena calidad, en cambio aquellos que solo presentaban la amplificación de uno solo se consideraron 

muestras de baja calidad. Esto tiene como función determinar el tiempo de almacenamiento del ADN para 

sus análisis posteriores. 

 

Figura 10. Patrón electroforético de las muestras de ADN extraído desde FFPE. Electroforesis en gel de 

agarosa al 0,8%: carril N°1: estándar de peso de 1 kb, carril N°2: patrón del ADN genómico extraído desde sangre, 

carriles N° 4, 10, 11, 12 y 14: patrones de ADN FFPE de calidad óptima (Smear entre 1000bp y 800bp) y carriles 

5 y 9: patrones de ADN de calidad deficiente (Smear entre 800bp y 200bp), ver a) ANEXO III.  
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Figura 11. Control de calidad mediante PCR múltiplex. Electroforesis en gel de agarosa al 2%: carril N°1: 

estándar de peso molecular de 50 pb, carril N°15: estándar de peso molecular de 100 pb, carriles N°10, 11 y 13: 4 

amplicones (flecha amarilla GAPDH 6/7, flecha verde -actina, flecha azul  -globina y flecha negra GAPDH AS), 

carriles 3 y 12: 3 amplicones, carriles 2, 4, 5, 6, 7, 9: 1 amplicón, y carriles 8 y 14: exceso de primers, ver b) de 

ANEXO III. 

 

4.2.3 Análisis de variabilidad genética en ADN germinal y tumoral 

La determinación de las mutaciones germinales se realizó mediante PCR en tiempo real asociado 

a sondas TaqMan®. La concentración usada de ADN usada fue de 10 ng/µL, la cual determinada en una 

estandarización previa (ANEXO IV). Se utilizó el programa de PCR recomendado por el fabricante. Las 

determinaciones se realizaron en el equipo Stratagene 3000p marca Agilent. De manera paralela, se 

genotipificaron las muestras germinales y las tumorales las sondas correspondientes para DPYD, TYMS y 

GSTP1. El fin de esta comparación es ver si la presencia se encuentra tanto a nivel germinal como tumoral, 

ya que es a nivel tumoral donde el fármaco ejercerá su acción por lo que para realizar una asociación 

deben ser equiparables las variantes determinadas.  
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Tabla 1. SNPs correspondientes a DPYD, TYMS y GSTP1 con la secuencia de contexto de la sonda 

TaqMan® correspondiente utilizada para sus análisis. 

Gen SNP ID Secuencia de contexto sonda TaqMan® 

DPYD IVS14+1G

>A 

(DPYD*2) 

rs3918290 TGTTTTAGATGTTAAATCACACTTA[C/T]GTTGTCTGGAAAGT

CAGCCTTTAGT 

c.2846A>T rs67376798 ACCACAGTTGATACACATTTCTTCA[A/T]CAATCATAGCCAC

AACTTGCTCTAC 

c.1679T>G 

(DPYD*13) 

c.1679T>A 

rs55886062 CCATCCAGCTTCAAAAGCTCTTCGA[A/C]TCATTGATGTGCTG

GTGGCTGGAGT 

c.85T>C 

(DPYD*9) 

rs1801265 TCTAATTTCTTGGCCGAAGTGGAAC[A/G]CAGAGTTGCATGA

GTTTGTGTTCGA 

TYMS TYMS 

3’UTR 6bp 

ins-del 

rs151264360 ATGTAGAGTGTGGTTATGAACT[TTAAAG/~]TTATAGTTGTTT

TATATGTTGCT 

GSTP1 c.313A>G rs1695 CGTGGAGGACCTCCGCTGCAAATAC[A/G]TCTCCCTCATCTA

CACCAACTATGT 

~ = Genotipo deleción 

ID = código universal para identificar variante.  

En paréntesis cuadrado y en rojo se indica el cambio nucleotídico que da lugar al polimorfismo 

 

4.2.4 Recolección de datos clínicos 

Se realizó la revisión de las fichas clínicas de los pacientes seleccionados y se recopilaron los 

siguientes datos: Sexo, edad, fecha del diagnóstico, fecha de fallecimiento, fecha de tratamiento 

quimioterapéutico de primera línea y esquema utilizado, fecha de tratamiento quimioterapéutico de 

segunda línea y el esquema utilizado, diagnóstico del médico anatomopatólogo, TNM, ubicación tumor 

primario, diagnóstico oncología médica, cáncer secundario, grado del tumor y co-morbilidades asociadas. 

Todos estos datos clínicos se recopilaron en un Case Report Form (CRF) adecuado al estudio (ANEXO 

V). 

 

4.2.5 Análisis de infiltración de linfocitos T 

Para determinar el porcentaje de infiltración de linfocitos T, se realizó un Tissue Microarray 

(TMA) en donde se incorporaron tres spots por muestra de 1 mm, si esta provenía de cirugía, o un spot 

por muestra, si esta corresponde a colonoscopía. Posterior a la realización del TMA con las muestras, se 
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procedió a realizar una HE para determinar el porcentaje de infiltración tumoral de linfocitos T (Figura 

12). Este procedimiento fue realizado por el médico anatomopatólogo del BTUCH.  

 

a)                                                                                        b) 

 

 

 

 

Figura 12. Esquema de la distribución de las muestras del TMA (a) y fotografía de una de las HE realizadas 

en este estudio (b).  

 

4.2.6 Análisis estadísticos 

Para caracterizar al grupo de estudio se realizó un análisis de estadística descriptiva utilizando las 

medidas de tendencia central promedio, mediana y desviación estándar. Los análisis estadísticos de 

asociación de la respuesta terapéutica, en términos de sobrevida, se realizaron mediante curvas de Kaplan-

Meier. Para determinar las diferencias significativas entre las curvas utilizó el test de log-rank. Posterior 

a eso, se analizó la implicancia de cada variable y su asociación son la sobrevida global de los pacientes. 

Esto se realizó mediante el análisis de regresión de Cox, en donde se determinaron los datos de Hazzard 

Ratio (HR) de cada una de las variables. Las variables genéticas se analizaron mediante modelos de 

herencia codominante, recesiva, dominante y multiplicativa. Estos análisis se realizaron de manera 

univariada y se determinaron aquellos con p-value significativo. Las variables que presentaron un p-value 

menor a 0,2 fueron consideradas para analizarlas de manera multivariada (Dupont, W. 2009). Se realizó 

el análisis de regresión de Cox multivarido mediante el método “step-by-step” y se consideró como mejor 

modelo aquel que presentó un mejor pseudo R2 con más variables significativas. Todos los análisis se 

realizaron utilizando el paquete estadístico Survival en el software R 3.5.3, mediante RStudio. Se 

consideró para todos los análisis un poder estadístico de 80% y una significancia del 95%.  
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5. RESULTADOS 

5.1 Caracterización clínica de los pacientes 

Del total de pacientes incluidos en el estudio, el 39,2% corresponde a hombres y el 60,8% a 

mujeres, los cuales tienen una edad promedio, al momento del diagnóstico cáncer colorrectal metastásico, 

de 61,8 ± 12,9 años. La localización tumoral más frecuente identificada en este grupo de pacientes fue en 

el lado izquierdo con un 59,6%, seguido por el lado derecho con un 25,0% y, finalmente, el recto con un 

9,6%. El esquema quimioterapéutico administrado de forma más frecuencia fue CapeOX (Capecitabina 

con Oxaliplatino) con un 42,3%, seguido por esquema FOLFOX con un 38,5%. Del total de pacientes, 

solo dos (3,8%) recibieron terapía monoclonal anti-EGFR en conjunto con esquema FOLFOX como 

primera línea de tratamiento. Un 52,9% de los pacientes recibió esquema quimioterapéutico de segunda 

línea, de los cuales un 77,8% recibió FOLFIRI (Tabla 2A). 

Respecto a la clasificación histopatológicas el 25,5% es clasificado como adenocarcinoma, el 

43,1% como adenocarcinoma tubular, el 7,8% como adenocarcinoma tubular y mucinoso y el 5,9% como 

adenocarcinoma tubulopapilar. A su vez, según el grado de diferenciación: 19,6% corresponde a tumores 

bien definidos, un 51,0% corresponde a tumores moderadamente diferenciados y un 7,8% corresponde a 

tumores poco diferenciados. Finalmente, basado en la clasificación TNM: en relación al tamaño tumoral 

(T) el 60,8% corresponde a T3, según el número de ganglios infiltrados (N) el 35,3% corresponde a N1, 

y según la metástasis (M) el 60,8% tiene un foco metastásico identificado según anatomía patológica u 

oncología médica. Los principales sitios de metástasis a distancia corresponden a hígado, con un 51%, a 

pulmón, con un 37,3%. Un menor porcentaje de pacientes presentaron otro tipo de metástasis (19,6%), las 

cuales incluyen principalmente a metástasis en vejiga, ovario, epiplón, glándula suprarrenal y riñón. Un 

50% de los pacientes que presentaron hepática, manifestaron otro tipo de foco metastásico, principalmente 

en pulmón (Tabla 2B) 
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Tabla 2A. Características generales de los pacientes mCRC incluidos en este estudio. 

Centro Clínico Porcentaje (n) 

Hospital Clínico Universidad de Chile (HCUCH) 25,5% (13) 

Hospital San José (HSJ) 52,9% (27) 

Instituto Nacional del Cáncer (INC) 21,6% (11) 

Sexo Porcentaje (n) 

Hombre  39,2% (20) 

Mujer 60,8% (31) 

Edad Diagnóstico Porcentaje (n) 

Promedio ± D.E. (años) 61,8 ± 12,9 

Mediana (años) 64,5 

ND 9,6% (5) 

Localización de tumor primario Porcentaje (n) 

Derecho 25,5% (13) 

Izquierdo 58,8% (30) 

Recto 9,8% (5) 

ND 5,9% (3) 

Quimioterapia 1° Línea Porcentaje (n) 

CapeOX 43,1% (22) 

FOLFOX 39,2% (20) 

FOLFOX-anti-EGFR 3,9% (2) 

ND 13,8% (7) 

Quimioterapia 2° Línea Porcentaje (n) 

Con QMT 2° Línea 52,9% (27) 

Sin QMT 2° Línea 33,3% (17) 

ND 13,8% (7) 

Esquema QMT 2° Línea  Porcentaje (n) 

5-FU-anti-EGFR 3,7% (1) 

Capecitabina 7,4% (2) 

FOLFIRI 77,8% (21) 

FOLFIRI-anti-EGFR 3,7% (1) 

FOLFOX 7,4% (2) 
ND = Datos no disponibles 

D.E. = Desviación estándar 
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Tabla 2B. Características generales de las muestras de los pacientes mCRC incluidos en este 

estudio. 

Tipo de muestra Porcentaje (n) 
 

Clasificación TNM 

Cirugía 82,4% (42) 
 

T Porcentaje (n) 

Colonoscopía 13,7% (7) 
 

T2 2% (1) 

ND 3,9% (2) 
 

T3 60,8% (31) 

Tipo Histológico Porcentaje (n) 
 

T4 15,7% (8) 

Adenocarcinoma 25,5% (13) 
 

Tx 2% (1) 

Adenocarcinoma tubular 43,1% (22) 
 

ND 19,6% (10) 

Adenocarcinoma tubulopapilar 5,9% (3) 
 

N Porcentaje (n) 

Adenocarcinoma mucinoso 7,8% (4) 
 

Nx 2% (1) 

Adenocarcinoma tubular y 

mucinoso 

2% (1) 
 

N0 21,6% (11) 

Adenocarcinoma con células en 

anillo de sello 

2% (1) 
 

N1 35,3% (18) 

Adenocarcinoma cribiforme 2% (1) 
 

N2 23,5% (12) 

ND 11,8% (6) 
 

ND 17,6% (9) 

Grado de diferenciación Porcentaje (n) 
 

M Porcentaje (n) 

Bien 19,6% (10) 
 

Mx 5,9% (3) 

Moderado 51,0% (26) 
 

M0 3,8% (2) 

Poco 7,8% (4) 
 

M1 60,8% (31) 

ND 21,6% (11) 
 

ND 29,4% (15) 

Tipo de Metástasis 

Metástasis Hepática Porcentaje (n) 
 

Otras Metástasis Porcentaje (n) 

Presente 51% (26) 
 

Presente 19,6% (10) 

Ausente 19,6% (10) 
 

Ausente 51% (26) 

ND 29,4% (15) 
 

ND 29,4% (15) 

Metástasis Pulmonar Porcentaje (n) 
 

Más de un foco 

metastásico en 

distintos órganos 

Porcentaje (n) 

Presente 37,3% (19) 
 

Metástasis Hepática 

más otro foco MTT 

50% (13) 

Ausente 33,3% (17) 
   

ND 29,4% (15) 
   

ND = Datos no disponibles 
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5.2 Determinación de frecuencias alélicas y genotípicas de las variantes genéticas TYMS, DPYD y 

GSTP1 en pacientes con cáncer colorrectal metastásico 

La determinación de las variantes genéticas de TYMS, DPYD y GSPT1 se realizó mediante PCR 

en tiempo real asociado a sondas TaqMan®. La figura 13, de manera representativa, muestra los resultados 

obtenidos en cada determinación genotípica.  

 

  

 

 

 

                         

   

                   

 

 

   

 

 

 

 

 

Figura 13. Representación de la presencia de los genotipos mediante análisis de PCR en tiempo real asociado 

a sondas TaqMan®. Ejemplo realizado con la variante de GSTP1 c.313A>G (rs1695). 

 

 

  

Genotipo A/A                                                                Genotipo G/G 

  

Genotipo A/G                                                             Control Negativo 
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Las frecuencias alélicas y genotípicas determinadas en el estudio se observan en la tabla 3. Estas 

variantes obtenidas tanto a nivel germinal como tumoral son idénticas. Se observa que para la variante 

genética TYMS 3’UTR 6bp ins-del en nuestra cohorte de estudio no se determinó ningún paciente con el 

genotipo INS/INS, el cual corresponde al fenotipo relacionado con la expresión normal de la enzima 

Timilidato Sintasa. Según la base de datos Ensembl la frecuencia del genotipo INS/INS en población 

amerindia es de 0,48 (tabla 4). Para la variante genética GSTP1 c.313A>G (rs1695) se observó que un 

45% de los pacientes son heterocigotos (tabla 3). En relación con la distribución alélica se observa que 

nuestra población se asemeja a la amerindia y a la africana (tabla 4). 

En relación con las variantes para DPD se observó que para las variantes genéticas de baja 

frecuencia DPYD*2 y DPYD*13 se encontraron pacientes con solo el genotipo wt o sin riesgo (tabla 3). 

Interesantemente, para la otra variante de baja frecuencia, DPYD c.2846A>T (rs67376798), se encontró 

un paciente con el genotipo heterocigoto A/T y uno con el genotipo homocigoto T/T. Se observaron de 

forma independiente a estos pacientes y se observó que el paciente con el genotipo A/T presentó una 

sobrevida de más de 5 años posterior a su diagnóstico. En cambio, el paciente con el genotipo T/T falleció 

a los 5 meses posterior a su diagnóstico. Como en esta cohorte de estudio no se encontró a más pacientes 

con dichos genotipos, no se puede determinar la implicancia de estos de manera estadística.   

Tabla 3. Frecuencias genotípicas y alélicas para las variantes analizadas de TYMS, DPYD y GSTP1 

(n=51). 

TYMS 3’UTR 6bp ins-del (rs151264360) 

Frecuencia (n) Genotipo Alelo 

INS/INS INS/DEL DEL/DEL INS DEL 

0 0,47 (24) 0,53 (27) 0,24 0,76 

GSTP1 c.313A>G (rs1695) 

Frecuencia (n) Genotipo 
  

Alelo 
 

A/A A/G G/G A G 

0,29 (15) 0,45 (23) 0,25 (13) 0,52 0,48 

DPYD IVS14+1G>A (DPYD*2) (rs3918290) 

Frecuencia (n) Genotipo Alelo 

G/G G/A A/A G A 

1 (51) 0 0 1 0 

DPYD c.2846A>T (rs67376798) 

Frecuencia (n) Genotipo Alelo 

A/A A/T T/T A T 

0,96 (49) 0,02 (1) 0,02 (1) 0,97 0,03 

DPYD c.1679T>G (DPYD*13) (rs55886062) 

Frecuencia (n) Genotipo Alelo 

T/T T/G G/G T G 

1 (51) 0 0 1 0 

DPYD c.85T>C (DPYD*9) (rs1801265) 

Frecuencia (n) Genotipo Alelo 

T/T T/C C/C T C 

0,53 (27) 0,33 (17) 0,12 (6) 0,7 0,28 
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Tabla 4. Frecuencias alélicas de diferentes poblaciones obtenidas de la base de datos pública 

Ensembl y de la cohorte de este estudio. 

Población TYMS 3’UTR 6bp 
ins-del  

GSTP1 c.313A>G  DPYD c.85T>C  

Alelo Alelo Alelo 

INS DEL A G T C 

Cohorte estudio 0,24 0,76 0,52 0,48 0,7 0,28 

Africana 0,43 0,57 0,52 0,48 0,56 0,44 

Caucásica 0,67 0,33 0,67 0,33 0,79 0,21 

Asiática 0,31 0,69 0,82 0,18 0,91 0,09 

Amerindia 0,68 0,32 0,52 0,48 0,78 0,23 

 

 

5.3 Análisis estadísticos univariados de asociación entre las variables genéticas y no genéticas con 

la sobrevida de pacientes mCRC 

5.3.1 Variables no genéticas 

Se compararon de manera univariada las variables no genéticas obtenidas de las fichas clínicas. En 

cada uno de los análisis se determinó las medianas de sobrevida asociada a cada curva. Las variables Sexo 

y Edad de diagnóstico no mostraron diferencias significativas en su asociación con la sobrevida. De la 

misma manera, la localización del tumor primario no mostró asociación con la sobrevida, tanto cuando se 

agruparon como derecho, izquierdo y recto, como cuando se reagruparon en derecho e izquierdo 

(incluyendo a los tumores primarios ubicados en el recto). 

En relación con la ubicación de las metástasis a distancia, se observó que la metástasis hepática se 

asocia de manera negativa significativamente con la sobrevida de los pacientes mCRC (Figura 14). Los 

pacientes que presentan metástasis hepática tienen una mediana de sobrevida de 32,1 meses, en cambio 

aquellos que no presentan esta metástasis tienen una mediana de sobrevida de 107,2 meses (Tabla 5).   
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Figura 14. Curvas Kaplan-Meier para metástasis hepática. Línea roja representa la ausencia y la azul la presencia 

de metástasis hepática.  

 

Cuando se analizó la presencia de presentar otro tipo de metástasis, excluyendo las pulmonares, se 

observó una tendencia a la asociación con sobrevida (Figura 15). Los pacientes que presentaron otro tipo 

de metástasis tienen una mediana de sobrevida de 48,8 meses y aquellos que no presentan otro tipo de 

metástasis tienen una mediana de sobrevida de 30,5 meses (Tabla 5). En cambio, al analizar la presencia 

de metástasis pulmonar no se observó una asociación con la sobrevida. Como varios pacientes no 

presentaban un solo tipo de metástasis, se realizó un modelo de agrupación de metástasis. Los grupos 

analizados fueron: presentar metástasis hepática, presentar otro tipo de metástasis que no sea hepática y 

presentar metástasis hepática más otro foco metastásico. Se observó que al agrupar de esta manera a los 

pacientes existe una asociación significativa con la sobrevida (Figura 16), en donde los pacientes que 

presentan otro tipo de metástasis tienen una mediana de sobrevida de 107,2 meses, los pacientes que 

presentan metástasis hepática más otro foco metastásico tienen una mediana de sobrevida de 35,5 meses 

y aquellos que presentan solo metástasis hepática tienen una mediana de sobrevida de 22,7 meses (Tabla 

5). 
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Figura 15. Curvas Kaplan-Meier para metástasis, excluyendo hepática y pulmonar. Línea roja representa la 

ausencia y la azul la presencia de metástasis.  

 

Figura 16. Curvas Kaplan-Meier para modelo de agrupación de metástasis. Línea roja representa la presencia 

de solo metástasis hepática, la línea verde la presencia de metástasis hepática en conjunto con otro tipo de metástasis 

y la azul la presencia de otro tipo metástasis que no sea hepática.  
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Para saber la implicancia de la infiltración de linfocitos T (TILs) con la sobrevida de los pacientes, 

se observaron tres porcentajes de infiltración; 10%, 20% y 30% (Figura 17). El grupo de pacientes con 

30% de TILs se observa como una línea continua, debido a lo limitado del tamaño muestral de este grupo 

(n=3). No se encontró asociación significativa con la sobrevida, pero si se consideró para entrar en el 

análisis multivariado, p-value menor a 0,2.  

 

 

Figura 17. Curvas Kaplan-Meier de los distintos porcentajes de infiltración de linfocitos T (TILs). Línea roja 

representa a los pacientes con 10% de TILs, la línea verde a los pacientes con 20% de TILs y la línea azul a los 

pacientes con 30% de TILs.  

 

En relación con el tratamiento de los pacientes, se analizaron dos parámetros principalmente. El 

primero se relaciona con completar el tratamiento FOLFOX/XELOX, es decir se agruparon a los pacientes 

en dos grupos: Aquellos que completaron los doce ciclos y aquellos que tuvieron menos de doce ciclos. 

Este análisis no mostró asociación significativa con la sobrevida de los pacientes (Figura 18), pero como 

el p-value es menor a 0,2, se considerará para análisis posteriores. Adicionalmente, se realizó el análisis 

de los grupos de pacientes por números de ciclos completados. A pesar de mostrar un p-value significativo 

indicando que las curvas son distintas, no se consideró para más análisis ya que cada grupo de pacientes 

por ciclos tiene un n muestral muy pequeño, por ende, el análisis no presenta el poder estadístico suficiente 

(Figura 19) 
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El otro parámetro que se consideró en este estudio fue tener o no segunda línea de tratamiento. Los 

pacientes que tuvieron una segunda línea de tratamiento muestran una tendencia negativa con la sobrevida, 

con una mediana de sobrevida de 32,4 meses (Figura 20 y Tabla 5). No se analizó por tipo de quimioterapia 

de segunda línea, ya que el n muestral de cada grupo es muy pequeño, por ende, por poder estadístico no 

se puede lograr un análisis correcto.  

 

 

Figura 18. Curvas Kaplan-Meier del cumplimiento del tratamiento FOLFOX/XELOX. Línea roja representa 

a los pacientes que completaron los 12 ciclos FOLFOX/XELOX y la azul a los pacientes que tuvieron menos de 12 

ciclos FOLFOX/XELOX.  
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Figura 19. Curvas Kaplan-Meier para número de ciclos del tratamiento FOLFOX/XELOX. Cada curva 

representa a los grupos con los distintos números de ciclos completados.  

 

 

Figura 20. Curvas Kaplan-Meier para segunda línea de quimioterapia. Línea roja representa a los pacientes que 

no tuvieron una segunda línea de quimioterapia y la azul a los pacientes que si tuvieron una segunda línea de 

quimioterapia.  
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Tabla 5.  Medianas de sobrevida de variables no genéticas. 

Variable no genética Mediana sobrevida (meses) 

Metástasis hepática* 

Ausencia 107,2 meses 

Presencia 32,1 meses 

Otras metástasis 

Ausencia 30,5 meses 

Presencia 48,8 meses 

Modelo metástasis* 

Metástasis hepática 22,7 meses 

Metástasis hepática más otro tipo de 

metástasis 

35,5 meses 

Otro tipo de metástasis 107,2 meses 

Infiltración linfocitos distintos porcentajes 

10% 35,2 meses 

20% 33,2 meses 

30% -- 

Ciclos completos esquema FOLFOX/CapeOX 

12 ciclos 54,7 meses 

< 12 ciclos 31,9 meses 

Segunda línea quimioterapia 

Ausencia -- 

Presencia 32,4 meses 

*Variables con p-value <0,05 

-- = Grupo sin mediana de sobrevida  

 

5.3.2 Variables genéticas 

Se compararon de manera univariada las variables genéticas de TYMS, DPYD y GSTP1, mediante 

el uso de 4 modelos de herencia: dominante, recesivo, codominante y multiplicativo. En cada uno de los 

análisis se determinó las medianas de sobrevida asociada a cada curva.  

Para la variante TYMS 3’UTR 6bp ins-del (rs151264360) como no se encontró el genotipo 

INS/INS, se compararon los genotipos INS/DEL y DEL/DEL con la sobrevida de los pacientes. Se 

observó que la presencia del genotipo DEL/DEL tiene una tendencia negativa con la sobrevida de los 

pacientes (Figura 21). Los pacientes con el genotipo DEL/DEL muestran una mediana de sobrevida de 

31,1 meses, en cambio los que presentan el genotipo INS/DEL muestran un a mediana de sobrevida de 66 

meses (Tabla 6).  
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Figura 21. Curvas Kaplan-Meier para los genotipos de la variante TYMS 3’UTR 6bp ins-del (rs151264360).  

Línea roja corresponde a los pacientes con el genotipo INS/DEL y la línea azul a los pacientes con el genotipo 

DEL/DEL.  

 

Para la variante DPYD c.85T>C (rs1801265), en nuestra cohorte de estudio se encontraron los tres 

genotipos (T/T, T/C, C/C), los cuales se analizaron usando los cuatro modelos de herencia con la 

sobrevida. Al analizar con la sobrevida se observó que la variante rs1801265 se ajusta de manera 

significativa al modelo de herencia dominante, en donde al presentar al menos un alelo C la sobrevida 

disminuye en comparación con aquellos que no tienen el alelo (Figura 22). Los pacientes con al menos un 

alelo C presentan una mediana de sobrevida de 25 meses, en cambio aquellos que presentan que no lo 

presentan tienen una mediana de sobrevida de 55,2 meses (Tabla 6) 
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Figura 22. Curvas Kaplan-Meier para el modelo dominante de la variable DPYD c.85T>C (rs1801265). Línea 

roja corresponde a los pacientes que presentan el genotipo T/T y la línea azul a los pacientes con al menos un alelo 

C (genotipo T/C + C/C).  

 

Finalmente, para la variante GSTP1 c.313A>G (rs1695), en nuestra cohorte de estudio, se 

encontraron los tres genotipos (A/A, A/G, G/G), los cuales se analizaron usando los cuatro modelos de 

herencia con la sobrevida. Se observó que la variante rs1695 se ajusta de manera significativa con la 

sobrevida mediante el modelo multiplicativo, en donde el genotipo heterocigoto muestra una asociación 

negativa con la sobrevida (Figura 23) con una mediana de 27,7 meses, en cambio los genotipos A/A y 

G/G presentan una mediana de sobrevida de 66 meses (Tabla 6). 



39 
 

 

Figura 23. Curvas Kaplan-Meier para el modelo multiplicativo de la variante GSTP1 c.313A>G (rs1695). 

Línea roja corresponde a los pacientes con los genotipos homocigotos A/A y G/G y la línea azul corresponde a los 

pacientes con genotipo A/G.  

 

Tabla 6. Medianas de sobrevida de variables genéticas 

Variable genética Mediana (meses) 

TYMS 3’UTR 6bp ins-del (rs151264360) 

INS/DEL 66 meses 

DEL/DEL 31,1 meses 

GSTP1 rs1695 Modelo multiplicativo * 

A/A + G/G 66 meses 

A/G 27,7 meses 

DPYD c.85T>C Modelo dominante * 

T/T 55,2 meses 

T/C + C/C 25 meses 

                                              *Variables con p-value <0,05 
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5.4 Análisis univariado para determinar la implicancia de cada variable con la sobrevida global 

mediante Regresión de Cox 

Los análisis univariados de las variables anteriormente descritas, genéticas y no genéticas, se 

describen en la tabla 7. En relación con las variables no genéticas se observa que la metástasis hepática 

presenta un HR de 4,21, por lo que los pacientes que presentan metástasis hepática tienen una probabilidad 

de 4,21 veces de fallecer dentro de los 2 años de diagnosticar mCRC. Cuando se agrupan las metástasis 

se observa que los pacientes que tienen solo metástasis hepática tienen un HR de 3,90, el cual aumenta 

cuando el paciente tiene, además de metástasis hepática, otro foco metastásico a 4,6 veces. Por otra parte, 

en relación con las variables genéticas, se observa que la presencia del genotipo heterocigoto para la 

variable GSTP1 c.313A>G (rs1695) presenta un HR de 2,03. De manera similar, el presentar el alelo C de 

la variable DPYD c.85T>C (rs1801265) aumenta la probabilidad de fallecer dentro de los 2 años de 

diagnosticar mCRC en 2,43 veces. 
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Tabla 7. Análisis univariado por Regresión de Cox 

Variable HR IC 95% p-value 

TYMS 3'UTR 6bp INS-DEL 

INS/DEL 1,00 -- Ref 

DEL/DEL 2,076 0,97 - 4,42 0,058 

GSTP1 c.313A>G (rs1695) Modelo multiplicativo 

A/A + G/G 1,00 -- Ref 

A/G 2,03 1,00 - 4,10 0,048 

DPYD c.85T>C (rs1801265) Modelo dominante 

T/T 1,00 -- Ref 

T/C + C/C 2,43 1,18 - 5,02 0,016 

Porcentaje infiltración linfocitos 

10% 1,00 -- Ref 

20% 0,59 0,31 - 1,12 0,108 

30% -- -- -- 

Metástasis hígado 

Ausencia 1,00 -- Ref 

Presencia 4,21 1,24 - 14,28 0,021 

Otra metástasis 

Ausencia 1,00 -- Ref 

Presencia 0,41 0,15 - 1,09 0,075 

Modelo metástasis 

Otro tipo de metástasis  1,00 -- Ref 

Metástasis hepática 3,90 1,07 - 14,22 0,039 

Metástasis hepática más otro tipo de 

metástasis 

4,60 1,25 - 16,98 0,022 

Ciclos completos esquema FOLFOX/CapeOX 

12 ciclos 1,00 -- Ref 

<12 ciclos 2,14 0,74 - 6,14 0,158 

Segunda línea quimioterapia 

Ausencia 1,00 -- Ref 

Presencia 2,04 0,89 - 4,62 0,089 

HR = Hazzard Ratio 

IC 95% = Intervalo de Confianza  

Ref = Referencia para análisis estadístico 

En negrita se destacan las variables con p-value < 0,05 

 

 



42 
 

5.5 Análisis multivariado para determinar la implicancia del conjunto de variables con la 

sobrevida global mediante un modelo de Regresión de Cox multivariado 

Posterior a los análisis independientes de cada variable y su asociación con la sobrevida en esta 

cohorte de estudio, se procedió a analizar el conjunto de ellas y su asociación con la sobrevida global. 

Para esto se consideraron todas las variables que en el análisis univariado obtuvieron un p-value menor a 

0,2. Se realizó, en primera instancia, el modelo de Regresión de Cox multivariado para variables genéticas 

(Tabla 8) y otro para variables no genéticas (Tabla 9).  El modelo obtenido para variables genética nos 

muestra que la presencia del alelo C, ajustado por los genotipos DEL/DEL (rs151264360) y el genotipo 

A/G (rs1695), se asocia significativamente con la sobrevida global con un HR de 2,32. Este modelo 

muestra un R2 de 0,19, es decir al analizar solo estas variables se puede explicar en un 19% la sobrevida 

global de los pacientes mCRC. De la misma manera, se analizó el modelo obtenido para variables no 

genéticas. Se observa que la metástasis, ajustada por las variables TILs 20%, por completar el esquema 

FOLFOX/CapeOX y por presentar segunda línea de quimioterapia, se asocia significativamente cuando 

se tiene metástasis hepática más otro tipo de metástasis. La metástasis hepática solo muestra una tendencia 

a la significancia. Este modelo muestra un R2 de 0,32, es decir al analizar solamente estas variables se 

puede explicar en un 32% la sobrevida global de los pacientes mCRC. 

 

Tabla 8. Análisis multivariado de Regresión de Cox para variables genéticas 

Variable HR IC 95% p-value R2 Modelo 

TYMS DEL/DEL 1,74 0,79 - 3,80 0,167 0,19 

GSTP1 rs1695 A/G 1,48 0,71 - 3,06 0,293 n=47, eventos= 32 

DPYD rs1801265 T/C + C/C 2,32 1,12 - 4,81 0,024 

HR = Hazzard Ratio 

IC 95% = Intervalo de Confianza 

n = número de pacientes analizados 

eventos = número de personas fallecidas dentro de los 2 años de seguimiento 

En negrita se destacan las variantes que presentan un p-value < 0,05 
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Tabla 9. Análisis multivariado de Regresión de Cox para variables no genéticas 

Variable HR IC 95% p-value R2 Modelo 

Infiltración linfocitos 20% 0,64 0,31 - 1,32 0,223 0,32 

Metástasis solo hígado 3,65 0,99 - 13,51 0,052 * n=34, eventos=32 

Metástasis hígado + otra metástasis 4,98 1,27 - 19,53 0,021 

<12 ciclos esquema 

FOLFOX/XELOX 

2,07 0,67 - 6,19 0,195 

Segunda línea quimioterapia 1,49 0,56 - 3,98 0,426 

HR = Hazzard Ratio 

IC 95% = Intervalo de Confianza 

n = número de pacientes analizados 

eventos = número de personas fallecidas dentro de los 2 años de seguimiento 

En negrita se destacan las variantes que presentan un p-value < 0,05 

*p-value < 0,1 

 

 

Posterior a esto, se procedió a realizar un análisis multivariado “step by step”, en donde se probaron 

todas las posibles combinaciones de variables para determinar cuáles son las que explican mejor el modelo 

y con p-value significativo. Al realizar este análisis, no se logró obtener un modelo que incluyera solo 

variables significativas, por lo que se procedió a dejar el modelo con mejor R2 y más variables 

significativas (Tabla 10), ya que sería el que mejor explicaría la sobrevida global de esta cohorte. Se 

observa que el presentar el alelo C de la variante rs1801265 tiene un HR de 6,97 y una asociación 

significativa con la sobrevida global. De la misma manera, se observa que tener menos de 12 ciclos de 

esquema FOLFOX/XELOX tiene un HR de 4,69 y una asociación significativa con la sobrevida global. 

Estos resultados se ajustan por las otras variables presentes en el modelo. El R2 del modelo es de 0,51 lo 

que indicaría que al analizar este conjunto de variables se puede explicar en un 51% la sobrevida global 

de los pacientes mCRC. 
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Tabla 10. Análisis multivariado de Regresión de Cox con todas las variables con p-value < 0,2. 

Variable HR IC 95% p-value R2 Modelo 

TYMS DEL/DEL 1,25 0,44 - 3,60 0,673 0,51 

GSTP1 rs1695 A/G 1,17 0,38 - 3,60 0,777 n= 33, eventos= 25 

DPYD rs1801265 T/C + C/C 6,97 2,07 - 23,51 0,002 

Infiltración linfocitos 20% 0,66 0,27 - 1,65 0,378 

Mtt hígado 2,44 0,61 - 9,69 0,205 

Mtt hígado + otra 2,68 0,63 - 11,40 0,182 

<12 ciclos esquema FOLFOX/XELOX 4,69 1,32 - 16,68 0,017 

Segunda línea quimioterapia 0,71 0,22 - 2,25 0,559 

HR = Hazzard Ratio 

IC 95% = Intervalo de Confianza 

n = número de pacientes analizados 

eventos = número de personas fallecidas dentro de los 2 años de seguimiento 

En negrita se destacan las variantes que presentan un p-value < 0,05 

 

 

5.6 Recálculo de tamaño muestral con datos obtenidos en este estudio 

De manera adicional, se realizó un recálculo del tamaño muestral con los datos obtenidos en el 

análisis multivariado con mejor R2. Se usó en este recálculo la frecuencia del alelo C de la variante DPYD 

rs1801265 (0,28), el HR obtenido en el análisis multivariado (6,97) y la mediana de sobrevida de 25 meses. 

Todo esto con un poder estadístico de 80%, una significancia del 95% y una tasa de censura de 0,3. Como 

se observó en este estudio, muchos casos tenían datos faltantes, por lo que se debe mantener esa tasa de 

censura para el cálculo. Con estos datos se obtuvo el siguiente n muestral: 

• Grupo expuesto (con la variante genética): 17 

• Grupo no expuesto (sin la variante genética): 42 

• Tamaño muestral total: 59 

En nuestro estudio se logró reclutar a 51 pacientes, con los cuales se pudieron asociar algunas 

variables al outcome sobrevida. Posiblemente con el tamaño muestral correspondiente otras variables 

podrían haber sido incorporadas en el modelo multivariado. 
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5.7 Resultados adicionales: Análisis de pacientes mCRC de base de datos TCGA 

De manera adicional, y como una forma de comparar la cohorte estudiada con otra cohorte con 

características similares, se analizó a pacientes con mCRC de la base de datos TCGA. En este estudio se 

seleccionaron 115 pacientes con CRC etapa III y IV. Se realizó un análisis univariado y multivariado de 

regresión de Cox para sobrevida a 5 años considerando la expresión génica de TYMS, GSTP1, DPYD, 

KRAS y BRAF, y la de marcadores pronósticos inmunes: FOXP3, PTPRC, MAL, CD3E, CD3D, CD3G, 

PDCD1 y CD274, e incorporando variables clínicas. Todos los datos de expresión se obtuvieron por 

RNAseq.  

El análisis multivariado indicó que una baja expresión de TYMS y GSTP1 (HR=2,5, 95%IC=1.0–

5.9, p<0,042 y HR=4,3, 95%IC=1,7–10,9, p<0,002, respectivamente), en conjunto con una alta expresión 

de KRAS y CD274 (HR=2,9, 95% IC=1,3–6,5, p<0,008 y HR=4,5, 95%IC=1,3–15,4, p<0,16, 

respectivamente) se asocian a una menor sobrevida. Adicionalmente, etapa IV de la enfermedad y la 

adición de quimioterapia post-operatoria (HR=2,5, 95%IC=1,4–5,6, p<0,21 y HR=0,3, 95%IC=0,1-0,6, 

p<0,001, respectivamente), muestran ser factores de riesgo y protección, respectivamente. Como 

conclusión de este análisis in silico se observó que la disminución de la expresión en TYMS y GSTP1, el 

aumento de la expresión de KRAS y CD274, la ausencia de quimioterapia post-operatoria y la presencia 

de etapa IV se asocian con una disminución de la sobrevida en pacientes con CRC. 

Este estudio se realizó de manera previa al estudio con la cohorte estudiada en esta tesis, para 

determinar que las enzimas propuestas pueden estar involucradas en otras cohortes similares. Se observó 

la expresión génica de estas enzimas, ya que es una manera de asimilar el efecto de las variables 

polimórficas en ellas.  
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6. DISCUSIÓN 

En la presente tesis, a diferencia de otros estudios de asociación, se buscó demostrar la implicancia 

de múltiples variables, tanto genéticas como no genéticas, en la sobrevida global de pacientes mCRC para 

visualizar de manera más completa la respuesta clínica que pueden presentar estos pacientes al tratamiento 

con esquema FOLFOX/CapeOX, para finalmente lograr un modelo predictivo que permita, a futuro, 

personalizar el tratamiento mejorando la calidad de vida de los pacientes. 

 

6.1 Asociación univariada de variables genéticas y no genéticas con la sobrevida. 

En este estudio, se buscó la asociación de diferentes variables, genéticas y no genéticas, con la 

sobrevida global. Dentro de las no genéticas, se analizaron distintas variables clínicas, tales como 

localización del tumor primario, edad de diagnóstico, sexo, tipo de metástasis, TILs, completar el esquema 

de primera línea y presentar segunda línea de quimioterapia. Por otra parte, el estudio de variables 

genéticas se enfocó en el blanco terapéutico de 5-FU y las principales enzimas biotransformadoras de 5-

FU y Oxaliplatino.  

Para determinar la asociación del tumor primario con la sobrevida global se realizaron dos análisis. 

En el primero se realizaron tres grupos: RCC (Colon ascendente y transverso), LCC (Colon descendente 

y sigmoides) y Recto. El segundo que se realizó fue con dos grupos, en donde los tumores de recto se 

incluyeron a los LCC. En estos análisis de la localización del tumor primario no se observó ninguna 

asociación significativa con la sobrevida de los pacientes (ANEXO VI). Se esperaba encontrar una 

asociación similar a la observada en otros estudios, en donde se ha determinado que los pacientes RCC 

tienen una asociación significativamente negativa con la sobrevida global, con distinto HR dependiendo 

de la población estudiada (HR = 1,22 - 6,20) (Buisman, F., et al., 2019). El estudio que ha determinado el 

HR de 6,20 se realizó con un tamaño muestral de 102 pacientes, en donde la relación de RCC con LCC 

fue de 1:1, por lo que posiblemente la asociación buscada en esta tesis no se logró por tamaño muestral. 

La otra asociación que se logró realizar fue con el tamaño del tumor, en donde se observó que tumores 

RCC mayores de 3 cm se asocian negativamente con la sobrevida global con un HR de 3,9 (Gu, Y., et al., 

2018), por lo que es interesante a futuro incorporar esta variable para ver su implicancia con la sobrevida 

en pacientes chilenos.      
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El análisis de asociación de las variables edad de diagnóstico y sexo tampoco mostró asociación 

significativa en la cohorte mCRC estudiada. Se ha observado en diferentes estudios que existen diferencias 

entre los tumores de los hombres y de las mujeres. En estadios tempranos de CRC los hombres presentan 

menos tumores con mutación en KRAS que las mujeres y que mientras aumenta el estadio, el número de 

mutaciones KRAS en hombres aumenta (Breivik, J., et al., 1994), esto nos lleva a pensar que los tumores 

esporádicos tienen vías distintas de mutaciones dependiendo del sexo del paciente. Por otra parte, se ha 

observado que las mujeres con tumores en RCC muestran un subtipo distinto de la enfermedad (Shin, J., 

et al., 2019). También se ha observado que mujeres con tumores en estadio III ubicados en RCC se asocian 

a una mayor recurrencia, por lo que se sugiere que se debe vigilar de manera más cercana y tratar más 

agresivamente este tipo de cáncer (Park, J., et al., 2018). Adicional a esto, se ha determinado que este tipo 

de tumores presentan una expresión diferencial de genes a los LCC de mujeres y que esta expresión 

diferencial no se observa entre hombres RCC con LCC (Sun, Y., et al., 2019). Al no encontrar asociación 

en nuestra cohorte de estudio, creemos que el aumentar el número de mujeres con RCC podría conducir a 

una asociación significativa con la sobrevida. 

En relación con la metástasis solo se observó que la metástasis hepática se asocia 

significativamente con la sobrevida de los pacientes mCRC (ANEXO VI). La presencia de metástasis 

hepática tiene una asociación negativa con HR = 4,21 y una mediana de sobrevida de 32,1 meses a 

diferencia de la ausencia de metástasis que presenta una mediana de sobrevida de 107,2 meses. Diversos 

estudios han mostrado que tanto la metástasis hepática como la pulmonar podrían estar asociadas 

negativamente con la progresión del CRC. El año 2019 se propuso la construcción de un modelo predictivo 

de sobrevida en donde se incluyeron 13 variables relacionadas, dentro de esas variables se determinó que 

la metástasis hepática en conjunto con la pulmonar se asocia negativamente con la sobrevida cuando están 

presentes. Esta cohorte incluyó a 20.000 pacientes aproximadamente y generó un nomograma predictor 

de sobrevida global (Ge, H., et al., 2019). En nuestra cohorte, se observó una tendencia a la asociación 

positiva con la sobrevida la presencia de otro tipo de metástasis. Como la mayoría de los pacientes no 

presentan un solo tipo de metástasis se planteó generar un modelo de asociación de metástasis, en donde 

se observó que presentar sólo metástasis hepática se asocia negativamente con la sobrevida (HR = 3,9), y 

que aumenta el HR cuando se incorpora otro foco metastásico, tal como el pulmón, hasta un HR de 4,6. 

Esto nos sugiere que cuando un paciente presenta metástasis, se le debe considerar la cantidad de órganos 

con metástasis, ya que mientras más órganos afectados peor es la progresión del paciente.  
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De la misma manera se analizó el tratamiento, en primera y segunda línea, y su asociación la 

sobrevida de los pacientes mCRC. No se pudo analizar el número de ciclos de esquema FOLFOX/CapeOX 

administrados a los pacientes y su asociación con la sobrevida, ya que el número de pacientes por ciclos 

fue bastante pequeño, lo que nos disminuye el poder estadístico de análisis. Frente a esto se analizó el 

concepto de completar o no el tratamiento en primera línea. El esquema FOLFOX/CapeOX se administra 

durante 12 ciclos, por lo que se agrupó en aquellos pacientes que cumplieron con los 12 ciclos y en 

aquellos que no. Este análisis no mostró una asociación significativa con la sobrevida de manera 

univariada pero si se incorporó a los análisis multivariados, ya que obtuvo un p-value menor a 0,2. 

Adicionalmente, se analizó a los pacientes que tuvieron o no segunda línea de quimioterapia. Este análisis 

mostró una tendencia negativa a la asociación cuando a los pacientes se les administraba una segunda 

línea de quimioterapia. Un meta-análisis mostró que en pacientes mCRC no se otorga mayor beneficio, 

en relación con sobrevida global, en mantener una quimioterapia citotóxica comparado con solo 

observación de los pacientes, en cambio sí muestra un beneficio en relación a la progresión libre de 

enfermedad. Esta última muestra un mayor aumento cuando se otorga un tratamiento con 5-FU más 

bevacizumab (Sonbol, M., et al., 2019). Por otra parte, un estudio clínico analizó si el régimen de 12 

ciclos, que se entrega durante 6 meses, puede ser disminuido para aminorar los efectos adversos sin afectar 

la eficacia del tratamiento. En este estudio se determinó que tres meses de FOLFOX/CapeOX genera el 

mismo efecto que 6 meses. Este hallazgo puede mejorar la calidad de vida del paciente y disminuir costos 

de tratamiento (Ivesson, T., et al., 2019). Por otra parte, la principal segunda línea de quimioterapia es 

FOLFIRI, la cual conlleva una gran cantidad de efectos adversos, que conduec a cambio de tratamiento 

(MINSAL, 2013). Otros estudios han incorporado otro tipo de moléculas tales como anticuerpos 

monoclonales como otra opción de tratamiento de segunda línea. Se ha observado que al incorporar 

aflibercept aumenta la sobrevida global y la progresión libre de enfermedad frente a aquellos que 

recibieron FOLFIRI con o sin bevacizumab. Con estos resultados, los autores sugieren que aflibercept 

podría ser una alternativa para pacientes con enfermedad quimiorefractaria (Auray, M., et al., 2019). Estos 

estudios nos otorgan nuevas herramientas frente al tratamiento de los pacientes y como mejorar la calidad 

de vida. Ya se sabe que FOLFOX/CapeOX o FOLFIRI son efectivos en cierto porcentaje, pero conllevan 

una gran cantidad de efectos adversos, por lo que disminuir el tiempo de administración o incorporar 

tratamientos con anticuerpos monoclonales, tales como bevacizumab o aflibercept, cuando corresponda, 

podrían mejorar la eficacia y la seguridad del tratamiento del cáncer CRC.  
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En relación con los porcentajes de infiltración de linfocitos T no se observó influencia en la 

sobrevida global de los pacientes mCRC. Este grupo de estudio al ser metastásico posee un bajo porcentaje 

de infiltración de linfocitos T. Se han realizado estudios de TILs en pacientes CRC con estadio II y III, en 

donde se asoció de manera significativa el efecto de ellas. Los grupos con una alta infiltración (más de un 

70% muestran una mejor prognosis de la enfermedad, a diferencia de aquellos con baja infiltración (Iseki, 

Y., et al., 2018). Esto es un factor importante para considerar, ya que nuestro grupo de estudio presentaba 

un porcentaje de infiltración de un 30% como máximo, por lo que posiblemente por esto no se logró 

determinar una asociación. Es por esto por lo que se debe incorporar el análisis de las subpoblaciones 

presentes de linfocitos T. Al respecto, variados estudios han demostrado que pacientes con mayor cantidad 

de subpoblaciones de CD8+, Treg y CD45RO se asocian positivamente con la sobrevida de pacientes 

CRC (Kong, J., et al., 2019). Otros estudios han determinado que presentar Treg se asocia con CRC 

dependiendo del estadio estudiado (Mahalingam, J., et al., 2014; Sun, X., et al., 2017). Estos estudios, 

indican que no sólo se debe estimar el porcentaje de TILs, sino que también que subpoblaciones se asocian 

están infiltrando. 

En relación con las variables genéticas, estás se analizaron mediante distintos modelos de herencia 

(ANEXO VI) con la sobrevida global. Para la variable TYMS 3’UTR 6bp ins-del (rs151264360) como no 

se encontraron pacientes con el genotipo INS/INS se analizó solamente la implicancia de presentar un 

alelo con la deleción 6bp (INS/DEL) o presentar ambos alelos con la deleción (DEL/DEL). Este análisis 

muestra una tendencia a una asociación negativa del genotipo DEL/DEL (HR = 2,076, p-value = 0,058). 

Posiblemente si aumentamos el tamaño muestral de la cohorte podremos encontrar una asociación 

significativa. Estudios describen que los niveles de expresión de la proteína TS pueden ser un marcador 

pronóstico de tratamiento, por lo que analizar la variante rs151264360 puede ser una manera indirecta de 

determinar la expresión de TS. Cuando la inserción de 6bp se encuentra presente se observa un aumento 

en la estabilidad del ARNm de TYMS, por contrario cuando se encuentran delecionados los 6bp el ARNm 

de TYMS baja su estabilidad, por ende, se degrada más fácil (Panczyk, M., 2014). Leichman y asociados, 

en el año 1995 determinaron que en pacientes CRC existe una relación inversamente proporcional entre 

la expresión intratumoral de TS con el grado de respuesta a la terapia con 5-FU. Se observó que pacientes 

con baja expresión de TS tienen un alto rango de respuesta al tratamiento con 5-FU y una mayor mediana 

de sobrevida (Leichman, L., et al., 1995). En este mismo sentido, se realizó un meta-análisis de 13 estudios 

clínicos con pacientes mCRC, en donde se observó el mismo fenómeno descrito por Leichman (Popat, S., 

et al., 2004). Un meta-análisis reciente mostró que los pacientes con baja expresión de TYMS muestran 
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una mejor respuesta a tratamiento con 5-FU (Qiu, L., et al., 2008). Frente a estos resultados, podemos 

pensar que si nuestra cohorte mCRC aumenta en tamaño será posible encontrar la asociación de la variante 

con la sobrevida global. Sin embargo, se debe considerar a futuro analizar otras variantes descritas para 

TYMS relacionadas con su estabilidad, tales como el VNTR TSER*3G>C (rs45445694, rs34743033) 

(Panczyk, M., 2014). Finalmente, en los últimos años se ha analizado la implicancia de la variante TYMS 

con otras tales BRAF y KRAS (Ntavatzikos, A., et al., 2019) o con enzimas relacionadas con la reparación 

del ADN, tales como ERCC1 (Jiang, H., et al., 2019). En estos estudios se han mostrado una nueva 

perspectiva, ya que podría ser posible predecir la respuesta terapéutica, en relación con la sobrevida global, 

con más de una variable genética, quizás no relacionadas entre sí.  

Dentro de las variables analizadas de DPYD sólo se pudo analizar la variante DPYD c.85T>C 

(rs1801265) por las frecuencias determinadas en esta población. Esta variable se analizó mediante 4 

modelos de herencia: Codominante, dominante, recesivo y multiplicativo. Los modelos que no dieron 

asociación significativa fueron el recesivo y el multiplicativo, en cambio los modelos codominante y 

dominante mostraron una asociación con la sobrevida global. Se observó que el modelo con una mejor 

asociación es el dominante, esto quiere decir que los pacientes mCRC que presenten el alelo C, como 

homocigoto C/C o heterocigoto T/C, presentan una peor prognosis (HR = 2,43 - IC 95% = 1,176-5,016 - 

p-value = 0,016), es decir los pacientes presentan un decrecimiento de la expresión de la enzima DPD y 

esto se asocia, posiblemente, a una peor respuesta al tratamiento. La deficiencia de la enzima DPD se 

describió por primera vez en una enfermedad autosómica recesiva, en donde se observaba una 

acumulación de uracilo y timina en la orina (Bakkeren, J., et al., 1984). Existen hasta la fecha más de 1500 

polimorfismos de DPD relacionados con la actividad y transcripción de esta proteína. Frente a tratamientos 

con 5-FU o capecitabina, los pacientes con baja actividad de DPD incrementan el riesgo de presentar 

eventos fatales en relación con efectos tóxicos al usar la dosis estándar de 5-FU (Ciccolini, J., et al., 2006). 

Muchos estudios han relacionado las variantes de DPD con los efectos adversos de 5-FU, pero los últimos 

años esta enzima ha sido foco en relación con la eficacia del tratamiento y a la sobrevida de los pacientes. 

En un estudio se observó que el genotipo C/C de la variante DPYD c.85T>C podría ser asociado con la 

sobrevida libre de enfermedad de los pacientes CRC tratados con esquemas basados en 5-FU (Yousef, A., 

et al., 2018). Un estudio realizado en pacientes CRC de la India, mostró que una baja expresión de DPD 

en el tumor puede relacionarse con una baja sobrevida (Gajjar, K., et al., 2018). Interesantemente, en este 

estudio se observó la asociación de las enzimas DPD y TS como un posible modelo predictivo de la 

sobrevida de los pacientes CRC. De manera similar, otro estudio asoció el efecto combinatorio del análisis 
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de la expresión de TS y DPD con la sobrevida libre de enfermedad y la sobrevida global en pacientes CRC 

con tratamiento basado en 5-FU (Afzal, S., et al., 2011). Por otra parte, estudios de las variantes genéticas 

de DPYD, específicamente de las DPYD IVS14+1G>A y c.2846A>T, han asociado dichas variantes con 

la seguridad del tratamiento con 5-FU, en donde se observa que si están presentes los alelos de riesgo se 

debe disminuir la dosis para bajar el riesgo de toxicidad (Deenen, M., et al., 2011). Estas variantes, se 

asocian a una baja expresión de DPD, al igual que c.85T>C, por lo que la determinación de ellas podría 

ser usada como una asociación indirecta de la expresión en el tumor, por ende, su efecto tanto en la eficacia 

como en la seguridad del tratamiento, así como en la sobrevida global del paciente.  

Finalmente, la variante GSTP1 c.313A>G se analizó de igual manera por los cuatro modelos de 

herencia. Se determinó que mediante el modelo multiplicativo el heterocigoto A/G se asocia 

negativamente con la sobrevida global de los pacientes. Según literatura, la sustitución Ile105Val, 

generada por el cambio de A por C, en la posición 313, disminuye la activación electrofílica del sitio 

activo de la enzima, causando un impedimento estérico que cambia el sitio de unión del sustrato, lo que 

finalmente disminuye la actividad enzimática de GSTP1 (Panczyk, M., 2014). Es importante aclarar que 

la enzima GSTP posee dos sitios, el sitio G y H. El sitio G (del aminoácido 1 al 81) es el encargado de la 

acción catalítica sobre el glutatión y el sitio H (81 al 210) es el que promueve la acción catalítica de G, 

por ende, el polimorfismo Ile105Val no afecta directamente al sitio activo de la enzima (Dong, S., et al., 

2018). Frente a esto, se esperaba que el genotipo G/G se asociará directamente con la sobrevida de los 

pacientes. Se han mostrado en algunos estudios clínicos la influencia del polimorfismo en reacciones 

adversas a tratamientos con Oxaliplatino en pacientes con mCRC (McLeod, H., et al., 2010; Ruzzo, A., 

et al., 2007). Como el genotipo G/G se relaciona con una disminución de la actividad catabólica de GSTP1 

a diferencia del A/A, puede asociarse a una mayor acumulación de Oxaliplatino en la célula, lo cual se 

puede asociar a mayor neurotoxicidad (Ruzzo, A., et al., 2007). Esta asociación nos lleva a pensar qué si 

hay más fármaco acumulado, debería observarse mayor efecto citotóxico, por ende, aumentar la sobrevida. 

Se ha descrito que este polimorfismo puede aumentar la quimiosensibilidad de las células tumorales 

(Panczyk, M., 2014). Interesantemente, algunos estudios han mostrado una asociación entre los 

polimorfismos de distintas GST. Se determinó que la asociación entre GSTT1 no nulo/GSTM1 

nulo/GSTP1 Ile/Val se asocian con un aumento en el riesgo de CRC esporádico y en la progresión tumoral 

(Wang, J., et al., 2011; Rodrigues-Fleming, G., et al., 2018). Todos estos estudios han determinado la 

presencia de una de las variantes con efecto en la función activa de GSTP1, pero se ha descrito que existen 

al menos dos y se comportan como haplotipo, es decir dependiendo de la combinación es el efecto que se 
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observa (Dong, S., et al., 2018). La otra variable que se ha incluido en los haplotipos es el cambio de 

alanina por valina en la posición 114 (Ala114Val). Con estas dos variables se han descrito los siguientes 

haplotipos: GSTP1*A (Ile105 + Ala114), GSTP1*B (Val105 + Ala114), GSTP1*C (Val105 + Val114), 

and GSTP1*D (Ile105 + Val114) (Harris, M., et al., 1998). Por lo que como en este estudio sólo se 

determinó una de las variantes, sin saber realmente cual es el haplotipo relacionado con la sobrevida global 

de los pacientes. 

Por otra parte, como bien se ha descrito, las enzimas GST es una gran familia de enzimas con un 

rol fundamental en la desintoxicación celular. Mantienen una homestasis redox global, determinando el 

balance entre reacciones de reducción y oxidación y participando de numerosas cascadas de señalización, 

tales como proliferación, respuesta inflamatoria, apoptosis, senescencia, entre otras (Tew, K. y D. 

Townsend, 2012). Frente a esto, es de esperar que sean abundantes en todas las células. El factor de 

transcripción nuclear Nrf2 es el encargado de regular la transcripción de las GST. En los últimos años, se 

ha observado una implicancia de este factor en la tumorogénesis. Se ha observado que pacientes con 

mutaciones en KRAS y BRAF muestran un aumento del estado basal de Nrf2. Esto se puede asociar de 

manera indirecta con la cantidad de GSTs en la célula (DeNicola, G., et al., 2011). Por otra parte, GSTP 

puede interactuar con las proteínas JNK, las cuales están relacionadas con apoptosis/proliferación (Tew, 

K. y D. Townsend, 2012). El C-terminal de GSTP1 (residuos 194 hasta 201) es el dominio de unión, por 

ende, inactivación, de JNK (Okumura, T., et al., 2015). La baja actividad de JNK es mantenida como una 

consecuencia del secuestro que realiza GSTP1 de la proteína. Posterior a un aumento de ROS o de una 

droga, tal como Oxaliplatino, el complejo es disociado y JNK puede ejercer su acción (Tew, K. y D. 

Townsend, 2012). Se han estudiado los distintos haplotipos de GSTP1 con la función de JNK y su efecto 

en apoptosis o proliferación. Se determinó que el haplotipo GSTP1*A reduce la proliferación celular y 

protege contra la apoptosis a través de un mecanismo independiente de JNK. En contraste, el haplotipo 

GSTP1*C no influye en la proliferación, pero protege a las células de la apoptosis mediante el mecanismo 

de JNK (Holley, S., et al., 2007). Esto es relevante para futuros estudios, ya que como se ha descrito, 

posiblemente la relación con la eficacia y sobrevida de los pacientes con cáncer tratados con derivados de 

platinos se vea mejor descrito por el análisis de los haplotipos que por una variante sola.  
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6.2 Asociación multivariada de variables genéticas y no genéticas con la sobrevida. 

 Se realizaron diferentes combinaciones de las variables analizadas con un p-value menor a 0,2 para 

determinar la mejor asociación de las variables. Los parámetros considerados para esto es la significancia 

estadística y el R2 de los modelos. Por la falta de datos de los pacientes el tamaño final de este análisis fue 

de 35 pacientes, en donde sólo 25 presentaban el outcome muerte. No se logró un modelo con todas las 

variantes con p-value significativo, sino que sólo dos de las variables tienen significancia: el alelo C de la 

variante DPYD c.85T>C y completar los 12 ciclos del esquema FOLFOX/CapeOX. El alelo C de la 

variante DPYD c.85T>C en todos los modelos propuestos mantuvo su significancia, en cambio el 

completar los 12 ciclos del esquema FOLFOX/CapeOX sólo presentó significancia cuando se 

incorporaron el resto de las variables. Estos resultados nos indican que la sobrevida global se puede 

predecir mediante un conjunto de variables, tanto genéticas como no genética. Varios estudios 

multivariados han mostrado distintas asociaciones entre variables no genéticas como el estudio de Ge, H., 

et al. (2019) en donde se diseñó un normograma predictivo de la sobrevida global de pacientes CRC. Se 

incluyeron distintas variables, tales como sexo, edad, tipo de metástasis, tamaño tumor primario, entre 

otros. Otros estudios, asocian solo variables genéticas, como el estudio de Stoehlmacher, J., et al. (2004), 

en donde se asocian ciertas variables genéticas de enzimas GST, TS, XPD, entre otras. Mediante esta 

asociación, el grupo generó un modelo de predicción de la sobrevida global.  

 Finalmente, en este estudio se buscó determinar la implicancia de variantes genéticas y no 

genéticas, tanto individualmente como agrupadas, como factores predictores de la sobrevida global de 

pacientes mCRC. Se logró reclutar a 52 pacientes, en donde se observó una asociación significativa con 

la sobrevida de los pacientes la presencia de metástasis hepática, el alelo C de la variante DPYD c.85T>C 

y el genotipo heterocigoto A/G de la variante GSTP1 c.313A>G. Estas variantes, de manera individual, 

muestran una implicancia con la eficacia del tratamiento FOLFOX/CapeOX a través de su asociación con 

la sobrevida. Por otra parte, se observó que, al agrupar ciertas variables genéticas y no genética, se puede 

explicar en un 51% la respuesta al esquema terapéutico. Este análisis solo mostró dos variables 

significativas, por lo que se espera que al tener una cohorte más grande será posible lograr una 

significancia estadística de las variables correspondientes. Las principales limitaciones que se observaron 

en este estudio fueron el bajo número de centros incluidos, el reclutamiento de pacientes, la recuperación 

de las muestras FFPE desde los servicios de anatomía patológica, la falta de datos desde fichas clínicas y 

la falta de información con relación a la causa de muerte de los pacientes. Como proyección del proyecto 
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se espera lograr un modelo predictivo de sobrevida global de pacientes mCRC al aumentar el número de 

pacientes y al incorporar otras variables, tales como el haplotipo de GSTP1 o las subpoblaciones de TILs. 

Por otra parte, se espera que este estudio tenga un acercamiento a un posible uso clínico, posterior a una 

validación de los modelos obtenidos, en donde nos permita elegir de mejor tratamiento para cada paciente.  

En Chile, el diagnóstico de CRC se realiza únicamente mediante anatomía patológica e 

imagenología, con lo cual se puede llegar a etapificar este cáncer y determinar el mejor tratamiento, según 

los protocolos establecidos por el Ministerio de Salud. Este diagnóstico es realizado de manera 

observacional, por lo que depende mucho del clínico que realicé el diagnóstico. En etapa metastásica el 

tratamiento a seguir es quimioterapia basada en 5-FU en conjunto con otro citotóxico que permite una 

mejora en la respuesta terapéutica del paciente. Estos esquemas se evalúan a través de criterios RECIST 

(Response Evaluation Criteria in Solid Tumors), analizando el tamaño del tumor y lo sitios metastásicos 

mediante imágenes. Esta determinación, al igual que la anterior depende del clínico que realice la 

determinación. Los biomarcadores moleculares evaluados en esta tesis, en un futuro y posterior a un 

estudio de validación, podrían ser utilizados en conjunto con la determinación por anatomía patológica e 

imagenología, permitiendo tener una predicción de la respuesta clínica antes o durante eltratamiento de 

quimioterapia FOLFOX/CapeOX, incluso se podría modificar los algoritmos terapéuticos permitiendo la 

selección de pacientes a medicamentos de alto costos, como anticuerpos monoclonales o inmunoterapia. 

Sin duda, este tipo de estudios pueden mejorar el tratamiento de los pacientes mediante la predecir 

de una respuesta clínica, relacionada con la eficacia terapéutica o con la sobrevida global, en pacientes 

con tratamientos farmacológico. A futuro, nos pueden otorgar una visión más personalizada de cada 

paciente, permitiéndonos mejorar su calidad de vida mediante un tratamiento adecuado para él y no para 

la enfermedad.  
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7. CONCLUSIONES 

1. Respecto a las variables no genéticas, se estableció una asociación de manera univariada entre la 

metástasis hepática con una menor sobrevida en pacientes mCRC. Al realizar un modelo con todos los 

focos metastásicos se determinó que el presentar otro foco metastásico en conjunto con la metástasis 

hepática disminuye aún más la sobrevida de pacientes mCR 

2. El alelo C de la variante DPYD c.85T>C (rs1801265) y el genotipo heterocigoto A/G de la variante 

GSTP1 c.313A>G (rs1695), se asocian con la disminución de la sobrevida de los pacientes mCRC.  

3. En relación con el modelo multivariado, se observó que las variantes DEL/DEL de TYMS, GSTP1 

rs1695 A/G, el alelo C de la variante DPYD c.85T>C (rs1801265) en conjunto con infiltración TILs 20%, 

Metástasis hepática más otro foco metastásico, no completar los 12 ciclos esquema FOLFOX/CapeOX 

y tener segunda línea de quimioterapia, pueden explicar la sobrevida de los pacientes mCRC en un 

51%. En este estudio sólo se logró la significancia con las variantes alelo C de la variante DPYD 

c.85T>C y no completar los 12 ciclos esquema FOLFOX/CapeOX.  

4. Finalmente, este estudio logró asociar variables genéticas y no genéticas con la sobrevida de los 

pacientes mCRC, mostrando la implicancia de estas de manera independiente y asociadas entre sí, lo 

que constituye una primera aproximación a  modelos predictivos de sobrevida en mCRC. 
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9. ANEXOS 

ANEXO I: Dispensa al consentimiento informado 
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ANEXO II: Estandarización de extracción de ADN desde muestras FFPE 

 

 

Para realizar la extracción de ácidos nucleicos, primero se llevó a cabo la estandarización de la 

técnica usando el kit AllPrep DNA/RNA FFPE, Qiagen. Esta estandarización consistió en 6 pilotos, donde 

se determinó: 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 generó una “calculadora” del 

área tumoral necesaria para obtener un mínimo de ácidos nucleicos; con ella podemos determinar la 

cantidad de cortes necesarios. Queda pendiente el último piloto para determinar los cortes necesarios para 

extraer ácidos nucleicos desde muestras de colonoscopía. 

 

Como resultado de esta estandarización se llegaron a las siguientes conclusiones: 

-Tipo de corte: será rollo si el área tumoral marcada por el anatomopatólogo es mayor a un 80%, si es 

menor a esta área debe ser microdisección. Si es rollo es mejor 2 cortes de 10µm o 3 cortes de 8µm que 

un corte de 20µm, ya que con más cortes de menor grosor es mejor la desparafinación del tejido. 

-Estabilidad de los cortes a corto plazo: se observa una mínima disminución en la cantidad de ADN inicial, 

posterior a 4 semanas del almacenamiento a 4°C. Esto solo se notó en los 2 cortes de 10µm. 

-Rendimiento del kit: para cáncer de colon se observó un rendimiento promedio de 56,7ng/µL/cm2, usando 

xileno como desparafinante y con las condiciones indicadas en el kit.   
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ANEXO III: Parámetros considerados para determinar calidad de ADN extraído desde muestras 

FFPE 

Tabla 11. Criterios de integridad del ADN extraído desde muestras FFPE mediante análisis 

electroforético 

Integridad ADN desde FFPE: análisis electroforético 

Patrón migratorio en el gel de agarosa. Score Interpretación 

Banda tipo “smear”  > 1000 pb  3   Óptima 

Banda “smear” menos definida alrededor de 

1000 pb a 800 pb 

2  Aceptable 

Banda “smear” menos definida alrededor de 

800 pb a 200 pb 

1   Deficiente, definir con análisis de PCR 

housekeeping 

Desaparición de “smear” en pesos 

moleculares medios-altos y/o aparición de 

“smear” bajo los 200 pb 

  

0,5   

  

Integridad no aceptable, definir con 

análisis de PCR housekeeping  

 

Tabla 12. PCR múltiplex para control de ADN extraído desde muestras FFPE 
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ANEXO IV:  Estandarización de concentración mínima de ADN para genotipificación mediante 

PCR en Tiempo Real. 

 

Para determinar la concentración mínima necesaria para detectar los SNPs, se realizó una curva de 

calibración con concentraciones desde 5 ng hasta 30 ng por pocillos con 3 muestras distintas para ver 

trazabilidad de los resultados. 

 

a)                                                                              b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

     c)                                                                                d) 

 

 

 

 

 

 
Figura 24.  Ejemplo de las curvas de amplificación realizadas. a) 5 ng de ADN (ct 32), b) 10 ng de ADN (ct 30), 

c) 15 ng (ct 30) de ADN y d) 30 ng de ADN (ct 28) para el SNP rs72728438 del gen DPYD. 
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ANEXO V: Ficha de reclutamiento de los pacientes
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ANEXO VI: Análisis estadísticos no significativos 

Variables clínicas 
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Variables genéticas: 
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Tabla 13. Medianas de sobrevida de variables genéticas y no genéticas no significativas. 

 

 

VARIABLES  MEDIANA DE SOBREVIDA (MESES) 

INFILTRACIÓN LINFOCITOS CORTE 10% 

10% 35,2 meses 

>10% 66,0 meses 

INFILTRACIÓN LINFOCITOS CORTE 20% 

<20% 34,6 meses 

>20% -- 

SEXO 

FEMENINO 36,3 meses 

MASCULINO 35,1 meses 

UBICACIÓN TUMOR 

DERECHO 55,2 meses 

IZQUIERDO 36,3 meses 

RECTO 22,7 meses 

UBICACIÓN TUMOR 

DERECHO 55,2 meses  

IZQUIERDO 35,1 meses 

METÁSTASIS PULMONAR 

AUSENCIA 36,3 meses 

PRESENCIA 35,1 meses 

DPYD c.85T>C  MODELO CODOMINANTE 

T/T 55,2 meses 

T/C 25,0 meses 

C/C 24,8 meses 

DPYD MODELO REC 

T/T + T/C 37,8 meses 

C/C 24,8 meses 

DPYD MODELO MULTIPLICATIVO 

T/T + C/C 52,0 meses 

T/C 25,0 meses 

GSTP1 MODELO CODOM 

A/A 66 meses  

A/G 27,7 meses 

G/G -- 

GSTP1 MODELO DOM 

A/A 66 meses 

A/G + G/G  34,2 meses 

GSTP1 MODELO REC 

A/A + A/G 34,2 meses 

G/G -- 

 


