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Resumen

Objetivo: Validar las asociaciones, encontradas previamente en
tres cohortes de pacientes del Hospital General Universitario
Gregorio Maranén, entre los polimorfismos rs1128503,
rs2032582 y rs1045642 del gen ABCBT con sindrome mano-
pie y diarrea en pacientes de cancer colorrectal tratados con
regimenes que contenian capecitabina y 5-Fluorouracilo, res-
pectivamente, y entre los polimorfismos rs2297595 del gen
DPYD con nauseas/vomitos, rs11615 ERCCT y neutropenia, y
rs28399433 CYP2A6 y neutropenia en pacientes de cancer
colorrectal tratados con FOLFOX o XELOX en adyuvancia.
Meétodo: Se incorporaron al estudio pacientes de cancer colo-
rrectal tratados con regimenes quimioterapicos que contenian
capecitabina (n = 157), 5-fluorouracilo (n = 99) y pacientes tra-
tados en adyuvancia con XELOX o FOLFOX (n = 83). Los pacien-
tes participantes fueron reclutados en el Hospital Universitario
Doce de Octubre y en el Hospital General Universitario Gregorio
Marafoén tras firmar consentimiento informado. Se extrajo ADN
a partir de muestras de sangre. Los genotipados se realizaron
mediante SNaPshot. Se realizaron tablas de contingencia para
analizar las asociaciones entre genotipos y reacciones adversas.
Resultados: Ninguna de las asociaciones previamente identifi-
cadas fue replicada en la cohorte de validacion.

Conclusiones: Los estudios farmacogenéticos con un tamano
muestral limitado deben ser validados en cohortes mas nume-
rosas, a ser posible en estudios multicéntricos, reduciendo al
maximo las variables y nunca deben ser utilizados en clinica sin
validar.
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Validation of genetic polymorphisms associated to the
toxicity of chemotherapy in colorectal cancer patients

Abstract

Objective: To validate the associations previously found in three
cohorts of patients from the General University Hospital Gregorio
Maranon, between the polymorphisms rs1128503, rs2032582
and rs1045642 of the ABCB1 gene and the hand-foot syndrome
and diarrhea in colorectal cancer patients treated with
chemotherapy regimes containing Capecitabine and 5-Fluo-
rouracil, respectively, and between the polymorphisms
rs2297595 of the DPYD gene and nausea/vomiting, rs11615 of
ERCCT1 and neutropenia, and rs28399433 CYP2A6 and neu-
tropenia, in colorectal cancer patients treated with FOLFOX or
XELOX as adjuvant therapy.

Method: Colorectal cancer patients treated with chemotherapy
regimes, containing Capecitabine (n = 157), 5-Fluorouracil (n =
99) were included in the study, as well as patients treated with
XELOX or FOLFOX (n = 83) as adjuvant therapy. The patients
included were recruited from the Doce de Octubre University
Hospital and from the Gregorio Maranon General University
Hospital, and signed the informed consent form. DNA was
obtained from blood samples. Genotyping was carried out with
SNaPshot. Contingency tables were created for analyzing the
associations between the genotypes and the adverse reactions.
Results: None of the associations previously identified was repli-
cated in the validation cohort.

Conclusions: Pharmacogenetic studies with a limited sample
size must be validated with bigger cohorts, if possible by means
of multicentre studies, reducing the variables to the maximum
and should never be used in clinical practice without validation.

KEYWORDS
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Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) es la segunda causa de
muerte por tumores en el mundo desarrollado, con mas
de 608.700 muertes estimadas en el 2008, En Espafa
hubo un total de 13.433 fallecidos en ese mismo afio, lo
cual representa un 14% de todas las muertes por can-
cer?. Una parte importante de los pacientes de CCR son
tratados con quimioterapia, bien de forma adyuvante
tras cirugia, para evitar recidivas de la enfermedad, o
bien en presencia del tumor. La quimioterapia aplicada
en el CCR es muy variada y puede dar lugar a multiples
combinaciones de farmacos?. Entre ellos tenemos las fluo-
ropirimidinas como base del tratamiento, entre las que se
encuentra el 5-fluorouracilo (5-FU), o su profarmaco cape-
citabina, que se suelen administrar en combinacion con
oxaliplatino (FOLFOX, XELOX, respectivamente) o con iri-
notecan (FOLFIRI, XELIRI, respectivamente)*. Ademas en
casos de enfermedad metastésica estas combinaciones
suelen ir acompafadas de un anticuerpo monoclonal
como cetuximab, panitumumab o bevacizumab. Sin
embargo, y a pesar de la mejora en la efectividad de
estos tratamientos, cerca del 50% de los pacientes a los
que se administra la quimioterapia en estadio avanzado
no responden a la misma. Otro problema importante es
la toxicidad provocada por estos farmacos, que puede
conducir a desestimar lineas de tratamiento reduciendo
las posibilidades de curacién, o a provocar disminuciones
y/o retrasos de dosis que hacen peligrar la eficacia®. Ade-
mas, las reacciones adversas afectan a la calidad de vida
de los pacientes y tienen también importantes repercu-
siones econémicas. Las reacciones adversas a medica-
mentos son la 4% causa de muerte en EEUU. Un analisis
con 1.219 pacientes con CCR que recibieron 5-FU, mos-
tré que aproximadamente el 31-34% tuvo toxicidad
grado 3-4, y que el 0,5% sufri6 toxicidad letal®. Aunque
capecitabina es un profarmaco de 5-FU, existen diferencias
significativas en cuanto a su perfil de toxicidad. Mientras
gue la toxicidad hematoldgica se asocia con mas frecuen-
cia a 5-FU, efectos adversos como diarrea, nauseas y vémi-
tos, y sindrome mano-pie (SMP) estan mas asociados al
tratamiento con capecitabina’. Esquemas quimioterapicos
gue contengan irinotecan pueden conducir a toxicidades
graves, fundamentalmente mielosupresién y diarrea®. En
cuanto al oxaliplatino, el efecto adverso mas comun es la
neurotoxicidad, que puede perdurar en el tiempo después
de la suspension del farmaco®.

La farmacogenética estudia los factores genéticos que
influyen en la variabilidad interindividual en la respuesta
a medicamentos, tanto en la eficacia como en la toxici-
dad. En el caso de la farmacogenética en oncologia se ha
avanzado bastante en los Ultimos afios y uno de los
tumores con mas resultados en esta area ha sido el
CCR™1" Varias son las asociaciones claramente estable-
cidas en farmacogenética del CCR y reacciones adversas.
Se ha demostrado que en pacientes tratados con irinote-

can, la presencia del alelo *28 del gen de la uridina difos-
fato-glucuronosiltransferasa (UGTTA7*28) aumenta 7
veces las probabilidades de tener diarrea y neutropenia
grados 3-4, y esto se predice con un 86% de positi-
vos'?13, Otra evidencia se refiere a la relaciéon entre toxi-
cidad grave al tratamiento con 5-FU en pacientes con
variantes del gen de la dihidropirimidina dehidrogenasa
(DPYD), fundamentalmente el alelo *2A™.

Nuestro grupo ha contribuido a este campo identifi-
cando varios polimorfismos genéticos asociados a deter-
minadas reacciones adversas a la quimioterapia en
pacientes con CCR'™ ", Describimos cémo polimorfismos
del gen ABCB1 se encontraban asociados a neutropenia
moderada-grave (rs1128503) y a sindrome mano-pie
(SMP) (rs1128503, rs2032582 y rs1045642) en pacientes
de CCR tratados con regimenes de quimioterapia que
contenian capecitabina, y a diarrea moderada-grave
(rs1045642) en pacientes tratados con regimenes que
contenian 5-FU'™. Asi, el hecho de ser homocigoto
mutante o heterocigoto para estos tres polimorfismos de
secuencia Unica (SNPs) en ABCBT supuso una menor pro-
babilidad de padecer neutropenia y SMP grado 2-5 en
pacientes tratados con regimenes que contenian capeci-
tabina en comparacién con los homocigotos salvajes CC;
por el contrario, estos Ultimos estuvieron expuestos a un
menor riesgo de desarrollar diarrea grado 2-5 frente a
esquemas basados en 5-FU™. Para limitar el efecto de las
distintas combinaciones de tratamientos y estadios del
tumor se realizé posteriormente un estudio que incluia
pacientes con un tratamiento mas homogéneo (FOL-
FOX/XELOX en adyuvancia) y en el que los SNPs rs11615
en ERCCT y rs28399433 en CYP2A6 (gen que codifica
para la proteina CYP2AB, involucrada en la conversion de
tegafur a 5-FU) se asociaron de una forma estadistica-
mente significativa con el desarrollo de neutropenia’. La
variante rs2297595 en DPYD se asocio al desarrollo de
nauseas y vomitos grado 3-5 en esta misma poblacién’.

El objetivo del presente estudio es validar estos
posibles marcadores farmacogenéticos de toxicidad
(rs1128503, rs2032592 y rs1045642 en ABCB1,rs11615
en ERCCT, rs28399433 en CYP2A6 y rs2297595 en
DPYD) en una nueva cohorte de pacientes de CCR frente
a tratamientos basados en 5-FU o capecitabina, y frente
a los esquemas FOLFOX/XELOX en adyuvancia con el fin
de que puedan ser utilizadas en un futuro cercano como
medio para decidir la terapia mas adecuada para cada
paciente.

Método

Pacientes y diseno del estudio

Se reclutaron pacientes procedentes de los Servicios
de Oncologia Médica tanto del Hospital General Univer-
sitario Gregorio Marafidon como del Hospital Universitario
Doce de Octubre en el periodo comprendido entre
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Tabla 1. Polimorfismos analizados y oligonucledtidos utilizados en SNaPshot

Gen (SNP) ID dbSNP Oligo Primer Forward
ABCB1 F CCTGACTCACCACACCAATG
C1236T rs1128503 R TATCCTGTGTCTGTGAATTGCC

SNaPshot GCCCACTCTGCACCTTCAGGTTCAG
ABCB] F TAGTTTGACTCACCTTCCCGG
G2677T/A rs2032582 R GGCTATAGGTTCCAGGCTTG

SNaPshot GACAAGCACTGAAAGATAAGAAAGAACTAGAAGGT
ABCB] F CATGCTCCCAGGCTGTTTAT
C3435T rs1045642 R GTAACTTGGCAGTTTCAGTG

SNaPshot TGACTCGATGAAGGCATGTATGTTGGCCTCCTTTGCTGCCCTCAC
DPYD F CAATCGAGCCAAAAAGGAAG
AL9EG rs2297595 R CCCTCTAGGTGGGAGTAGGG

SNaPshot AAATTTTAACCATGACAATTGATTTCCCCGTAGGTATTCAAAGCA
CYP2A6 F CCTGCACCTCTGATTTGGAT
748G rs28399433 R CCTGCTGAGGGTTTTAGTGG

SNaPshot ATCAGCCAAAGTCCATCCCTC CAGGCAGTA
ERCC1 F TCCAGAACACTGGGACATGA
Asn118Asn rs11615 R TCCCTATTGATGGCTTCTGC

SNaPshot AGGGGCAATCCCGTACTGAAGTTCGTGCGCAA

SNP: Del inglés «Single Nucleotide Polymorphism»; ID: Identificador; ABCB1: Casete de unién a ATP B1; DPYD: Dihidropirimidina dehidrogenasa;
CYP2A6: Citocromo P450 2A6; ERCC1: Proteina de reparaciéon por escision del grupo de complementacién cruzada 1.

febrero de 2011 y diciembre de 2012. Estos pacientes
fueron incorporados al estudio tanto de forma prospec-
tiva como retrospectiva. Los pacientes debian cumplir los
criterios de ser mayores de edad, estar diagnosticados de
cancer de colon o recto, y estar recibiendo o haber reci-
bido quimioterapia basada en 5-FU o capecitabina, o los
esquemas FOLFOX/XELOX en adyuvancia. Los criterios de
exclusion fueron: tener una puntuacién ECOG perfor-
mance status (PS) mayor de 2, insuficiencia renal aguda
(menos de 400 ml de produccién de orina al dia), diag-
nosticado de insuficiencia hepéatica aguda o cronica, y
tener un tiempo de seguimiento inferior a 2 meses, siem-
pre y cuando el paciente no hubiera presentado algun
efecto adverso grave en dicho periodo. Ninguno de los
pacientes incluidos en la cohorte de validacién formo
parte a la vez de las cohortes exploratorias de los estudios
previos. El resultado de las determinaciones genéticas no
modificd un ningun caso el tratamiento recibido por los
pacientes. La cohorte exploratoria estuvo formada exclu-
sivamente por pacientes del Hospital General Universita-
rio Gregorio Maranén, mientras que la cohorte de valida-
cion fue completada, mayoritariamente, con pacientes
del Hospital Universitario Doce de Octubre.

El estudio se llevé a cabo segun lo establecido en la
Declaraciéon de Helsinki y fue aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica del Hospital General Uni-
versitario Gregorio Marafién y el del Hospital Universita-
rio Doce de Octubre. Se obtuvo el consentimiento infor-
mado de todos los pacientes. Se siguieron los protocolos
establecidos en el Hospital General Universitario Grego-
rio Marafon y en el Hospital Universitario Doce de Octu-

bre para acceder a los datos de las historias clinicas con
fines de investigacién y divulgativos para la comunidad
cientifica.

Muestra de estudio

Se extrajeron 3-4 ml de sangre total de cada paciente
en tubos conteniendo EDTA. Dichos tubos fueron conser-
vados a -80° C.

Métodos de ensayo

Se aislé el ADN gendmico de todos los pacientes
mediante el HighPure PCR template preparation kit
(Roche), a partir de 200 | de sangre y la concentracién
de ADN se determiné en un espectrofotometro Nano-
drop 1000 (Thermo Scientific, MA, USA). El ADN fue pre-
servado a -20° C hasta su utilizacion.

Los polimorfismos rs1128503, rs2032592 y rs1045642
en ABCBT, rs2297595 en DPYD, rs28399433 en CYP2A6,
yrs11615 en ERCCT se determinaron mediante la técnica
de SNaPshot, tal y como se ha descrito por Gonzalez-
Haba y cols.™. Los polimorfismos estudiados y los oligo-
nucledtidos empleados se detallan en la tabla 1.

Andlisis estadisticos

Se estudiaron las posibles asociaciones de los siguientes
polimorfismos con reacciones adversas a la quimioterapia:
rs1128503 en ABCB1 (neutropenia-SMP/capecitabina),
rs2032592 en ABCB1 (SMP/capecitabina), rs1045642 en
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Tabla 2. Caracteristicas basales de los pacientes

Capecitabina 5FU XELOX/FOLFOX
Parametro
CE @Y CE v CE v

Pacientes

Hombres 44 (59,5%) 84 (53,5%) 35(52,2%) 54 (54,5%) 27 (57,4%) 43 (51,8%)

Mujeres 30 (40,5%) 73 (46,5%) 32 (47,8%) 45 (45,5%) 20 (42,6%) 40 (48,2%)

Total 74 157 67 99 47 83
Edad (anos) mediana (P,-P,,) *

70 (60-73) 66 (57-72) 61 (49-69) 62 (55-69) 68 (53-72) 65 (59-71)

Tipo de cancer

Colon 52 (70,3%) 110 (70,1%) 42 (62,7%) 60 (60,6%) 33(70,0%) 53 (63,9%)

Rectum 22 (29,7%) 47 (29,9%) 25 (37,3%) 39(39,4%) 14 (29,8%) 30 (36,1%)
Grado del tumor 2

I 2(1,3%) 3(3,0%) 2 (2,4%)

Il 15 (20,2%) 26 (16,6%) 7(10,2%) 20(20,2%) 13 (27,7%) 19 (22,9%)

11 17 (23,0%) 68 (43,3%) 15 (22,4%) 21(21,2%) 23 (48,9%) 52 (62,6%)

% 42 (56,8%) 61 (38,8%) 45 (67,4%) 55 (55,6%) 11(23,4%) 10 (12,0%)
Tratamiento previo * * *

Sin tratamiento previo 21(28,4%) 16 (10,2%) 19 (28,4%) 18 (18,2%)

Cirugia 46 (62,2%) 115 (73,2%) 41 (61,2%) 56 (56,5%) 41 (87,2%) 65 (78,3%)

Cirugfa + Radioterapia 6(8,1%) 5(3,2%) 7(10,4%) 6 (6,1%) 6(12,8%) 5(6,0%)

Otros 1(1,3%) 21(13,4%) 19 (19,2%) 13 (15,7%)

CE: Cohorte exploratoria; CV: Cohorte de validacion; 5FU: 5-fluorouracilo; XELOX: Capecitabina y oxaliplatino; FOLFOX: 5-fluoruracilo y oxaliplatino.

*P valor < 0,05.

ABCB1 (SMP/Capecitabina; diarrea/5-Fluorouracilo),
rs2297595 en DPYD(Nauseas-vomitos/FOLFOX-XELOX),
rs28399433 en CYP2A6 (neutropenia/ FOLOFX-XELOX),
y rs11615 en ERCCT (neutropenia/FOLFOX-XELOX). Los
pacientes fueron clasificados en dos grupos en funcién
del grado de toxicidad desarrollada («no toxicidad» 0-1,
y «toxicidad moderada-grave» 2-5) siguiendo los criterios
Common Terminology Criteria for Adverse Events
(CTCAE) v.3.0 para las siguientes reacciones adversas:
neutropenia, SMP, diarrea, y nduseas y vomitos, excepto
en el analisis que incluia pacientes tratados con los regi-
menes FOLFOX/XELOX en adyuvancia que se estudio
«toxicidad grave», es decir considerando grados 3-5 en los
analisis estadisticos. Esta diferencia es debida a que se ha
intentado reproducir los resultados utilizando exactamente
los mismos criterios que se emplearon en los trabajos ori-
ginales. Los datos de toxicidad recogidos en ambos hospi-
tales fueron tomados de manera homogénea.

Para los estudios de asociacion entre polimorfismos y
toxicidad se utilizaron tablas de contingencia y se calculd
el test exacto de Fisher, considerando valores de p < 0,05
como estadisticamente significativos.

Resultados

Para validar las asociaciones identificadas por nuestro
grupo en dos trabajos previos entre efectos adversos a la
quimioterapia y variaciones genéticas se reclutaron tres
grupos de pacientes diagnosticados de cancer colorrectal:
157 pacientes tratados con regimenes quimioterapicos

que contenian capecitabina, 99 pacientes tratados con
regimenes que contenian 5-FU y un tercer grupo de 83
pacientes tratados en adyuvancia con FOLFOX o XELOX.
Las caracteristicas basales de cada una de estas tres cohor-
tes de validacion fue comparada con las cohortes de
exploracion de los trabajos originales, que estaban forma-
das por 74, 67 y 47 pacientes para tratamiento basados
en capecitabina, 5-FU y FOLFOX/XELOX, respectivamente.
En lineas generales, las caracteristicas basales de los
pacientes incluidos en cada cohorte de validacion fueron
muy similares a las de la equivalente cohorte exploratoria
(Tabla 2). Sin embargo, en los tres tratamientos analizados
el tratamiento previo resulté estadisticamente significa-
tivo entre las cohortes de exploracién y las de validacion.
Por otro lado, en los pacientes tratados con quimioterapia
gue contenfa capecitabina la cohorte exploratoria tenia
una edad al diagndstico mayor que en la cohorte de vali-
dacién (70 versus 66). Finalmente, también se encontra-
ron diferencias en el grado de tumor en los pacientes tra-
tados con esquemas que contenian 5-FU.

En los pacientes tratados con regimenes quimioterapi-
cos que contenian 5-FU no se observd una asociacion
estadisticamente significativa entre el polimorfismo
rs1045642 en ABCB1 y diarrea grados 2-5 (p = 0,612).
Los pacientes homocigotos TT para este polimorfismo, al
igual que lo obtenido en la cohorte exploratoria, presen-
taron mayor probabilidad de desarrollar diarrea mode-
rada-grave (42,9%) que el resto de genotipos (30% CT
y 33,3% CC), pero no se mantuvo la gradacién que se
observé en la primera cohorte y que apuntaba a un
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Tabla 3. Tablas de contingencia para la asociacion entre ABCB1 rs1128503 y diarrea grado = 2 en el grupo de pacientes
tratados con regimenes quimioterapicos basados en 5-FU

Grado de toxicidad [n (%)]

S:r; 'fllg)entlflcamon F;Zavc::?an Genotipo 0-1 2.5 ﬁ
CE cv CE a%
cC 19(90,5) 12 (66,7) 2(9,5) 6(33,3)
ABCBT 151045642 Diarrea cT 21 (65,6) 42 (70) 11(34,4) 18 (30) 0,037 0,612
T 8(57,1) 12(57,1) 6429  9(42,9)

CE: Cohorte exploratoria; CV: Cohorte de validacion; ABCB1: Casete de unién a ATP B1.

Tabla 4. Tablas de contingencia para las asociaciones entre ABCBT rs1128503, rs2032582 y rs1045642 y efectos adversos
grado = 2 en el grupo de pacientes tratados con regimenes quimioterapicos basados en capecitabina

Grado de toxicidad [n (%)]

g:r;'fllg)entlflcaaon F;ezja:,cec:gan e 01 25 ﬁ
CE v CE v
cC 12(70,6) 48(84,2)  5(294)  9(158)
Neutropenia CcT 34(87,2) 66(82,5) 5(12,8) 14 (17,5) 0,013 0,434
T 18(100)  15(75) 0(0) 5(25)
ABCB1 rs1128503
cC 11(64,7) 43(75,4) 6 (35,3) 14 (24,6)
SMP cT 33(84,6) 63(788)  6(154) 17(21,3) 0,027 0,887
T 17.(94,4)  14(70) 1(5,6) 6(30)
GG 14(63,6) 40(76,9  8(364) 12(23,1)
ABCB1 152032582 SMP GT/A 35(92,1) 63(76,8) 3(7,9 19(23,2) 0,048 0,388
T 12(85,7) 17(73,9) 2(14,3) 6 (26,1)
CC 10(62,5) 32(842) 6(375  6(158)
ABCB1 151045642 SMP cT 37(86)  67(74,4) 6(14) 23 (25,6) 0,033 0,252
T 14(933) 21(724) 1(6,7) 8(27,6)

CE: Cohorte exploratoria; CV: Cohorte de validacion; SMP: Sindrome Mano-Pie; ABCB1: Casete de union a ATP B1.

efecto del alelo variante T para este polimorfismo en el
incremento del riesgo de diarrea (Tabla 3).

Tampoco se mantuvo estadisticamente significativa en
la cohorte de validacion ninguna de las asociaciones
obtenidas previamente entre los tres polimorfismos en el
gen ABCB1 y efectos adversos al tratamiento basado en
capecitabina (Tabla 4). En la cohorte exploratoria el alelo
T para los polimorfismos rs1128503, rs2032592 vy
rs1045642 en ABCBT resultd ser un marcador de baja
probabilidad de desarrollar neutropenia y SMP mode-
rado-grave. Sin embargo, estos hallazgos no pudieron
ser confirmados en la nueva cohorte de pacientes. No se
obtuvo ninguna asociacién en el desarrollo de SMP
moderado-grave frente a esquemas basados en capeci-
tabina y los polimorfismos ABCB7T rs1128503 (p =
0,887), 152032592 (p = 0,888), 0 151045642 (p = 0,252),
ni de neutropenia moderada-grave y el polimorfismo
ABCB1 rs1128503 (p = 0,434) (Tabla 4).

En cuanto a las asociaciones entre reacciones adver-
sas graves al tratamiento adyuvante FOLFOX o XELOX y
los SNPs rs2297595 en DPYD, rs11615 en ERCCT y
rs28399433 en CYP2A6 tampoco se obtuvieron asocia-
ciones estadisticamente significativas (Tabla 5). La asocia-
cion obtenida previamente entre rs2297595 DPYD y nau-
seas y vomitos (p = 0,054) no se confirmé en la nueva
cohorte independiente (p = 0,850). Coincidiendo con los
resultados obtenidos previamente, los pacientes homoci-
gotos para la variante T del polimorfismo rs11615 en
ERCC1 presentaron menor probabilidad de desarrollar
neutropenia grave (5,6%) que los pacientes con los
genotipos CTy CC (11,8y 7,7%, respectivamente), aun-
que la asociacion no fue estadisticamente significativa
(p = 0,786). En cuanto al polimorfismo rs28399433 en
CYP2A6, fueron los pacientes heterocigotos GT aquéllos
que presentaron un mayor riesgo de neutropenia grave
a lo largo del tratamiento en ambas cohortes de pacien-
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Tabla 5. Tablas de contingencia para las asociaciones entre DPYD rs2297595, ERCC1 rs11615 y CYP2A6 rs28399433 y efectos
adversos grado = 3 en el grupo de pacientes tratados con los esquemas en adyuvancia FOLFOX/XELOX

Grado de toxicidad [n (%)]

?pe:)r;imorfismo) Ziiavc::?an Cisiiedlze b = ﬁ
CE v CE v

AA 39(97,5) 62(96,9) 1(2,5) 2(3,1)

DPYD rs2297595 Nauseas y vémitos GA 5(71,4) 8(100) 2 (28,6) 0(0) 0,054 0,850
GG 0(0) 11 (100) 0(0) 0(0)
T 16 (94,1)  34(94,4) 1(5,9) 2 (5,6)

ERCCT 1511615 Neutropenia CcT 16 (80) 30(88,2) 4(20) 4(11,8) 0,015 0,786
CC 5 (50) 12(92,3) 5 (50) 1(7,7)
1T 34 (85) 64 (92,8) 6 (15) 5(7,2)

CYP2A6 1528399433 Neutropenia GT 3(42,9) 10(83,3) 4(57,1) 2(16,7) 0,029 0,622
GG 0(0) 1(100) 0(0) 0(0)

CE: Cohorte exploratoria; CV: Cohorte de validacion; DPYD: Dihidropirimidina dehidrogenasa; CYP2A6: Citocromo P450 2A6; ERCC1: Proteina de reparacion por esci-

sion del grupo de complementacién cruzada 1.

tes, pero la asociacién no se mantuvo estadisticamente
significativa en la cohorte de validacion (p = 0,622).

Discusion

La identificacién de biomarcadores predictivos de
toxicidad a los regimenes quimioterapicos utilizados en
el tratamiento del CCR podria ayudar a seleccionar la
mejor opcidn terapéutica para cada paciente y asi mini-
mizar la aparicion de reacciones adversas graves a la qui-
mioterapia en estos pacientes'. Sin embargo, a pesar de
que hay una gran variedad de articulos que muestran
asociaciones entre variantes génicas y reacciones adver-
sas a la quimioterapia en CCR, éstas a menudo no se
replican en otros estudios, lo cual dificulta la aplicacién
clinica de la farmacogenética’®. En trabajos anteriores,
encontramos varios polimorfismos asociados de una
manera estadisticamente significativa a determinadas
reacciones adversas a la quimioterapia en pacientes con
CCR del Hospital General Universitario Gregorio Mara-
Aén (Madrid). Por lo anteriormente comentado, el obje-
tivo del trabajo fue validar los resultados obtenidos en
una nueva cohorte de pacientes, esta vez mayoritaria-
mente atendidos en un hospital diferente (Hospital Uni-
versitario Doce de Octubre, Madrid) antes de estudiar su
aplicacion clinica. En nuestros trabajos iniciales se descri-
bieron por primera vez, asociaciones de polimorfismos
en genes como ABCB1 y efectos adversos a 5-fluoroura-
cilo y capecitabina®™. Otros polimorfismos, como el
rs28399433 en el gen CYP2A6, eran relacionados por
primera vez con un efecto adverso concreto, en este
caso neutropenia'’, aunque previamente habfa sido des-
crita la relacion de este polimorfismo con la transforma-
cion de tegafur a 5-FU™.

Los resultados, sin embargo, no han podido ser mas
desalentadores, ya que ninguna de las siete asociaciones
estudiadas pudo ser confirmada. Probablemente, la
razdon fundamental de esta falta de replicacién es el bajo
numero de pacientes incluidos en los estudios explorato-
rios, limitacién apuntada ya en los trabajos originales'™ 7.
Dada la naturaleza de las variables principales que deter-
minan el tamafio muestral (porcentaje de pacientes con
el efecto adverso y frecuencia del alelo menos frecuente),
éste estd a menudo infraestimado en los trabajos de far-
macogenética, como claramente ocurre en nuestros tra-
bajos originales. Aunque este dato es muy variable se ha
estimado que el nimero de casos requeridos para anali-
zar un Unico polimorfismo requiere una n de 496 (para
odds ratio > 2, 5% de menor frecuencia alélica en un
estudio caso-control bajo la asuncion de un 5% de pre-
valencia del caso y con un completo desequilibrio de liga-
miento, permitiendo un 5% de error a), mientras que si
se analizan 500.000 SNP el tamafio muestral asciende
hasta 1.206%.

Ademas, el caso del tratamiento en CCR es especial-
mente complicado ya que la mayoria de tratamientos
no son monoterapia sino que se administra una combi-
nacion de varios farmacos®*. Esto unido a disminuciones
y retrasos de dosis a menudo sin un criterio fijo (criterio
médico, reacciones adversas, peticion del paciente...)
son factores que podria estar alterando los resultados.
El estudio de pacientes en tratamiento adyuvante per-
segufa disminuir esta variabilidad, pero aun asf los resul-
tados no han podido validar las observaciones origina-
les, lo que demuestra las limitaciones de este tipo de
estudios.

Si ademas tenemos en cuenta que en los estudios de
asociacion en farmacogenética no estudiamos un Unico
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SNP sino un nimero muy variable de ellos la aplicacion
de correcciones estadisticas mediante analisis multiva-
riantes se hace imprescindible, aunque a menudo no se
realizan en estudios farmacogenéticos?’. En nuestro caso,
las 3 asociaciones (rs11615 en ERCCT y neutropenia,
rs28399433 en CYP2A6 y neutropenia, y rs2297595 en
DPYD y nauseas/vomitos) analizadas en la cohorte de
exploracién de pacientes en tratamiento adyuvante pre-
sentaron una significacion estadistica en un analisis mul-
tivariante', corrigiendo, al igual que otros autores, por
sexo y PS?223. A pesar de esto, ninguna de estas asocia-
ciones fue replicada en la cohorte de validacién, demos-
trando el importante peso en los resultados finales de
todos los factores de variabilidad mencionados anterior-
mente: tratamiento, tamafio muestral, dosis, etc.

Las distintas cohortes de exploracién y validacion uti-
lizadas han reflejado caracteristicas basales diferentes de
manera estadisticamente significativas. Esto hace que los
resultados tengan que ser tomados con cautela, princi-
palmente el dato del grupo tratado con capecitabina
donde la mediana de edad en la cohorte de validacién
fue cuatro anos menor que la de la cohorte de explora-
cion. Sin embargo, dado que lo que analizamos tiene que
ver con la toxicidad al tratamiento, tanto el grado del
tumor como el tratamiento previo que recibio el paciente
son caracteristicas que podrian afectar mucho a la res-
puesta al fadrmaco, pero no a las reacciones adversas.
Estas variaciones pueden ser debidas a las distintas for-
mas de prescribir tratamientos que se dan entre hospita-
les, ya que las cohortes de exploracion estan compuestas
exclusivamente por pacientes del Hospital General Uni-
versitario Gregorio Marafon y las de validacion lo estan
principalmente por pacientes del Hospital Universitario
Doce de Octubre. El estudio, por lo tanto asumia que
estas diferencias se podian dar y que si las asociaciones
se validaban el resultado era mas robusto. Y esto no ha
sido asi.

Muy recientemente se ha demostrado la complejidad
de llevar a cabo estudios retrospectivos de biomarcado-
res, de tal manera que se puede perder una asociacion si
la poblacion de estudio es heterogénea, tal y como ocu-
rre en el caso de CYP2D6 y tamoxifeno en cancer de
mama?*. Nuestro estudio fue prospectivo/retrospectivo,
por lo que se aflade otro factor de variabilidad en los
resultados.

Todo ello demuestra que el camino hacia la aplica-
cion de determinaciones farmacogenéticas en general,
y en CCR en particular, pasa ineludiblemente por la vali-
dacién de estas pruebas con grandes tamafos muestra-
les debido a las multiples variables que normalmente se
analizan y reducen el tamafio muestral de cada sub-
grupo, con tratamientos y estadios de enfermedad lo
mas uniformes posibles y preferentemente con estudios
prospectivos.

En conclusién, ninguna de las asociaciones entre varia-
ciones genéticas (rs1128503, rs2032592 y rs1045642 en

ABCBT1, rs11615 en ERCCT, rs28399433 en CYP2A6 y
rs2297595 en DPYD) y reacciones adversas a la quimio-
terapia en pacientes de CCR obtenidas previamente por
nuestro grupo fue confirmada en una nueva cohorte de
pacientes, mayoritariamente tratados en otro hospital.
Pese a ello, serfa necesario analizar estas asociaciones
en una cohorte mas amplia de pacientes, todos ellos
con el mismo tratamiento y dosis perfectamente esta-
blecidas, antes de desechar su posible utilidad en la pre-
diccion de toxicidad a regimenes quimioterapicos a
nivel clinico.
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