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RESUMEN

La quimioterapia basada en fluoropirimidinas es la mas empleada en pacientes con
cancer de colon, principalmente la combinaciéon de 5 fluorouracilo (SFU) y acido
folinico (AF). A pesar de que existen otras alternativas terapéuticas, un 57% de los
pacientes que son atendidos en nuestro medio no las pueden pagar, y en ellos el régimen
empleado es el de SFU/AF. En la actualidad carecemos de marcadores biologicos que
predigan la respuesta a SFU/AF y nos permitan tener una base para la seleccion del
tratamiento. La enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) juega un papel
importante en el metabolismo del folato. El sustrato de dicha enzima es requerido para
la formacidn de un complejo terciario con el SFU y la timidilato sintetasa que inhibira la
sintesis de timina. Una mutacion en la MTHFR ha sido identificada como uno de los
polimorfismos mas comunes en la poblacién mexicana (cambio de citosina por timina
en la posicion 677 del gen). Esta variante se ha correlacionado con una disminucioén de
la actividad de la enzima e incremento en las concentraciones de su sustrato, lo que
potenciaria el efecto del SFU. El objetivo del estudio fue evaluar la presencia del
polimorfismo C677T de la MTHFR vy su relacion con la sobrevida libre de progresion
en pacientes con cancer de colon metastasico tratados con SFU y AF. Se estudiaron 29
pacientes con cancer de colon metastasico tratados con SFU/AF en el Instituto Nacional
de Cancerologia, utilizdndose bloques de parafina que incluyeran mucosa sana para
extraer el DNA y determinar el polimorfismo C677T mediante PCR y una digestion
alelo especifica. Se encontrd6 una proporcion de 27% de homodcigos CC, 52% de
heterocigos CT y 21% de homocigos TT. No hubo diferencias con respecto al sexo,
estado funcional, grado de diferenciacion del tumor sitio y nimero de metastasis entre
los tres grupos. La mediana de progresion para los grupos fue CC 3.43 meses, CT 4.77

meses y TT 4.80 meses (p= 0.047 log rank). Al comparar los grupos no polimoérficos



(CC) con los polimorficos (CT y TT) observamos un mayor tiempo para la progresion:
4.80 meses contra 3.43 meses en el grupo polimérfico (p =0.031 log rank). Nuestros
hallazgos son los primeros en sugerir un papel del polimorfismo C577T de la MTHFR
como un marcador predictivo de sobrevida libre de progresion en el tratamiento con

SFU/AF en pacientes con cancer de colon metastdsico



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En vista de que en nuestra institucion un porcentaje importante de pacientes son tratados
con SFU y AF por razones econdmicas, cobra vital importancia poder valorar la
presencia del polimorfismo C677T de la MTHFR vy su efecto en el tratamiento del
cancer de colon metastasico de manera que podamos seleccionar los pacientes que
tendran mayor beneficio con este tratamiento



1. INTRODUCCION

1.1 Tratamiento del cancer de colon: el uso de fluoropirimidinas

El cancer de colon es la tercera causa de muerte por cancer alrededor del mundo. En el
2005 aproximadamente 105,000 casos fueron diagnosticados en los Estados Unidos [1].
El nimero de casos anuales de esta patologia en México es de 3,157 y representa la
sexta causa de muerte por cancer en los hombres y la séptima en mujeres [2]. Con
respecto a su forma de presentacion, un 30% de los pacientes tendra enfermedad
metastasica al momento del diagnéstico [3]. En estos pacientes con enfermedad
avanzada, la terapia con 5-fluorouracilo (5SFU) y acido folinico (AF) ha sido la piedra

fundamental del tratamiento hasta fechas recientes.

El manejo actual de pacientes con enfermedad metastasica y/o recurrente incluye el uso
de varias drogas activas, ya sea como agentes Unicos 0 mas comunmente en
combinaciones dentro de las cuales se incluyen 5FU/AF, Irinotecan, Oxaliplatino,
Capecitabina, Bevacizumab y Cetuximab [4-8]. La sobrevida libre de progresion ha
mejorado de 4 meses con SFU/AF hasta cerca de 8 meses con la combinacion de
SFU/AF/Oxaliplatino (FOLFOX) o con S5FU/AF/Irinotecan (FOLFIRI) con una
sobrevida global de 20 meses con agentes de quimioterapia y hasta de 25 meses

afnadiendo terapia bioldgica [4,9].

La incorporacion de nuevas drogas ademads aportar un beneficio clinico ha traido como
consecuencia un aumento dramatico en el costo del tratamiento, siendo esto motivo de
recientes investigaciones y debates [10-12]. Considerando s6lo los costos de la terapia
actual usada de manera secuencial, tres lineas hasta progresion, el costo se estima entre

44,000 y 160,000 dolares al afio de tratamiento en los Estados Unidos [10]. El impacto



econdmico de la terapia en México no ha sido determinado, sin embargo, en el Instituto
Nacional de Cancerologia la mayoria de los pacientes no pueden pagar los esquemas
que incluyen al menos una de las nuevas drogas. En el afio 2004 s6lo un 43% de todos
los pacientes con cancer de colon recibieron uno de estos agentes en algin momento del
tratamiento. De manera que una proporcion importante de nuestros pacientes reciben

SFU/AF como tratamiento de primera linea por razones econdémicas.

Las respuestas que se obtienen con la combinacién de SFU/AF son de aproximadamente
25% [13], lo que significa que la mayoria de los pacientes sometidos a este esquema no
presentaran disminucidn en el volumen de su enfermedad medible y probablemente s6lo
experimentaran algin grado de toxicidad, sin poder, hasta el momento, identificar a

priori alos pacientes que presentaran un beneficio con dicho tratamiento.

En la actualidad carecemos de marcadores bioldgicos confiables que predigan la
respuesta al tratamiento basado en fluoropirimidinas y nos permitan tener una base
racional para la seleccion del mismo, esto es extensivo incluso en pacientes que reciben

esquemas con nuevas drogas combinadas con SFU/AF (FOLFOX y/o FOLFIRI).

1.2 Modo de accion del SFU

El 5FU sufre una conversion a fluorodesoxiuridina-monofosfato, la cual inhibe a la
enzima timidilato sintetasa previniendo la formaciéon de timidilato (timidina-5-
monofosfato) un precursor esencial de timidina-5-trifosfato [14], el cual se requiere para
la sintesis y reparacion del DNA en las células tumorales. La presencia de
fluorodesoxiuridina-monofosfato induce la formaciéon de un complejo terciario entre la

timidilato sintetasa, la  fluorodesoxiuridina-monofosfato y el 5-10



metilentetrahidrofolato (5-10-MTHF), donador de grupos metilo, potenciando ain mas
la inhibicion de esta via metabdlica [15]. Estudios experimentales han establecido que
este fendmeno inhibitorio es dptimo en concentraciones elevadas de AF un precursor
del 5-10-MTHF [16]. EI 5-10 MTHF en exceso puede inducir una mayor concentracion
en la formacion del complejo terciario en presencia de 5 FU lo que potenciaria la
inhibicion de la sintesis de bases necesarias para conformar la estructura del DNA en

las células tumorales [14].

En el metabolismo de los folatos, el AF es convertido a 5-10-MTHF, el cual es
subsecuentemente transformado en metilentetrahidrofolato y posteriormente reducido a
S-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF) por la enzima metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) [17]. Este ultimo producto es un substrato para la conversion de
homocisteina a metionina, la precursora de S-adenosilmetionina (SAM), la cual es el
donador de grupos metilo mas importante en todos los seres vivos y elemento esencial
en el proceso de metilacion del DNA [18]. Como puede apreciarse la enzima MTHFR
juega un papel importante en la activaciéon adecuada del 5FU, y su actividad puede
verse afectada de 3 maneras: 1) por la presencia de polimorfismos en la secuencia del
gen que afecten la interaccion con su cofactor o con su sustrato; 2) por la presencia de
una concentracion alta de metionina o de SAM, que fungen como inhibidores de la
enzima; o 3) por una baja concentracion de su cofactor, flavin-adenin-dinucleé6tido

(FAD) [19] .

1.3 Polimorfismo C677T de la MTHFR
El gen de la MTHFR estd localizado en el cromosoma 1p36 [20]. Después de la

clonacion de la MTHFR humana se han descrito alrededor de 18 mutaciones de las



cuales 14 son muy raras, y una de ellas ha sido relacionada con una serie de trastornos
metabolicos y citoldgicos [21]. Esta mutacion es el polimorfismo C677T, el cual se
localiza en el ex6n 4 del gen, y consiste en la sustitucion de una citosina por una timina
en la posicion 677, promoviendo la sustitucion de alanina por valina en el codén 222 de
la proteina [22]. La distribucion del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR es muy
heterogénea a nivel mundial (Cuadros 1-3). La frecuencia mas elevada del alelo T ha

sido reportada en México, y la més baja en Sudafrica [23, 24].

Cuadro 1. Frecuencias de los genotipos MTHFR en diferentes poblaciones [25]

GENOTIPO (%)

Pais CC CT TT
Holanda 53 42 5
Irlanda 50.5 43.4 6.1

Estados Unidos 62.4 33 4.6

Italia 34.9 50 15.1

Japén 35 46.3 18.6
México 17.6 47.6 34.8

1.3.1 Polimorfismo C677T y actividad de la MTHFR

El polimorfismo C677T se encuentra en el sitio de uniéon de la MTHFR con su cofactor
FAD y puede detectarse funcionalmente debido a que estd asociado con una reduccion
en la actividad enzimatica durante la incubacion de los extractos proteicos a 45°C donde
la mutacion, que es de caracter recesivo, promueve que las células de los individuos
homocigos posean una actividad enzimatica especifica reducida, asi como la pérdida de

su estabilidad al ser sometida a las condiciones antes mencionadas. Es por ello, que se le



ha designado como “MTHFR termolabil” [28]. El polimorfismo C677T en el gen de la
MTHFR reduce la actividad enzimatica favoreciendo asi un incremento en la
disponibilidad de 5-10-MTHEF para la sintesis y reparacion del DNA acompanado de un
decremento en la disponibilidad de 5-metilTHF para su metilacion [28]. Esta situacion
favorece la sintesis de timidilatos sobre la metilacion de las citosinas, minimiza la
incorporaciéon de uracilo al DNA y por lo tanto los rompimientos cromosémicos
resultantes, asi como favorece el incremento en las concentraciones de homocisteina

[29].

Cuadro 2. Frecuencias del alelo mutante en diferentes poblaciones [25,26]

Pais Alelo 677T (%)
Oeste de Africa 9
Francia 36.1
Italia 47.3
Meéxico 58
Holanda 26
Irlanda 28
Estados Unidos 21
Japon 42

La MTHFR mutante presenta expuestos los residuos aminoacidos a los cuales se asocia
el FAD, a diferencia de la enzima no mutada donde estos residuos se encuentran
embebidos en la estructura en forma de barril de la enzima. La exposicion de dichos
residuos promueve que se debilite el complejo enzima-cofactor [30]. Recientemente se

demostrd, en estudios realizados sobre la funciéon de la MTHFR humana, que en el



momento en el cual FAD se disocia de la enzima se da una conversion rapida del
dimero en monomeros, lo que acarrea una menor estabilidad. La pérdida de afinidad de
la MTHFR por su cofactor resulta en la perdida de la actividad enzimatica [31]. Se ha
propuesto que la enzima sufre una serie de cambios conformacionales que se propagan a
lo largo de toda su estructura, que surgen con la finalidad de compensar la presencia de
la cadena lateral de mayor tamafo de la valina, y que estos cambios son los
responsables de alterar la interaccion de la MTHFR con FAD en una manera mas sutil
[32]. Se han comparado las propiedades de la MTHFR con la sustitucion Ala222Val
con la de la enzima silvestre y se observd que esta mutacion reduce la afinidad de la
enzima por su cofactor, no obstante no se encontraron diferencias en la cinética de
reduccion del 5,10-MTHF a 5-metilTHF, es decir la KM y la Vmax entre los genotipos

no presentan diferencias significativas [33].

Cuadro 3. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo C677T MTHFR en

diferentes poblaciones mexicanas [27]

Frecuencia genotipica (%) Frecuencia alélica (%)
Poblacion CC CT TT C T
Huichol 16 56 28 44 56
Tarahumara 45 39 16 64 36
Purépecha 19 48 33 43 57
Mestizo 31 50 19 56 44
Europea 45 40 15 65 35

De tal manera que los individuos con un genotipo homocigo para la mutacion (TT)

poseen un 30% de la actividad enzimética con respecto a los individuos silvestres (CC),




mientras que los individuos heterdcigos poseen un 60% de la actividad a 46 °C [34,35].
A temperatura fisiologica los individuos TT poseen un 40-50% de la actividad
especifica encontrada en el genotipo silvestre, mientras que los heterdcigos poseen una

actividad intermedia entre ambos homocigos. [36]

1.4 Asociacion del polimorfismo C677T con enfermedades malignas

El polimorfismo C677T en el gen de la enzima MTHFR modula, de manera diferencial,
el riesgo a presentar diversas enfermedades en los seres humanos. El polimorfismo
C677T ha sido propuesto como un factor de riesgo para el desarrollo de diversas
enfermedades incluidas algunas cardiovasculares, trombosis, preeclampsia, neuropatia ,
defectos del tubo neural, sindrome de Down, asi como desordenes psiquidtricos tales
como depresion y esquizofrenia [37-42]. Con respecto al céancer, el polimorfismo
C677T parece incrementar el riego de desarrollar cancer de mama, endometrio, pulmon,
esofago, estomago [43-47]. En contraste este polimorfismo parece reducir, bajo
condiciones adecuadas de &cido folico, el riesgo a desarrollar cancer colorrectal,
prostatico, leucemia linfocitica aguda, algunas leucemias en nifios y adultos y linfomas
[48-51]. Si las concentraciones de acido folico son inadecuadas, el efecto protector del
polimorfismo se pierde. Una posible explicacion de este fenomeno es que la presencia
del polimorfismo C677T promueve un efecto positivo en la sintesis de nucleotidos por
medio del incremento en los niveles de 5-10-MTHFR, lo cual se ve reflejado en una
sintesis correcta de DNA y por lo tanto una divisién celular normal. Sin embargo, a
bajas concentraciones de folatos, el polimorfismo C667T origina que tanto la
metilacion, asi como la sintesis y reparacion del DNA se vean comprometidas,
incrementando la inestabilidad cromosoémica y por lo tanto el riesgo de la

transformacion maligna [52,53]. De la misma manera, se ha propuesto que la capacidad



del polimorfismo C677T de promover de manera diferencial el riesgo a desarrollar
diferentes tipos de cancer se debe a que en algunos casos, la prevencion que brinda el
polimorfismo reduciendo los rompimientos cromosémicos puede ser el mecanismo mas
relevante para disminuir el riesgo. Sin embargo, en otros casos la prevencion de la
hipometilaciéon del DNA asociada con pérdidas cromosémicas, es necesaria para reducir
el riesgo, principalmente en aquellas causadas por la integracion y expresion de DNA
parasitico, o causado por aneuploidias [54]. Otra teoria propone que en los canceres
APRA, en los cuales la MTHFR promueve un incremento de riesgo, el decremento en
los niveles de metilacion del DNA activan oncogenes, y €ste es su principal mecanismo
de carcinogénesis, sin embargo, en aquellos en los que brinda proteccion, se debe a que
esta hipometilacion protege contra la hipermetilacion de genes supresores de tumores
[55]. Finalmente se ha propuesto que este efecto brindado por la MTHFR se debe a un
requerimiento diferencial de folato entre los tejidos, y por lo tanto una diferente

susceptibilidad a la deficiencia de éste [56].

1.5 El polimorfismo C677T y la respuesta al tratamiento con fluoropirimidinas

Existen pocos estudios que han valorado el efecto clinico del polimorfismo en pacientes
con cancer de colon tratados con fluoropirimidinas, obteniendo resultados variables,
Cohen y colaboradores [57] estudiando la frecuencia alélica del gen mutado en 43
pacientes con cancer de colon metastasico, encontraron que la presencia de por lo
menos un alelo mutado (T) se asocid con una respuesta estadisticamente significativa
en el 77% versus 55% en portadores de alelos normales. Jakobsen [58] reportd
respuestas globales del 67% en pacientes tratados con SFU y AF con los dos alelos

mutados (TT).



Otros investigadores han estudiado este polimorfismo y su efecto en la sobrevida global
de los pacientes con cancer de colon avanzado sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas [59]. Hasta el momento ningin estudio ha valorado el
efecto de este polimorfismo sobre el tiempo para la progresion, motivo principal de la

realizacion de nuestro estudio.



OBJETIVO GENERAL
Demostrar que la presencia del polimorfismo C677T del gen de la MTHFR se asocia
con un mayor tiempo para la progresion en pacientes con cancer de colon metastatico

tratados con SFU y AF.

Objetivos secundarios

a) Valorar la distribucion del polimorfismo C677T en los pacientes analizados;

b) Describir en la poblacion estudiada el género, edad, sitio, nimero de metéstasis,
estado funcional, tipo histologico, presencia de componente mucinoso, grado de
diferenciacion y reseccion del tumor primario;

c¢) Relacionar las variables género, edad, sitio, nimero de metéstasis, estado funcional,
tipo histologico, presencia de componente mucinoso, grado de diferenciacion y

reseccion del tumor primario con el polimorfismo C677T.

HIPOTESIS

La presencia de por lo menos un alelo mutado en la posiciéon 677 del gen de la MTHFR
se asocia con una diferencia de por lo menos dos meses en el tiempo para la progresion
en los pacientes con cancer de colon metastatico tratados con SFU y AF.
JUSTIFICACION

En vista de que en nuestra institucion un porcentaje importante de pacientes son tratados
con 5FU y AF por razones econdmicas, cobra vital importancia poder valorar la
presencia del polimorfismo C677T de la MTHFR y su efecto en el tratamiento del
cancer de colon metastdsico de manera que podamos seleccionar los pacientes que

tendran mayor beneficio con este tratamiento.



PREGUNTA DE INVESTIGACION
(Influird el polimorfismo C677T del gen de la MTHEFR en el tiempo para la progresion

en pacientes con cancer de colon metastasico tratados con SFUy AF?



MATERIAL Y METODOS

Diseiio
Para contestar la pregunta de investigacion se realiz6 un estudio de tipo observacional

analitico de caracter retrospectivo.

Poblacion

Nuestra poblacion de estudio estuvo constituida por todos los pacientes con cancer de
colon metastatico que fueron tratados dentro del Instituto Nacional de Cancerologia
(INCAN) con quimioterapia con SFU/AF como primera linea, desde el 1 enero de 1998
hasta el 31 de diciembre del 2004

Criterios de inclusion

a) Pacientes con céncer de colon metastasico que hayan recibido tratamiento con
SFU/AF de primera linea por lo menos durante dos ciclos.

b) Pacientes que tengan bloques de parafina disponible para la valoracion del

polimorfismo.

Criterios de exclusion

Pacientes con segundas neoplasias

Criterios de eliminacion

Pacientes con muestra de DNA insuficiente o en estado no apto para la determinacion

del polimorfismo

Variables



Independiente
Polimorfismo: en base a su genotipo analizado en muestras de mucosa colonica normal
los pacientes se agruparon en homocigos normales (CC), homocigos mutantes (TT) o
heter6cigos (CT). Operacionalmente consideramos a los pacientes homocigos normales
como no polimdrficos y a los pacientes portadores de por lo menos un alelo mutado

(CT, TT) como polimérficos.

Dependiente

Tiempo para la progresion: periodo (meses) comprendido entre el inicio del tratamiento
y la documentacién de progresion de la enfermedad, ya sea por criterios clinicos, de
laboratorio o de imagen.

Deteccion del polimorfismo

Muestras de tejido en parafina

Una vez obtenidos los datos del expediente, se solicitaron al Departamento de Patologia
del INCAN las muestras de mucosa de colon embebidas en parafina de los pacientes
que cumplian con los criterios de inclusion. El tamafio de las muestras fue de 20 pm, se

solicitaron al menos cinco cortes por cada paciente.

Aislamiento del DNA de las muestras de parafina

Se realizd la extraccion de DNA a partir de las muestras de parafina mediante el
siguiente protocolo. Se colocaron 100 um de tejido embebido en parafina en un
microtubo de 1.5 mL, se agregé 1 mL de octano para disolver la parafina y se agit6 el
tubo en el vortex. Posteriormente se calentdé a 50°C durante 10 minutos en un
termoblock, se centrifugé a 13000 rpm a una temperatura de 40°C y se elimind el

sobrenadante, repitiendo estos pasos dos veces. Posteriormente se agregd etanol al



100% al tejido que quedd en el microtubo agitandolo manualmente. Se centrifugd a
12000 rpm a 25°C y se repitid este paso dos veces. Se retird el sobrenadante y se
elimind. Al residuo que quedd en el fondo del microtubo se le agregd etanol al 70% y se
centrifugd durante 3 minutos a 12000 rpm a una temperatura de 25°C, se repitio este
ultimo paso y se elimind el sobrenadante. La pastilla se sec6 a 50°C durante 5 minutos.
Una vez evaporado el etanol, se agregaron a la pastilla 300 pl de buffer de lisis (50mM
de Tris HCL pH 8.5, ImM de EDTA, Tween 20 0.5% y 200 png/mL de proteinasa K) a
55°C durante 3 horas. Transcurridas las tres horas de incubacion con el buffer de lisis,
se inactivo la proteinasa K calentando a 90°C durante 10 minutos. Se centrifugo a
12,000 rpm 10 minutos, y se recuper6 el sobrenadante que contenia el DNA. Una vez
extraido el DNA se cuantific6 mediante un espectrofotometro, valorando la relacion

proteinas-DNA que se encontraba en la solucion.

Amplificacion de la enzima MTHFR

La mezcla para la amplificacion de la enzima const6 de los siguientes reactivos: buffer
sin Mg para PCR (10x) 1 ul, dNTP mezcla (10 mM) 0.2 microlitros, MgCl, (50 mM)
0.3 ul, mezcla cebadores 0.4 ul, Taqg DNA polimerasa 0.1 ul, templado DNA 2 pul, agua
para PCR 6 pl. Para un total de 10 pl por muestra. Se colocé la muestra en el
termociclador con las siguientes condiciones: un ciclo de dos minutos a 94°C, 40 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 62°C y 72°C respectivamente, y finalmente un ciclo de 7
minutos a 72°C. Se verifico la amplificacion de la enzima, mediante electroforesis en

gel de agarosa al 3%. Con un marcador de peso molecular de 100 pares de bases.

Digestion con la enzima de restriccion Hinf. 1



Se agreg6 al producto de la amplificacion la enzima Hinf I, agua y buffer React 2, se
dej6 digerir durante 3 horas. Las cantidades se citan a continuacion: Buffer 10 x React
2: 0.8 ul, Hinf 10.2 pl, agua 4 pl, muestra de amplificacion 3 pl, para un volumen total
de 8 ul por muestra. La sustitucion de T por C de la forma mutante crea un sitio de
restriccion para la enzima Hinf I, por lo que el producto de 198pb se divide en un
fragmento de 175pb y otro de 23pb. El producto digerido se coloco en electroforesis en

geles de agarosa al 3%.

Estadistica

Para el célculo de la muestra utilizamos la férmula de diferencia de media con valores
de o/2: 0.025, B: 80%, Za/2: 1.96 ZB: 0.84, para detectar una diferencia de 2 meses en el
tiempo para la progresion entre los grupos polimoérficos y no polimorficos, la eleccion
de dos meses se realizd por conveniencia. Tomamos un valor de 51 dias como
desviacion estandar mediante un andlisis preliminar al completar los primeros 20

pacientes.

n: 2s 2 (Za/2+7ZB)*

d2

Obteniendo un total de 12 pacientes en cada grupo.

Las variables continuas se expresaron como mediana + error estandar, las variables

cualitativas como proporciones. Las comparaciones para las variables cualitativas se

realizaron mediante prueba exacta de Fisher y para las variables continuas usamos el



método de U de Mann-Whitney. La sobrevida se valord por curvas de Kaplan Meier y

analizadas por log rank, considerando estadisticamente significativo un valor de p<0.05.



RESULTADOS

Se revisaron 415 expedientes de pacientes con diagndstico de cancer de colon atendidos
en el INCAN en el periodo comprendido entre el 1 de enero de 1998 al 31 de diciembre
del 2004, de los cuales 45 cumplieron con los criterios de inclusion. Se excluyeron 11
pacientes por las siguientes razones: tres pacientes sin material histologico disponible,

dos sin mucosa normal, y en seis no amplificé su DNA.

Se determin6 el polimorfismo en 34 pacientes (12 hombres y 22 mujeres), 8 casos
(24%) homocigos normales (CC), 9 (26%) homodcigos mutantes (TT) y 17 (50%)
heterocigos (CT). Se excluyeron del andlisis final 5 pacientes (2 homdcigos mutantes
TT y 3 heterocigos CT) debido a que se les realizd reseccion quirirgica de toda la

enfermedad metastasica.

El analisis final de los casos se llevo a cabo en 29 pacientes, 11 hombres y 18 mujeres.
Con una distribucion del polimorfismo de la siguiente manera: 8 homocigos normales

CC (27%), 15 heterocigos CT (52%) y 6 homodcigos mutantes TT (21%). Figura 1

Los pacientes se dividieron en dos grupos, los polimoérficos (homocigos mutantes y
heterdcigos) y los no polimorficos (homocigos normales) resultando 21 y 8 individuos

respectivamente (Cuadro 4).

La mediana de edad de ambos grupos fue de 53.2+ 11.7 afios para los no polimorficos
y de 56.9+ 10.4 afios para los polimérficos (p=0.32). Todos los pacientes presentaron un
estado funcional ente 0 y 1, la reseccion del tumor primario se realizd con igual

proporcion en ambos grupos.



Cuadro 4. Caracteristicas generales de los pacientes

No polimorficos Polimorficos
n=38§ n=21 p
Edad 53.2 £ 11.7 afos 56.9 + 10.4 afios 0.32
Sexo
Masculino/Femenino 3/5 8/13 1.0
ECOG
0/1 2/6 2/19 0.30

Reseccion del primario 6 18 1.0
Grado de diferenciacion

Moderado 5 16 0.64

Pobre 3 5
Componente mucinoso 3 7 1.0
Numero de metastasis

Unica 0 5 0.28

Multiple 8 16
Metastasis hepatica 5 8 0.40
Numero de ciclos 3.0£1.0 4.6 £1.5 0.012%%*

Con respecto a las caracteristicas histopatologicas del tumor todos los pacientes

presentaron el tipo histologico adenocarcinoma, 63% de los tumores en el grupo no

polimoérfico se reportdé como moderadamente diferenciado y 37% como poco

diferenciado. En el grupo polimorfico 76% correspondieron al moderadamente




diferenciado y 24% al poco diferenciado. El componente mucinoso se reportd en 3

pacientes no polimorficos (38%) y en 7 pacientes polimorficos (33%).

El higado fue el sitio de metéstasis en 13 pacientes (45%), 5 pacientes no polimoérficos
(62%) y en 8 pacientes polimoérficos (31%). El segundo sitio de metéstasis fue el
peritoneo (retroperitoneo y carcinomatosis peritoneal) en el 34% de los casos, 3
pacientes no polimorficos (37%) y 7 pacientes polimorficos (33%). Solo se reportaron

metdastasis pulmonares en pacientes polimoérficos (3 casos) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Distribucion segun sitio de metastasis

No polimorficos Polimorficos
Total
n=38 n=21

Hepatica 5 8 13
Pulmonar 0 3 3
Peritoneal 3 7 10
Otra 0 3 3
Total 8 21 29

Todos los pacientes no polimérficos tenian multiples metéstasis, mientras que en los
polimorficos 5 pacientes presentaban un solo sitio de metastasis y en 16 pacientes

(76%) se reportaron multiples metéstasis.



La mediana de tiempo para la progresion para todo el grupo fue de 4.63+ 0.43 meses.
Los homocigos normales CC tuvieron una mediana de tiempo para la progresion de
3.43+ 0.62 meses, los heterocigos CT 4.70+ 0.26 meses y los homocigos mutantes de
4.87+ 1.37 (Figura 1). Al agrupar a los pacientes en polimorficos (CT, TT) y no
polimorficos (CC), observamos una mediana de tiempo para la progresion de 3.43+ 0.62
meses y para los polimoérficos (CT, TT) de 4.80+0.18 meses, log rank p: 0.031.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa
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Figura 2.Tiempo para la progresion segun grupo
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Figura 3. Tiempo para la progresion segun polimorfismo
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DISCUSION

El 76% de los pacientes con cancer de colon estudiados presentaron por lo menos un

alelo mutado, esta alta prevalencia de la mutacion es similar a la reportada en México




tanto en individuos sin neoplasias como en pacientes con cancer lo que significa que el
hecho de presentar el polimorfismo C677T no representa aparentemente ningun riesgo
para el desarrollo de esta neoplasia, lo que concuerda con estudios reportados por otros

investigadores [24, 25,60].

El cambio de C por T en el gen de la MTHFR codifica una enzima con una actividad
reducida de hasta el 70% en individuos homocigos [28]. La disminucién de la actividad
enzimatica trae como una consecuencia esperable el aumento de las concentraciones de
5-10-MTHF. Kawakami ha reportado mayores concentraciones de este producto en
lineas tumorales gastrointestinales portadoras de la mutacion comparadas con células

malignas no mutantes [61].

El efecto inhibitorio 6ptimo del SFU sobre su enzima blanco, la timidilato sintetasa, se
produce con concentraciones elevadas de 5-10-MTHF, esto ha sido ampliamente
demostrado tanto en estudios in vitro como en estudios clinicos. Este hecho ha
incentivado el estudio de la mutaciéon de la MTHFR y su efecto en la terapia con
fluoropirimidinas, Sohn y cols [62] han reportado una mayor eficacia terapéutica del
S5FU en modelos tumorales de colon y mama mutados en comparacion con aquellos

tumores homocigos silvestres.

Algunos estudios clinicos han valorado el polimorfismo C677T han tenido como punto
primario de evaluacion la respuesta tumoral. Cohen [57] observé una respuesta de 100%
en pacientes homdcigos mutantes en 43 pacientes con cancer de colon metastasico
tratados con fluoropirimidinas (38 pacientes con SFU y AF), sin embargo, el nlimero de

pacientes con este polimorfismo fue pequefio (n=5). Recientemente Jakobsen y cols



[58] identificaron el genotipo TT como factor predictivo de respuesta (67%) en 51
pacientes en etapa IV tratados con SFU y AF, no obstante, no encontr6 respuesta
estadisticamente significativa en pacientes con un alelo mutado. Etienne [63] valor¢ el
polimorfismo C677T vy la actividad de la timidilato sintetasa en 98 pacientes con cancer
colorrectal con metastasis hepaticas obteniendo respuestas globales de 40, 21 y 56% en
individuos homocigos normales, heterocigos y homocigos mutantes respectivamente
(p= 0.04). No se encontrd diferencia estadisticamente significativa en la sobrevida entre
los grupos. Esta discrepancia entre respuesta y sobrevida con el uso de SFU y AF es
ampliamente conocida en la literatura y reportada en meta-analisis, considerdndose la
respuesta como un marcador poco fidedigno de la sobrevida [13]. Wisotzkey [59]
estudiando 51 pacientes con cancer de colon en etapa III observd una mediana de
sobrevida de 27 meses en individuos heterocigos CT (n=7) y de 43 meses en pacientes
homocigos mutantes TT (n = 5) log rank p = 0.045. Este hallazgo aunque limitado por
el nimero de pacientes sugiere que podria existir un subgrupo de pacientes con un

beneficio clinico del polimorfismo.

El objetivo de nuestro trabajo fue valorar la sobrevida libre de progresion en los grupos
polimoérficos y no polimérficos. Encontramos una diferencia de 1.37 meses
favoreciendo al grupo polimorfico (log rank p = 0.037; Fig. 2). Al valorar los tres
grupos segun el polimorfismo, el grupo homocigo silvestre presentd el mayor tiempo
para la progresion seguido por los heterdcigos y el menor tiempo correspondid a los
homocigos silvestres (Fig. 3). Existen limitaciones que anotar con respecto a los
resultados de nuestro estudio, la mas importante tiene que ver con el numero de
individuos analizados. Debido a la baja prevalencia del genotipo homocigo silvestre CC

no completamos el numero esperado en este grupo con la consecuente sobre-



representacion de los individuos del grupo polimoérfico, y aunque esta observacién no

invalida nuestros resultados si se afecta el poder del estudio.

El mayor tiempo para la progresion en pacientes homocigos mutantes y el menor en los
homocigos silvestres puede ser un reflejo del mayor grado de afeccion enzimatica en
homdcigos mutantes, con la consecuente acumulacion intracelular de 5-10-MTHF para
ejercer su accion con el 5FU, lo que nos permite suponer que la presencia de por lo
menos un alelo mutado muy probablemente tenga un mayor efecto citotoxico que se
traduzca en el mayor tiempo de progresion en portadores de la mutacion. Ademas de la
actividad enzimatica alterada, se han asociado a este polimorfismo la predisposicion a la
inestabilidad de microsatélites, Shannon [64] encontrd casi el doble de inestabilidad
microsatelital en muestras de pacientes homoécigos mutantes de edad avanzada
comparados con pacientes no mutantes, lo que puede reflejar una alteracion en el patron
de metilacion del DNA, suceso muy frecuente en tumores con intestabilidad
microsatelital [65]. La presencia de inestabilidad microsatelital en tumores coldnicos se
ha asociado con mejor prondstico [66] y mayor sensibilidad a la terapia adyuvante con
fluoropirimidinas [67]. Sin embargo, otros estudios han demostrado resultados opuestos
[68]. Es probable que la expresion o no de la estabilidad microsatelital esté influida por
factores nutricionales. Allison y cols [69] demostraron una menor proporciéon de
inestabilidad microsatelital en individuos homécigos silvestres con adecuada ingesta de
folato, lo que probablemente es reflejo de un mecanismo de sintesis y reparacion del

DNA mas eficiente.

No encontramos impacto de las otras variables en el tiempo para la progresion, excepto

el nimero de ciclos de quimioterapia recibida, lo cual relacionamos con el mayor



tiempo de progresion en el grupo mutado y no a un efecto de los ciclos por si mismos,
probablemente debido a que mientras mas tiempo tarde en progresar un paciente con

enfermedad metastasica la conducta médica es administrar mas ciclos de quimioterapia.

Los resultados de este estudio sugieren que es probable que un grupo de pacientes se
beneficie del andlisis de la mutacion del gen de la MTHFR. Se recomienda realizar
estudios subsecuentes para identificar las condiciones clinicas Optimas que podrian
potenciar el beneficio encontrado ademas de su papel con nuevas drogas tales como
Irinotecan y Oxaliplatino y otras modalidades de tratamiento incluidas la adyuvancia en
cancer de colon y el tratamiento concomitante de quimioterapia con 5 FU/AF y

radioterapia.



CONCLUSIONES:

El polimorfismo C766T de la metilentetrahidrofolato reductasa tiene un alta prevalencia
en nuestra poblacion estudiada.

Los pacientes polimorficos presentaron el mayor tiempo para la progresion en
comparacion con los no polimorficos.

Los pacientes con genotipo TT tuvieron el mayor tiempo para la progresion seguido de
los pacientes CT y TT respectivamente, lo que indirectamente explica el menor grado de
actividad enzimatica.

No hubo diferencia entre los grupos polimoérficos y no polimdrficos con respecto a
variables como sexo, edad, estado funcional, reseccion del tumor primario, grado de
diferenciacion, presencia de componente mucinoso, nimero de metéstasis, presencia de
metastasis.

Solo el polimorfismo C766T de la metilentetrahidrofolato reductasa se asocid de

manera estadisticamente significativa con mejoria en el tiempo para la progresion.



Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa
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