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ABREVIATURAS

ABREVIATURA DESCRIPCION

ADN Acido desoxirribonucleico

APC Adenomatous Polyposis Coli

ARNm ARN mensajero

BAG1 BCL2 Associated Athanogene 1

BAK1 BCL2 Antagonist/Killer 1

BAX2 BCL2-Associated X Protein

BCL2 B-Cell Lymphoma

BIRC5 Baculoviral IAP Repeat Containing 5

CCR Cancer colorrectal

CDH Cadherina

CDK Quinasas dependientes de ciclinas (Cyclin-Dependent Kinases)

CDKN1A Inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 1A (Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 1A)

CDKN1B Inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 1B (Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 1B)

CIMP Fenotipo metilador de islas CpG (CpG island methylator phenotype)

CIN Inestabilidad cromosémica (Chromosomal INstability)

COX-2 Ciclooxigenasa 2

DCC Deleted Colorectal Cancer

EGF Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor)

Ell Enfermedad inflamatoria intestinal

GADD45a Gen 45a de detencion del crecimiento e inducible por dafio del ADN

GLUT-1 Transportador de glucosa 1

HIF-1a Factor inducible por hipoxia (Hypoxia Inducible Factor 1)

IGF-2 Factor de crecimiento similar a la insulina 2 (Insulin-like Growth Factor 2)

MRD-1 Proteina de resistencia a multiples farmacos

MMR Sistema de reparacién Mismatch Repair

MSI Inestabilidad por microsatélites (Microsatellite INstability)

NF-kB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras k de las células B activadas

PAF Poliposis adenomatosa familiar

RXR Receptor asociado a retinoide X (Retinoid X Receptor)

SNP Polimorfismo de nucleétido unico (Single-Nucleotide Polymorphism)

nsSNP Polimorfismos de nucledtido Unico no sinénimos

sSNP Polimorfismos de nucleétido Unico sindnimos

STRP Polimorfismo de repeticion en tandem (Short Tandem-Repetition Polymorphism)

TGF-B1 Factor de crecimiento transformante B+

TSP-1 Trombospandina 1

uicc Union for International Cancer Control

VDBP Proteina de union a vitamina D (Vitamin D-Binding Protein)

VDR Receptor de vitamina D




VDRE Elementos de respuesta a la vitamina D
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Capitulo 1: Resumen

Introduccion

El cancer colorrectal (CCR) es un tumor maligno que se origina en el colon o en
el recto. En la practica clinica, el cancer de ambas localizaciones se engloba en
el término CCR.

En Espafia, el CCR es el cancer mas frecuentemente diagnosticado (14% del
total-37.172 casos detectados en el 2018), seguido del cancer de mama (12%),
prostata (12%) y pulmén (10%). Con respecto a mortalidad, el primero en ambos
sexos es el cancer de pulmon, con 22.481 defunciones al afio (20% de las
defunciones por cancer), el segundo es el CCR con 15.656 defunciones al afio
(14% de las defunciones por cancer). El principal factor de riesgo para el CCR
es la edad, ya que el 90% de los casos diagnosticados lo son en personas
mayores de 50 afos. Otros factores de riesgo modificables, y sobre los que se
debe trabajar con la poblacién, son el sobrepeso y obesidad, el tabaquismo, el
consumo excesivo de alcohol, la inactividad fisica y ciertos tipos de alimentos
como la carne procesada. Multiples trabajos de investigacién, muchos de ellos
recientes, han demostrado una fuerte asociacion entre los niveles sanguineos
de vitamina D y el riesgo de desarrollar CCR. Por tanto queda saber si estos

polimorfismos afectan también a la supervivencia.

El receptor de la Vitamina D (VDR) regula la mayoria de las acciones biolégicas
del metabolito activo de la vitamina D, el 1a, 25-dihidroxivitamina D 3 (1,25
(OH) 2 D 3). El VDR esta altamente expresado en el intestino delgado y colon, y

tiene acciones reguladores en la proliferacion y diferenciacion celular.

La vitamina D producida a partir de 7-dehidrocolesterol tras la exposicion solar o
por ingesta directa a través de la dieta. Posteriormente, se activa por 25-
hidroxilazas (CYP2R1 y CYP27A1), convirtiéndola en 25(0OH)D, principal forma
circulante; a continuacién, 1a-hidroxilasa (CYP27B1) la convierte en 1,25-
dihidroxivitamina D [1,25(0OH)2D3] ya sea en el riidn (donde se libera en la
circulacion) o en organos diana especificos6. La 1,25(OH)2D3 circulante es
degradada por CYP24A1 a acido calcitroico y otros productos hidrosolubles que
son inactivos y se excretan en la bilis u orina. Los dos metabolitos de la vitamina

D se unen a la proteina de unién a la vitamina D, también conocida como
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componente especifico de grupo (GC), lo cual facilita su transporte6. En los
tejidos diana, la 1,25 (OH)2D3 interactua con VDR y se une al receptor retinoide
X (RXR), formando un complejo heterodimero que es translocado al ntcleo
uniéndose a los elementos de respuesta VDR, en multiples loci gendmicos,

algunos de los cuales se sabe que poseen propiedades anticancerigenas.

La vitamina D ha demostrado tener un efecto inhibidor sobre la angiogénesis,
provoca la detencion del ciclo celular GO/G1, induce la apoptosis, aumenta la
diferenciacion celular e inhibe varias vias de senalizacion en la célula tumoral. Se
estima que la vitamina D contribuye a la expresion del 3-5% de los genes,
incluidos muchos relacionados con el cancer8. La deficiencia de vitamina D
puede afectar el desarrollo de enfermedades como diabetes tipo I,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades autoinmunes y
neoplasias. Estas caracteristicas indican que la vitamina D puede usarse como
un posible agente quimiopreventivo para tratar trastornos hiperproliferativos y

prevenir el desarrollo de cancer y aumentar la supervivencia.

En cuanto a los factores genéticos, se han descrito polimorfismos de nucledtido
unico (del inglés Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) en genes implicados
en el metabolismo de la vitamina D que pueden afectar sustancialmente los
niveles séricos de vitamina D o modificar su funcionalidad. Siendo las mas
estudiadas SNPs ubicados en las regiones codificadoras y promotoras de
proteinas9, rs10741657 ubicado en la regiébn promotora del gen CYPZ2R1;
CYP27B1 rs10877012 promotor, C> A; CYP24A1 rs6068816 y rs4809957,
GC/VDBP rs70419 y en el gen VDR Fokl rs10735810, ubicado en la region
codificante, que da como resultado una forma de proteina polimérfica mas corta
por los tres primeros aminoacidos; VDR Cdx2 rs11568820, exon 1, +1270 G> A)
esta localizado en la region promotora y altera significativamente su actividad
transcripcional; VDR Bsmlrs1544410, VDR Apal rs7975232 y VDR Taql
rs731236, estos SNP se encuentran en la region 3' sin traducir y son
responsables de la estabilidad del ARNm, lo que puede influir en la expresiéon o
actividad de VDR.

HIPOTESIS
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Varios estudios han sugerido que los polimorfismos de nucle6tido unico (SNP)
relacionados con el metabolismo de la vitamina D pueden afectar la

carcinogénesis y la supervivencia del CCR.
OBJETIVOS

El objetivo de este estudio fue evaluar la influencia de 13 SNPs implicados en la
via metabdlica de la vitamina D en la supervivencia del CCR. Se realizd un
estudio observacional retrospectivo de cohortes, que incluyé a 127 pacientes
caucasicos con CCR del sur de Espafia. Los SNP en |los
genes VDR, CYP27B1, CYP2R1, CYP24A1y GCse  analizaron mediante
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real. Se evaluaron la

supervivencia libre de progresion (SLP) y la supervivencia global (SG).

Objetivo general
Identificar la influencia de los polimorfismos genéticos en la ruta metabdlica de
la vitamina D y posterior afectacion en la supervivencia de CCR.

Objetivos especificos

- Determinar los polimorfismos rs10877012 (CYP27B1), rs6068816 y
rs4809957 (CYP24A1), rs10741657 (CYP2R1) y rs7041 (GC) en casos y
controles.

- Determinar los polimorfismos en los genes del receptor VDR (Bsml
(rs1544410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570) y Cdx2
(rs11568820)) en casos y controles.

- Analizar la asociacion entre las variables genéticas de la ruta metabdlica
de la vitamina D y el desarrollo de CCR.

- Analizar la asociacion entre las variables genéticas de la ruta metabdlica

de la vitamina D y la supervivencia de CCR.

MATERIAL Y METODOS

El analisis de regresién de Cox ajustado por metastasis, edad de diagndstico,
estadio (IlIB, IV o IVB), puntuacion ECOG (2-4), compromiso de los ganglios
linfaticos, quimioterapia adyuvante y sin antecedentes familiares de CCR mostro
que el VDR Apal (p = 0,036), CYP24A1 rs6068816 (p <0,001)y GC rs7041 (p =
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0,006) se asociaron con SG en pacientes diagnosticados con CCR,
y CYP24A1 rs6068816 (p < 0,001) se asocié con SLP ajustada por metastasis,
edad del diagnéstico, estadio (IlIB, IV o IVB), puntuacion ECOG (2-4),
compromiso de los ganglios linfaticos, quimioterapia adyuvante y ninguna
reseccion tumoral primaria. El resto de los SNP no mostraron asociacion con la

supervivencia del CCR.
RESULTADOS

La mediana de la OS fue mayor en pacientes con antecedentes familiares de
CCR (Prog-rank = 0.020, 134.5 vs. 62.1 meses), con menor edad de diagndstico del
CCR (Piog-rank = < 0.001) y score ECOG de 0-1 (Piog-rank = < 0.001, 114.9 vs. 36.3
meses), sin metastasis (Piog-rank = 0.001, 134.5 vs. 56.2 meses), con estadio I, I,
1A (Piog-rank = 0.001, 134.5 vs. 52.1 meses), menor numero de ganglios afectados
(Plog-rank = <0.001, 108.5 meses para 1-3 vs. 30.6 meses para >4) y con
quimioterapia adyuvante de fluoropirimidinas y oxaliplatino (Plogrank = 0.002,
134.5 vs. 52.1 meses para fluoropirimidinas + bioldgico, 41.9 meses para

fluoropirimidinas y 30.2 meses sin quimioterapia adyuvante

Se encontré mayor valor de PFS en pacientes con menor edad de diagndstico
de CCR (Plog-rank = 0.001), score ECOG 0-1 (Plog-rank = < 0.001, 105.8 vs.
18.6 meses; Tabla S2), sin afectacion ganglionar (Plog-rank = 0.020, NR vs. 41
meses), con ausencia de metastasis (Plog-rank = < 0.001, 125.9 vs. 19.8
meses;), en estadios |, I, lIA (Plog-rank = < 0.001, 125 vs. 35 meses), menor
numero de ganglios afectados (Plog-rank = <0.001, 63.3 meses para 1-3 vs. 18.6
meses para >4), con tumor primario resecado mediante cirugia (Plog-rank =
0.008, 105.2 vs. 14.1 meses) y con quimioterapia adyuvante de fluoropirimidinas
y oxaliplatino (Piog-rank = <0.001, 35.36 vs. 7.53 meses para fluoropirimidinas, 5.62
meses para fluoropirimidinas + bioldgico y 0.49 meses sin quimioterapia
adyuvante). Ademas, se encontrd una tendencia a la asociacion entre una mayor
mediana de PFS y tener antecedentes de CCR (Plog-rank = 0.080, 125.9 vs. 55.1
meses para los sujetos sin antecedentes de CCR), asi como, con un menor valor

de grado histolégico (Piog-rank = 0.060).
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CONCLUSIONES

Los polimorfismos VDR rs731236 (Taql), VDR rs7975232 (Apal), asi como, GC
rs7041 y CYP24A1 rs6068816 podrian ser un factor de riesgo atribuible a una
menor OS y PFS en pacientes caucasicos diagnosticados de CCR. Ademas, los
pacientes portadores del SNP VDR rs2228570 (Fokl) podrian presentar una
menor PFS. No encontramos relacién entre los SNPs CYP2R1 rs10741657,
CYP27B1 rs10877012, CYP27B1 rs4646536, CYP27B1 rs3782130, CYP27B1
rs703842, CYP24A1 rs4809957, VDR rs1544410 (Bsml) y VDR rs11568820
(Cdx2)
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Capitulo 2: Antecedentes
1. Cancer colorrectal

1.1. Epidemiologia

El cancer colorrectal (CCR) supone un importante problema de salud publica
dada su incidencia y mortalidad. Constituye uno de los canceres mas frecuentes
en todo el mundo, con aproximadamente 1,9 millones de nuevos casos
diagnosticados en 2020, lo que convierte al CCR en el tercer cancer mas
frecuente y en la segunda causa de muerte relacionada con el cancer, con
mas de 935.000 muertes al afio (1,2).

La epidemiologia del CCR varia significativamente entre las diferentes
regiones del mundo, asi como entre diferentes grupos de edad, género y
raza. Son multiples los factores que estan involucrados en esta variacion,
incluida la exposicidon a factores de riesgo y las variaciones demograficas,
ademas de la susceptibilidad genética al CCR y su efecto sobre el prondstico y

la respuesta al tratamiento (3).

En Europa, el CCR es el segundo tumor con mas incidencia después del de
mama en mujeres Yy el tercero después del de préstata y pulmén en hombres.
Asi, es el tercero en mortalidad en el caso de las mujeres, por detras de los
canceres de mama y pulmon, y el segundo en el caso de los hombres,

superado unicamente por el cancer de pulmon (4).

En Espana, el ultimo documento oficial “Las cifras del cancer en Espana”, recoge
un estimado de 43.370 nuevos casos diagnosticados de CCR para 2022, de
los cuales, aproximadamente, 26.862 ocurriran en hombres y 16.508 en mujeres,

y con una tasa de supervivencia a los 5 afios superior al 50% para ambos sexos.
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En cuanto a la mortalidad, el CCR es uno de los que causé un mayor numero
de fallecimientos en 2022, junto a los canceres del arbol respiratorio (traquea,
bronquios y pulmdn), pancreas, mama (en mujeres) y prostata (en hombres) (1).

1.2. Fisiopatologia, clasificacion y etiologia

El CCR consiste en el crecimiento descontrolado de células malignas en el
colon y el recto, con capacidad para invadir otros tejidos y crear metastasis (5).
A estos canceres también se les suele llamar cancer de colon o cancer de recto,
dependiendo del lugar donde se originan; sin embargo, y dado que presentan
muchas caracteristicas comunes, a menudo se agrupan bajo el concepto de
CCR.

Anatomicamente, se pueden identificar varias partes en el colon: colon
derecho o ascendente, colon transverso, colon izquierdo o descendente y colon
sigmoide. El recto, a su vez, se subdivide en los tercios superior, medio e inferior
(6). Desde hace mas de tres décadas, se categoriza al CCR segun la
localizaciéon del tumor: proximal o distal al angulo esplénico del colon (7). Mas
recientemente, se ha asumido que el concepto de CCR abarca tres segmentos
claramente definidos, incluyendo a los canceres de colon proximal y colon
distal y al cancer de recto, cada uno con unas caracteristicas definidas y

predominio diferente en cuanto a la via molecular involucrada (8) (Figura 1).

Los tumores malignos colorrectales pueden originarse en cada una de las tres
capas que conforman el intestino grueso: mucosa, muscular y serosa (6). El
adenocarcinoma, procedente del tejido glandular, es el tipo histolégico mas

frecuente (90-95%), seguido del adenocarcioma coloide o mucinoso (5-10%).
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Otros tipos, como el carcinoma epidermioide, los tumores carcinoides, los

sarcomas, los melanomas o los linfomas son menos frecuentes (6).

Las mutaciones en genes especificos pueden conducir a la aparicion de CCR,
como sucede con otros tipos de cancer. Tales mutaciones pueden aparecer en
oncogenes, genes supresores de tumores y genes relacionados con los
mecanismos de reparacion del acido desoxirribonucleico (ADN) (9). El
origen de estas mutaciones permite clasificar el CCR entre hereditario, adquirido

o esporadico, o debido a antecedentes familiares (9):

v' El CCR hereditario representa en torno al 5% de todos los casos
de CCR, existiendo una correlaciéon directa con una serie de
alteraciones genéticas hereditarias concretas, que se agrupan
en diferentes sindromes de CCR hereditario, entre los que se
incluyen el sindrome de Lynch y la poliposis adenomatosa
familiar (PAF).

Figura 1. Subtipos anatomicos de CCR y su asociacion con las caracteristicas moleculares del

tumor y otros factores

Colon
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Colon
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Colon
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Abreviaturas: CCR: cancer colorrectal; CIMP: Fenotipo metilador de islas CpG (CpG island methylator
phenotype); CIN: inestabilidad cromosémica (Chromosomal INstability); MSI: Inestabilidad por
microsatélites (MicroSatellite Instability). Fuente: Ahmad et al. (2021).

v" En el CCR familiar, que supone en torno al 25% de los casos de
CCR, el componente hereditario no esta tan claro, aunque
probablemente exista una predisposicidn genética en combinacion
con interacciones con el entorno.

v El CCR adquirido o esporadico constituye la mayoria de los
casos de CRR, aproximadamente el 70% de ellos, y es atribuido a
mutaciones puntuales que aparecen durante la vida, no estando

asociadas con sindromes hereditarios.

Como se puede ver, la gran mayoria corresponde al tipo esporadico, lo que
implica la interaccion de multiples factores ambientales (dieta, actividad
fisica, entre otros) y genéticos, debido a la ganancia de mutaciones somaticas
y polimorfismos en genes de baja penetrancia. En cualquiera de los casos, la
progresion de la enfermedad mediante diferentes vias de carcinogénesis
colorrectal se acompana de alteraciones en genes importantes en el control

del ciclo celular y en otras vias de sefnalizacion (9).

1.2.1. Vias moleculares que conducen a la carcinogénesis

colorrectal

Secuencia adenoma-carcinoma

El CCR resulta de la acumulacion progresiva de alteraciones genéticas y
epigenéticas que llevan a la transformacion del epitelio colénico normal a
adenocarcinoma. En la mayoria de los casos, esta transformacion se produce

lentamente a lo largo de los afos y de forma escalonada en lo que se conoce
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como secuencia adenoma-carcinoma, propuesta por Volgenstein et al. en 1988
(10).

La mayor parte de los casos de CCR se desarrollan a partir de pélipos
precancerosos, denominados adenomas tubulares tradicionales o poélipos
serrados, cada uno de los cuales esta asociado con diferentes riesgos (11), y
que evolucionan a cancer cuando se alteran los mecanismos normales que
regulan la reparacion del ADN vy la proliferacion celular (12). A medida que estas
células precancerosas avanzan hacia la luz del colon, el proceso de
apoptosis se interrumpe y se forman adenomas discretos. Con el tiempo, los
polipos adenomatosos aumentan de tamafo, desarrollan caracteristicas
cada vez mas displasicas y, eventualmente, pueden adquirir potencial

invasivo (12).

Hay dos vias genéticas principales que conducen al desarrollo de CCR, la via
supresora o de inestabilidad cromosémica (CIN, del inglés Chromosomal
INstability) y la via de inestabilidad de microsatélites (MSI, del inglés
MicroSatellite Instability) (11-13). No obstante, también se ha descrito una
tercera, conocida como via serrada, y que involucra al fenotipo metilador de
islas CpG (CIMP, del inglés CpG island methylator phenotype) en un
subconjunto de pacientes con CCR (11-13) (

Figura 2).

Figura 2. Secuencia adenoma-carcinoma y vias moleculares involucradas en el CCR

INESTABILIDAD CROMOSOMICA

APC KRAS CDC4 TP53
SMAD4

. . v v v
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Abreviaturas: APC: gen APC (Adenomatous polyposis coli); BAX: proteina BAX (BCL2-Associated
X Protein); CCR: cancer colorrectal; CpG: dinucleétido de citosina/guanina unido por enlaces fosfodiéster;
DCC: Deleted in Colorectal Cancer, IGF-2R: receptor del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo
2; KRAS: gen KRAS (Kirsten rat sarcoma viral); p53: gen supresor de tumores p53; TGF-B2R: receptor del
factor de crecimiento transformante B2 SMAD: proteinas SMAD; WNT: via de sefalizacion WNT/B-catenina.
Fuente: Adaptado de Ahmad et al. (2021)

Carcinogénesis supresora o asociada a inestabilidad cromosémica

Esta primera via de carcinogénesis es la mas comun, observandose entre el 65-
85% de las neoplasias colorrectales (12-14). La CIN contribuye a la
tumorigénesis del CCR a través de la acumulacion de mutaciones con pérdida
de funcién en oncogenes especificos, incluidos los oncogenes supresores de
tumores como APC (Adenomatous Polyposis Coli) y en otras proteinas
reguladoras como KRAS (12-14). Ademas, la gran mayoria de tumores
colorrectales poseen mutaciones en alguno de los componentes de la ruta de
sefalizacion del factor de crecimiento transformante g 1 (TGF-31) y del factor
de crecimiento similar a la insulina de tipo 2 (IGF-2, del inglés Insulin-like
Growth Factor 2) (12,14).

En la neoplasia colorrectal existe, ademas, una gran frecuencia de pérdidas
alélicas (LOS, Loss Of Heterozygosity) que normalmente contienen genes
supresores tumorales. La pérdida de una gran porcion del cromosoma 17p, que
contiene el gen supresor tumoral p53 (también llamado, guardian del genoma)
se ha descrito en el 75% de los carcinomas colorrectales. Otra pérdida alélica
muy comun es la del cromosoma 18q, que ocurre en un 70% de los CCR, y en

la que se han mapeado genes supresores como DCC, SMAD2 y SMAD4 (12,15).

Carcinogénesis a través de la inestabilidad de microsatélites

A diferencia de la via CIN, caracterizada por una alta frecuencia de

alteraciones del niumero de copias gendmicas, los tumores colorrectales
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también pueden desarrollarse a través de vias hipermutables, caracterizadas
por mutaciones frecuentes de pares de bases de ADN somatico.
Aproximadamente un 15% de los casos de CCR esporadico y casi todos los
tumores colorrectales que se desarrollan en pacientes con sindrome de Lynch
se caracterizan por la desactivacién de alguno de los genes involucrados en el
sistema de reparacion Mismatch Repair (MMR) del ADN (MSH2, MLH1, MSH6
o PMS2), lo que da lugar a una inestabilidad de microsatélites, que favorece la

progresion del cancer (16).

Carcinogénesis a través del fenotipo metilador de islas CpG

Las islas CpG constituyen grupos de dinucleétidos de citosina y guanina
unidos por un enlace fosfodiéster que estan particularmente enriquecidos en
las regiones promotoras de los genes. La hipermetilacion de éstas anula su
transcripcién, provocando el silenciamiento génico y la posterior formacion

de tumores (12).

El CIMP contribuye aproximadamente al 30-35% de los casos de adenomas
colorrectales, ocurriendo en una etapa temprana y como precursor de la via
serrada, lo que, seguido de otras mutaciones adicionales en BAX e IGF-2, entre
otros, contribuye al desarrollo de la displasia y a la transformacién celular
(15).

Los estudios sugieren que la via serrada es responsable del rapido desarrollo
del CCR (15) y puede utilizarse para predecir la supervivencia en los

pacientes afectados (17).

1.3. Prondstico y factores de riesgo
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Actualmente, el CCR esta considerado como uno de los canceres con peor
pronéstico (6), ocupando un segundo lugar en términos de mortalidad por
cancer, y siendo el responsable del 9,4% del total de fallecimientos por cancer

en 2020 en el mundo (2).

El sistema de clasificacion TNM, disefiado por el Union for International Cancer
Control (UICC) (18), se considera el parametro prondstico mas soélido para
estratificar a los pacientes con CCR (19). El sistema TNM describe la
profundidad de la invasion tumoral a lo largo de la pared del colon (T), el numero
de ganglios linfaticos afectados (N) y la presencia de metastasis (M) (18) (Tabla

1),

Aunque cualquier persona puede desarrollar CCR, son varios los factores que

se han asociado con un mayor riesgo de contraer la enfermedad (Tabla 2).

Algunos factores son modificables, como la dieta, el sobrepeso, la obesidad,
el sedentarismo, el consumo de tabaco y el consumo de alcohol de
moderado a intenso. Ademas, una mayor ingesta de fibra dietética y
verduras, cereales, pescado y productos frescos protege frente al desarrollo
de CCR, mientras que el consumo de carnes rojas y procesados se ha asociado
con un incremento del riesgo de desarrollar la enfermedad (20-22).

Otros factores de riesgo no son modificables, como los antecedentes
personales o familiares de pélipos colorrectales o CCR, condiciones
hereditarias como el sindrome de Lynch y la PAF, antecedentes personales
de enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), antecedentes raciales étnicos y
la presencia de diabetes mellitus de tipo 2. La probabilidad de desarrollar CCR
aumenta notablemente después de los 50 afos, con el 90 % de los casos nuevos
y el 94 % de las muertes asociadas con el CCR que ocurren en personas =50
afnos. También es mayor en el sexo masculino (11,20-22).
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Tabla 1. Diferentes grupos pronésticos en la estadificacion del CCR basados en el sistema de

clasificacion TNM

Estadio | Definicion ‘
0 Tumor no invasivo (células anormales localizadas) que se encuentra solo en el epitelio o la lamina propia,
que son las capas superiores que recubren el revestimiento interno del colon o recto (in situ) (TisNOMO)
| Invasion de las capas mucosa (T1) o muscular (T2)
1A Invasioén a través de la capa muscular (T3)
11B Invasion del peritoneo visceral (T4a)
lc Invasion de otros érganos o estructuras (T4b)
A - Tumor T1 o T2 con presencia de metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales (N1)
- Tumor T1 con presencia de metastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales (N2a)
- Tumor T1 o T2 con presencia de metastasis en 7 o mas ganglios linfaticos regionales (N2b)
1B - Tumor T2 o T3 con presencia de metastasis N2a
- Tumor T3 o T4 con presencia de metastasis N1
- Tumor T3 o T4a con presencia de metastasis N2b
nic - Tumor T4a con presencia de metastasis N2a
- Tumor T4b con presencia de metastasis N1 o N2
IVA Presencia de metastasis en un érgano sin metastasis peritoneal
IVB Presencia de metastasis en mas de un 6rgano
IVC Presencia de metastasis en el peritoneo con o sin otros érganos afectados

Abreviaturas: CCR: cancer colorrectal. Fuente: Union for International Cancer Control (UICC) (18).

Tabla 2. Resumen de los factores de riesgo en el CCR

Factores Riesgo ‘
Habitos de vida:
Sobrepeso u obesidad f
Actividad fisica !
Tabaquismo f
Consumo excesivo de alcohol f
Modificables Habitos alimenticios:
Alto consumo de carnes rojas y procesados 1
Frutas y vegetales (1)
Cereales y fibra 1)
Pescado (1)
Productos frescos 1)
Edad Mt
Sexo masculino "
No modificables Historia familiar ™
Enfermedad inflamatoria intestinal "
Diabetes mellitus 1
Turno de trabajo nocturno ND
No bien definidos
Tratamiento previo de ciertos canceres ND

Nota: 111: aumento muy fuerte del riesgo; 11: aumento fuerte del riesgo; 1: aumento moderado del riesgo; |: reduccion

moderada del riesgo. Abreviaturas: ND: no definido. Fuente: American Cancer Society (2020); Brenner et al. (2014);
Sninsky et al. (2022) (20-22)
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1.3.1. Papel de la dieta y la vitamina D

La dieta tiene un papel importante en el desarrollo del CCR (23) (Figura 3).
Por un lado, el consumo de grasas saturadas trans aumenta los niveles de
acidos grasos libres y de acidos biliares primarios, que son metabolizados por la
flora intestinal produciendo acidos biliares secundarios; éstos, a su vez, pueden
promover la carcinogénesis colorrectal a través del incremento de los
efectores proinflamatorios y del estrés oxidativo mediado por Ila
participacion de las vias del factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras k de las células B activadas (NF-KB) y la ciclooxigenasa 2 (COX-2).
Por otro, los aminoacidos azufrados y el azufre inorganico también son
metabolizados por la flora intestinal, produciendo sulfuro de hidrégeno (S2H), que
puede ser toxico para la mucosa colorrectal e inducir estrés oxidativo (23).

Uno de los mecanismos de defensa subyacentes a este tipo de cancer podria
involucrar a la vitamina D y sus metabolitos, pues el CCR es la neoplasia mas
estrechamente relacionada con esta vitamina (24). Actualmente, se asume
que niveles plasmaticos mas altos de vitamina D estan asociados con un
menor riesgo de cancer de colon y recto (23,25). Sin embargo, y a pesar de
que son numerosos los estudios que respaldan los posibles efectos
quimiopreventivos de la vitamina D frente al desarrollo del CCR, la evidencia de
los ensayos clinicos aleatorizados no es concluyente (26,27).

La sefializacion de la vitamina D a través del receptor de vitamina D (VDR) vy el
receptor de retinoide X (RXR, del inglés Retinoid X Receptor) regula la
transcripciéon de numerosos genes implicados en la carcinogénesis
colorrectal a través de efectos sobre la inflamacién, la proliferacion celular, la
diferenciacion epitelial, la apoptosis y la angiogénesis (23,25). También hay
evidencia de asociaciones diferenciales basadas en los polimorfismos de la

vitamina D y su implicacion en el CCR (23,25).
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Figura 3. Mecanismos de carcinogénesis colorrectal asociados a la dieta
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Abreviaturas: Q3: omega-3; COX-2: ciclooxigenasa de tipo 2; GPR120: receptor 120 acoplado a proteinas

G: H2S: sulfuro de hidrogeno; IL-40: interleucina 40; NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas

ligeras k de las células B activadas; S.I: sistema inmune. Fuente: Song et al. (2015) (23).

2. Vitamina D y cancer colorrectal: evidencia molecular

2.1. Obtencién y metabolismo de la vitamina D

La vitamina D pertenece a un grupo de esteroides conocidos como

secoesteroides. En humanos, las formas mas comunes de vitamina D son la

vitamina D3 (colecalciferol) y la vitamina D2 (ergocalciferol), que pueden

ingerirse a través de la dieta o en forma de suplementos dietéticos. Sin embargo,

la vitamina D3 también puede ser sintetizada en cantidades adecuadas en la

piel, bajo exposicion a la luz solar (Figura 4). Por lo tanto, estrictamente

hablando, no se trata de una vitamina per se, sino que es el precursor de una

hormona esteroide que recibe el nombre de calcitriol, también conocida
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como 1,25 dihidroxivitamina D3 (1,25(0OH)D3) (28,29), que ejerce innumerables

funciones en el organismo.

Figura 4. Obtencion y metabolismo de la vitamina D
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Abreviaturas: 1a, 25(0OH2)D: calcitriol; 25(OH)D: calcidiol; CYP: citocromo; VDR: receptor de vitamina D;
VDBP: proteina de unién a vitamina D. Fuente: Adaptado de Sang-Min et al. (2018) (28).

La vitamina D obtenida de la dieta y/o sintetizada a través de la piel se activa a
calcitriol mediante dos pasos de hidroxilacion mediados por el citocromo P-
450 (CYP-450). El primer paso tiene lugar en el higado, donde la vitamina D es
hidroxilada en C25 por enzimas 25-hidroxilasas (mediadas por CYP2R1 y
CYP27A1). Esta reaccidn metabdlica produce 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) o
calcidiol, la forma circulante con una vida media de aproximadamente 2
semanas, que se usa para determinar el estado de vitamina D en el individuo.
En el segundo paso, la enzima 1a hidroxilasa (CYP27B1) metaboliza el calcidiol
en los rifones para producir la forma activa calcitriol, que sera transportada, al
igual que el resto de metabolitos de la vitamina D, por la proteina de unién a la
vitamina D (VDBP, del inglés Vitamin D-Binding Protein) (28,29).
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El calcitriol ejerce sus funciones biolégicas uniéndose y activando el
receptor nuclear de vitamina D (VDR, del inglés Vitamin D Receptor) y
regulando la expresion génica. La union de calcitriol induce un cambio
conformacional en el VDR que permite que el receptor se dimerice con el
receptor retinoide X (RXR) y que se acopla especificamente a los elementos de
respuesta a la vitamina D (VDRE) en las regiones promotoras de los genes
diana. El cambio conformacional de VDR también recluta coactivadores y separa
correpresores para acetilar las histonas del nucleosoma y desenrollar el ADN,

permitiendo la transcripcién (28,29).

Finalmente, el calcitriol inhibe la actividad del CYP27B1 e induce la expresion
de la enzima 24-hidroxilasa (CYP24A1), que cataboliza el calcidiol y el calcitriol
en formas biolégicamente inactivas (principalmente, acido calcitroico), que se

eliminan preferentemente por via biliar (28,29) (Figura 4).

2.2. Metabolismo de la vitamina D en el cancer colorrectal

La respuesta de las células cancerosas al calcitriol no s6lo depende de la
expresion de VDR, sino también de las concentraciones intracelulares de
calcitriol, determinadas por las concentraciones circulantes de calcidiol y por la
actividad de los citocromos que intervienen en el metabolismo de la vitamina
D.

CYP2R1 & CYP27A1

Las variaciones en CYP2R1 y CYP27A1, implicados en la conversién de
colecalciferol en calcidiol, se asocian con una actividad alterada de las 25-
hidroxilasas, afectando al metabolismo de la vitamina D (30,31).
Actualmente, se ha revelado la asociacion de los niveles séricos de 25(OH)D
con la susceptibilidad al CCR (32), por lo que las alteraciones genéticas que
involucran a estos genes han despertado un gran interés. Por otra parte, un
estudio publicado recientemente ha demostrado que los genes CYP2R1 se
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sobreexpresan en muestras de tejido con CCR, en comparacién con los

tejidos sanos (33).

CYP27B1

Dada su actividad sintetizadora de calcitriol, CYP27B1 se expresa pobremente
en el colon y el recto en condiciones normales (34). Sin embargo, su
expresion es elevada en muestras de tejido con CCR bien y moderadamente
diferenciado, mientras que en las muestras de CCR poco diferenciado la
expresion esta reprimida. Esto sugiere un posible beneficio del tratamiento con
vitamina D, especialmente en tumores bien y moderadamente diferenciados,
mientras que la expresion relativamente baja de CYP27B1 en CCR poco
diferenciado indica un mecanismo de resistencia de las células cancerosas

a las acciones del calcitriol (29).

Ademas, se ha comprobado que la expresion del ARN mensajero (ARNm) del
CYP27B1 es similar en las muestras de CCR y en las de colon sano, pero
esta disminuida en la mucosa de colon normal adyacente, a 10 cm del borde
del tumor; este hallazgo sugiere que la expresion del CYP27B1 en las células de
colon adyacentes esta regulada por el tumor, o que la baja expresion del

CYP27B1 en el colon es un riesgo de carcinogénesis (29).

Por otra parte, se ha demostrado que las lineas celulares de CCR de division
lenta y altamente diferenciadas responden de forma dosis-dependiente
tanto al factor de crecimiento epidérmico (EGF) como al calcitriol, regulando al
alza las expresiones de VDR y CYP27B1; mientras que las lineas celulares
altamente proliferativas y menos diferenciadas muestran una regulacién a
la baja de VDR y CYP27B1 tras el efecto del EGF o el calcitriol. Aunque faltan
pruebas definitivas in vivo, la produccién local de calcitriol en el colon ha sido

sugerida indirectamente por estudios en humanos (29).

CYP24A1
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Como principal enzima que determina la vida media biolégica del calcitriol, el
CYP24A1 se encuentra en niveles bajos en la mucosa del colon humano
normal, pero en niveles elevados en la mayoria de los adenocarcinomas (35).
Sun et al. descubrieron que los niveles elevados de CYP24A1 inducen una
invasion tumoral mas profunda, metastasis en los ganglios linfaticos vy
permeacion venosa (36), por lo que podria considerarse como una proteina
prooncogénica estrechamente relacionada con la progresion del CCR y
como un nuevo biomarcador prondstico para este tipo de cancer (36,37). La
inhibicion de la expresion de CYP24A1 potencia el efecto antitumoral del

calcitriol en células cultivadas con CCR (38).

VDR

Como principal receptor que media los efectos bioldgicos del calcitriol, el VDR
esta presente en la mayoria de las células del organismo y es especialmente
abundante en las células epiteliales intestinales (39). La expresion de VDR
aumenta en adenoma y en tejidos con CCR bien o moderadamente
diferenciados, aunque disminuye en tumores poco diferenciados y es
insignificante en ganglios linfaticos metastasicos (29). Otros estudios
correlacionan la expresion de VDR con la profundidad de la invasiéon y el mal
pronédstico del CCR (40).

Actualmente, se sabe que la familia SNAIL, un grupo de represores de la
transcripcion con dedos de cinc desempena un papel importante en la
transicion epitelial-mesenquimatosa al inhibir el mismo componente de unidn
celular que la E-cadherina. Shioiri et al. sugirieron que la expresiéon de SNAI2
era un factor pronédstico independiente del cancer de colon (41). SNAI1, con
mayor afinidad por la E-cadherina y otros genes diana, esta significativamente
asociada con la invasividad y la metastasis del cancer de colon (42).
Ademas, la sobreexpresion de SNAI1 se asocia con una peor supervivencia
general en pacientes con CCR y se correlaciona con la expresién de TGF-1y

el fenotipo de células cancerosas (43).
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Las expresiones de ARN de SNAI1 y SNAI2 estan reguladas al alza en los CCR
humanos, y estan inversamente correlacionadas con la expresion de ARNm de
VDR (29). Estos hallazgos sugieren que los altos niveles de SNAI1 y SNAI2 son
una causa probable de la desregulaciéon del VDR y de la falta de respuesta a
la vitamina D en el CCR avanzado, y que la terapia con vitamina D puede no ser
una buena opcidon de tratamiento para los pacientes que sobreexpresan SNAI1
y SNAI2 (29).

2.3. Acciones antitumorales de la vitamina D en el cancer

colorrectal

Numerosos estudios han demostrado que la accion antitumoral del calcitriol
en el CCR se fundamenta en varios mecanismos a nivel celular, como la
inhibicion de la proliferaciéon celular, la sensibilizacién a la apoptosis, la
induccion de la diferenciaciéon epitelial y de los mecanismos de

detoxificacién celular y la inhibiciéon de la angiogénesis (29) (Figura 5).

2.3.1. Inhibicién de la proliferacion celular

El efecto antiproliferativo de la vitamina D en el CCR involucra multiples vias.
A nivel del ciclo celular, el calcitriol induce la expresion de los inhibidores de
las quinasas dependientes de ciclinas (CDK) CDKN1A (inhibidor de la quinasa
dependiente de ciclina 1A [p21, Cip1]) y CDKN1B (inhibidor de la quinasa
dependiente de ciclina 1B [p27, Kip1]), que inhiben la CDK2 y la CDKE®6,
conduciendo asi a la detencién de la fase G1 (24,28,29,44). Ademas, promueve
la expresion del gen 45a de detencion del crecimientoe inducible
por darfio del ADN (GADDA45a), implicado en el mantenimiento de la estabilidad
genomica (24,44,28).
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En cuanto a los factores de crecimiento, el calcitriol provoca la activacion del
TGF-B1, sensibilizando a las células colorrectales a los efectos inhibitorios de
este. Por otro lado, disminuye la proliferacion de las células cancerosas mediante
la inhibicion de la secrecion del IGF-2, cuyos niveles séricos elevados se han
asociado a un mayor riesgo de desarrollar varios tipos de cancer, entre ellos el
CCR (45). El calcitriol también contrarresta el crecimiento celular estimulado
por el EGF (28,29,44).

Asimismo, el calcitriol media en la supresién de ciertos oncogenes. Uno de
ellos es el oncogén MYC, sobreexpresado en la mayoria de los canceres, y
relacionado con otras vias de senalizacion como WNT-B-catenina, cuya
activacioén, tal y como se ha mencionado anteriormente, es el acontecimiento

inicial y uno de los principales contribuyentes a la progresion del CCR (24,29,44).

Por otra parte, el calcitriol parece reducir la expresion del transportador de
glucosa 1 (GLUT-1) y otras enzimas de la ruta de la glucosa, inhibiendo la
glucdlisis y el crecimiento celular en las células colorrectales tumorales
humanas, lo que sugiere un papel inhibidor de la forma biol6gicamente activa de
la vitamina D en la progresion del CCR (46).

2.3.2. Sensibilizacion a la apoptosis

El calcitriol induce la apoptosis en el CCR mediante la regulacién al alza de las
proteinas proapoptéticas BAK1 (BCL2 Antagonist/Killer 1) y BAX2 (BCL2-
Associated X Protein) y la regulacion a la baja de las expresiones de las
proteinas antiapoptéticas BAG1 (BCL2 Associated Athanogene 1), BIRC5
(Baculoviral IAP Repeat Containing 5) y BCL2 (B-Cell Lymphoma) (28,29). El
resultado de estas acciones es la muerte celular programada, impidiendo asi el

crecimiento tumoral.
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2.3.3. Induccion de la diferenciacion celular

El calcitriol aumenta la expresion y/o la actividad funcional de varias
enzimas como la fosfatasa alcalina (que se encuentra a lo largo del borde en
cepillo de la mucosa del colon, pero que se expresa escasamente en las células
CCR cancerosas en proliferacién) y la maltasa, y potencia la formacion de

microvellosidades (24,44).

Ademas, induce la expresién de cadherina E (CDH, cadherin 1) y otras
proteinas de adhesion, que son esenciales para el mantenimiento del fenotipo
epitelial; y de las proteinas asociadas al citoesqueleto de actina y a los
filamentos intermedios, como la queratina 13, la vinculina y la filamina A (44).

Por otra parte, el calcitriol y sus analogos inhiben la via WNT/B-catenina y la
activacion de sus genes diana en las células del CCR; esto contribuye, a su
vez, a la inhibicidon de la proliferacion celular y al mantenimiento del fenotipo
diferenciado (44).

2.3.4. Inhibicidn de la angiogénesis

La capacidad angiogénica de las células del CCR puede verse afectada por el
calcitriol, ya que reprime la expresion y la actividad transcripcional del factor
inducible por hipoxia 1a (HIF-12, del inglés Hypoxia Inducible Factor 1a), un
factor de transcripcidn clave implicado en la angiogénesis inducida por hipoxia
(44).

El calcitriol regula la expresién del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y de la trombospondina-1 (TSP-1), dos importantes factores opuestos
que controlan la angiogénesis tumoral, conduciendo a un cambio equilibrado

en el potencial angiogénico de las células de CCR humano cultivadas SW480-
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ADH (24,28,29,44). Ademas, reprime fuertemente a la proteina DICKKOPF-4
(DKK4), antagonista débil de la via de sefalizacion WNT que promueve la
invasion y la angiogénesis en células cultivadas de CCR y que esta regulada al

alza en los tumores de colon humanos (24,28,29,44).

2.3.5. Induccion de los mecanismos de detoxificacion celular

Las células epiteliales intestinales expresan una serie de enzimas que
participan en la desintoxicacion y el metabolismo de xenobiéticos
procedentes de la dieta y de compuestos endobidticos nocivos que pueden

contribuir al desarrollo del CCR.

Las enzimas de fase |, la mayoria de las cuales pertenecen a la superfamilia del
citocromo P450 (CYP), inician la desintoxicacion enzimatica de estos
compuestos mediante reacciones de oxidacion, hidrdlisis o reducciéon. En el
CCR, el calcitriol induce la expresion del CYP3A4, el mas ampliamente
expresado a nivel intestinal. Ademas, varios miembros de la familia del CYP2C,
el segundo mas ampliamente expresado en el intestino, contienen VDR en sus

promotores, lo que podria ser determinante en relaciéon con el CCR (44).

Las enzimas de fase Il actuan conjugando diferentes grupos cargados a los
compuestos previamente modificados por las enzimas de fase |, lo que aumenta
su solubilidad en agua y facilita su excrecion. En las células colorrectales, el
calicitriol activa la transcripcion de la SULTA2A1, una sulfotransferasa de fase
Il que actua preferentemente sobre los hidroxiesteroides y los acidos biliares
esterolicos derivados del colesterol, pero que también puede modificar varios
farmacos y otros xenobidticos. Ademas, regula la expresion de varios
transportadores responsables del flujo de conjugados de fase Il al medio
extracelular como la proteina de resistencia a multiples farmacos (MDR-1), que

se localiza en la membrana apical de los enterocitos (44).
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Figura 5. Acciones antitumorales de la vitamina D en el CCR
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Abreviaturas: EGF: factor de crecimiento epidérmico; IGF-2: factor de crecimiento similar a la insulina 2;

TGF-B: factor de crecimiento transformante $. WNT: gen WNT. Fuente: Elaboraciéon propia a partir de

Pereira et al. 2012 (47).

2.1. Concentracion plasmatica de vitamina D y riesgo y

supervivencia del cancer colorrectal

Los datos epidemioldgicos y clinicos recientes sugieren una fuerte correlacién

entre los niveles séricos deficientes o bajos de vitamina D y el aumento del

riesgo de desarrollar multiples canceres (48). Sin embargo, en el caso del

CCR, los resultados de los diferentes estudios son contradictorios 0 muy poco

concluyentes.

Hasta el momento, los resultados provenientes de diferentes metaanalisis de

estudios epidemiolégicos han arrojado relaciones inversas significativas o no
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significativas en poblaciones de todo el mundo (49,50). A este respecto,
Hernandez-Alonso et al. (51) publicaron recientemente la primera gran revision
sistematica y metaanalisis de estudios de casos y controles y prospectivos que
analiza la posible asociacion entre el CCR y los niveles circulantes de
vitamina D, teniendo en cuenta el sexo, el lugar especifico donde se produce
el cancer (esto, en el recto o en el colon) y los diferentes metabolitos de la
vitamina D. Asi, observaron que, concentraciones mas altas de calcifediol, se
asocian con un menor riesgo de CCR, especialmente en las mujeres. Ademas,
los resultados respaldan la hipétesis de que mantener los niveles circulantes de

vitamina D podria tener un gran impacto beneficioso para la prevencion del CCR.

Sin embargo, esto no ha podido ser demostrado en el contexto mas actual de los
ensayos clinicos. De hecho, dos grandes estudios de aleatorizacion mendeliana
que evaluaron la asociacion entre los niveles de vitamina D y el riesgo de
CCR (uno de ellos, bidireccional), han concluido que ésta se debe muy
probablemente a factores de confusidén desconocidos, descartando la idea de

que pueda existir una posible relacion de causalidad inversa (26,27).

Estos resultados, en combinacién con la literatura previa, brindan evidencia de
que la deteccion de deficiencia de vitamina D en toda la poblacién y la
posterior administracion generalizada de suplementos de vitamina D no deben
recomendarse actualmente como una estrategia para la prevenciéon
primaria del cancer (26,27), contrariamente a lo arrojado en el metaanalisis de

Hérnandez-Alonso et al.

Por otra parte, en pacientes con CCR en estadios tempranos (I-Ill), la vitamina
D plasmatica postoperatoria se ha asociado con diferencias clinicamente
importantes en el resultado de supervivencia del CCR, y los niveles mas
altos de esta vitamina se han relacionado con un mejor pronéstico (52,53),
especialmente en pacientes con CCR del lado izquierdo (54). Esto se ve

influenciado, ademas, por la presencia de ciertos polimorfismos como CDX2
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(rs11568820) (53), aunque, por el momento, no se ha conseguido determinar

claramente si estas variaciones genéticas influyen en el prondstico del CCR.

3. Polimorfismos genéticos en el metabolismo de la

vitamina D

3.1. Concepto de polimorfismo

Segun el National Human Genome Research Institute, se denomina
polimorfismo a |la presencia de dos o0 mas formas variantes de una secuencia
especifica del ADN que puede producirse entre diferentes personas o

poblaciones (55).

Los polimorfismos se distribuyen de manera heterogénea por todo el
genoma, y se encuentran tanto en regiones codificantes (exones) como no
codificantes (intrones y regién promotora) de los genes, influyendo o no en la
expresion génica ARNm y, consecuentemente, en su actividad funcional (56). En
cuanto a su frecuencia, los polimorfismos se presentan en mas del 1% de la
poblacién, a diferencia de las mutaciones espontaneas (55,56), que se dan

en una frecuencia mucho menor.

Las formas mas frecuentes de polimorfismo son los SNP (del inglés Single-
Nucleotide Polymorphism), que implican el cambio de un unico nucleétido en
el contexto de una secuencia genética; no obstante, también existen otros
polimorfismos que pueden ser mucho mas grandes y abarcar segmentos mas
largos del ADN, como los polimorfismos de repeticion en tandem (STRP, del
inglés Short Tandem-Repeat Polymorphism) (Figura 5) (55). Se han descrito
varios millones de SNP distribuidos por todos los cromosomas humanos,
que ocurren, de media, una vez cada 1.000 pares de bases (pb) en el genoma
(aunque con importantes variaciones segun el cromosoma y las regiones dentro

de ellos). Estos SNP estan catalogados y son accesibles publicamente en varias
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bases de datos, siendo una de ellas la dbSNP del National Center for
Biotechonology Information (NCBI) (57). En dicha base de datos se muestra el
numero de SNP alojados en el genoma humano, asi como su ubicacion dentro y
fuera de los genes, el cambio de alelo de cada polimorfismo y su distribuciéon

alélica y genotipica en las diferentes poblaciones.

Figura 6. Ejemplos de polimorfismos

Polimorfismo de nucledtido Unico (SNP) Polimorfismo de repeticlén en tindem corto (STRP)

Individuo 1 Individuo 3
Matemo , , . CGATATTCCHATCGAATGTC, .. Meterro .. . CGATATTCCENGERGERGATCGAATGTC. . .
Paterro . . . CGATATTCCEBATCGAATGTC, .. paterno ... CGATATTCCEAGCARCAGCAGEAGA TCGAATGTC. . .

Individuo 2 Individuo 4
Matemo , . . CGATATTCCBATCGAATGTC. .. Matemo .. .CGATATTCCERBERBEREENGEAGA TCCAATGTC. .
Paterno , , ,CGATATTCCEATCGAATGTC.,, Patemo ,, CGATATTCCEAGCAGCAGCAGCAGCAGCABGATCGAATGTC, |,

Fuente: National Human Genome Research Institute (55).

Las consecuencias funcionales de estos SNP van a depender de la
localizacién de las variaciones en la secuencia de ADN. Para el conjunto de
genes codificantes de proteinas, se han documentado mas de 100.000 SNP
localizados en exones. Alrededor de la mitad de ellos no modifican la secuencia
de aminoacidos prevista de la proteina codificada, por lo que se denominan
sinéonimos (sSNP), mientras que la otra mitad si altera la secuencia de
aminoacidos y se denominan no sinénimos (nsSNP). Otros SNP pueden
introducir o cambiar un codén de terminacion, o modificar sitios de corte y

empalme (splicing) conocidos (58).

Un nivel adicional de variabilidad genética lo constituyen los haplotipos,
compuestos por un conjunto de SNP a lo largo de un mismo cromosoma que son
heredados como una unidad (55). Tanto los SNP como los haplotipos tienen
gran importancia biolégica, ya que determinan la mayor parte de la
variabilidad genética de los individuos, causando diferencias genotipicas que

acarrean una mayor susceptibilidad a padecer diversas enfermedades (59).
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Dada su alta frecuencia, muchas enfermedades genéticas estan causadas por
un SNP o se relacionan con la identificacién de SNP especificos, entre ellas,

el cancer.

3.2. Polimorfismos de nucledtido unico en la vitamina D y su

implicacion en el cancer colorrectal

En los ultimos anos, se ha planteado la hipétesis de que la naturaleza
hereditaria del CCR podria estar relacionada con la herencia conjunta de
multiples variantes de bajo riesgo (60), que pueden interactuar con factores
ambientales. Esta hipotesis fue respaldada por la identificacion de SNP que se
localizan en diferentes regiones genémicas y que influyen en la
susceptibilidad al CCR (61,62). Ademas, la presencia de estos SNP podria
modificar el riesgo de CCR en familias con mutaciones en genes

predisponentes conocidos, como los asociados con el sindrome de Lynch.

Como se puede ver en la Tabla 3, son numerosos los SNP del metabolismo de
la vitamina D que se han relacionado con el CCR; sin embargo, unicamente nos

centraremos en la evidencia disponible de algunos de ellos.

Tabla 3. SNP mas frecuentemente asociados al metabolismo de la vitamina D y con implicacién en el CCR

Gen Ubicacion Funcion SNP mas frecuentes Referencias
e rs10741657
Sintesis de o 1512794714
CYP2R1 11q15.2 (33,63)
calcidiol e 152060793

e rs10766196
e 1510877012
e 513377933

Transformacion de e 152229103
CYP27B1 12q14.1 calcifediol a e 1528934604 (33,64,65)
calcitriol e rs8176344

o 154646536
o 558915677
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e rs3782130

e rs2296241
o 152585428
e rs2762939
o rs2762942
e rs35051736

Transformacion e rs4809957
CYP24A1 20g13.2 del calcitriol a e 154809958 (66—70)
formas inactivas e rs4809960

e rs6013897
e rs6013905
e rs6022999
e 56068816

o rs927650
Union y transporte
o 154588
VDBP 4q13.3 de metabolitos de (71,72)
. e rs7041
vitamina D
o 151544410 (Bsm )
o 157975232 (Apal)
Interaccion celular o 15757343 (Tru 91)
VDR 12q13.11 y regulacion o 5731236 (Taql) (73)
génica e rs10735810 (Fok I)

e 511568820 (CDX2)

e PoliA en extremo 3~

Nota: El documento se centrara, principalmente, en aquellos SNP que se muestran sefialados. Abreviaturas: CCR:
cancer colorrectal: CYP: familia del CYP-P450; PoliA: secuencia de poli-adeninas; SNP: polimorfismo de nucleétido unico
(Single-Nucleotide Polymorphism); VDBP: Vitamin D-binding protein (proteina transportadora de vitamina D); VDR:

Vitamin D Receptor (receptor de vitamina D). Fuente: Elaboracion propia.

3.2.1.  SNP que afectan a la familia de genes implicados en el

metabolismo de la vitamina D (citocromos)

3.21.1.  CYP2R1

Situado en el brazo corto del cromosoma 11 (11p15.2), el gen CYP2R1 posee
cinco exones, a diferencia de la mayoria de las otras isoformas de CYP, que

contienen nueve exones. La estructura cristalina de CYP2R1 muestra un patrén
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de plegado tipico de una proteina CYP, con 12 hélices a como nucleo
estructural y laminas B dispuestas, en su mayoria, en un lado, con el grupo
hemo situado en la parte interior de la proteina. En el higado, CYP2R1
hidroxilasa la vitamina D en la posicion 25 y sirve como un determinante

importante del nivel de calcidiol en el tejido y en la circulacion (74).

Se han informado SNP tanto exénicos como no exénicos en CYP2R1, incluido
el CYP2R1*2, que conlleva el intercambio del aminoacido leucina (Leu) por el de
prolina (Pro) en la posicion 99 (Leu99Pro), y una serie de SNP no exénicos con
consecuencias funcionales variables en la regulacion génica. EI SNP
rs10741647, situado en la regidon no codificante 5 -UTR, tiene establecida su
relacion causal con enfermedades como el raquitismo, el cancer de ovario y la
esclerosis multiple (74); sin embargo, los datos acerca del papel de dicho SNP
en el desarrollo del CCR son limitados, aunque, en base a la escasa evidencia

publicada, no parece existir asociacion entre ellos (63).

Recientemente, un estudio de casos y controles en el que se analizé6 a 920
pacientes con CCR y 1.743 participantes seleccionados al azar en Dinamarca,
no encontré asociacién entre rs10741657 y el CCR. Sin embargo, los
resultados sugieren que la variacion genética en los genes CYP2R1 puede
influir en la relacién entre la ingesta de vitamina D (a través de alimentos y
suplementos) y el riesgo de CCR, encontrando que la portacion heterocigota de
rs10741657 se asocio débilmente con una disminucién del 9-12% del riesgo

de CCR por cada 3 ug de vitamina D ingerido al dia (75).

3.2.1.2. CYP27B1

El gen CYP27B1 se encuentra situado en el brazo largo del cromosoma 12
(12914.1) (76). Varios estudios han confirmado que el gen contiene 9 exones,

pero la suma obtenida de las longitudes de los exones varia entre ellos (77).
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Codifica para la enzima 1-a hidroxilasa, encargada de catalizar la
hidroxilacion del calcidiol a calcitriol, que contiene aproximadamente 508
aminoacidos, con una secuencia sefial mitocondrial N-terminal y un sitio de union

al grupo hemo (77).

Actualmente, el gen CYP271 se correlaciona con multiples enfermedades, en
su mayoria procesos oncolégicos, como el CCR, de prostata, de mama, de
pulmén y de pancreas y otras de origen autoinmune como la esclerosis multiple
(77). La expresion de CYP27B1 y la actividad de la enzima en las células
cancerosas varia segun el estudio, y ésta puede aumentar, disminuir o
permanecer en el mismo nivel (78). Asimismo, se han identificado varios SNP
en el gen CYP27B1, con diferentes efectos en los cambios de secuencia de

aminoacidos y relacion con el CCR (Figura 7).

Figura 7. Estructura del gen CYP27B1 y SNP mas frecuentemente asociados al CCR

rs3782130 rs2229103
rs10877012 rs8176344 rs13377933

rs28934604

rs4646536

Abreviaturas: E: exdn. Fuente: Elaboracién propia a partir de Latacz et al. 2020 (77).

EI SNP rs10877012 se ubica en la region promotora del gen CYP27B1 y se ha
relacionado directamente con la aparicion de CCR (77) y también
indirectamente debido a su influencia en los niveles de calcidiol circulantes en

sangre (79).

Los resultados presentados por Latacz et al., basados en un estudio de tipo caso-
control compuesto por 106 pacientes diagnosticados con CCR y 219 personas
sin cancer de raza caucasica, arrojan un efecto significativo de rs10877012 en
la apariciéon del CCR (64). Ademas, sugieren un papel protector del alelo Ty
del genotipo TT (64). Contrariamente a los hallazgos de éstos, Vidigal et al. (en

un estudio llevado a cabo en Brasil) indican que, en la poblacién masculina, la
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presencia del alelo T aumenta el riesgo del CCR en 1,60 veces (p=0,037),
mientras que la presencia del genotipo GT aumenta el riesgo en 2,04 veces
(p=0,014) (80). Por otro lado, en una poblacion del noroeste de China, otro
estudio ha demostrado que el genotipo GG disminuye el riesgo de CCR, en
comparacién con el genotipo TT, aunque resulté ser solo estadisticamente

significativo en personas mayores (67).

Por el momento, estos estudios parecen ser las unicas referencias que asocian
directamente el SNP rs10877012 con el desarrollo del CCR.

3.2.1.3. CYP24A1

El gen CYP24A1, situado en el brazo largo del cromosoma 20 (20q13.2) (57),
codifica la enzima 24-hidroxilasa, encargada de catabolizar el calcitriol a formas

inactivas.

En la actualidad, existen estudios limitados que examinan la relaciéon entre
los SNP rs6068816 y rs4809957 y el CCR. Ademas, éstos han sido llevados a
cabo, en su gran mayoria, en poblacién asiatica y arrojan resultados

contradictorios (Tabla 4).

Asi, mientras que Chen et al. (69) encontraron que rs6068816 es un fuerte
factor de riesgo para el cancer de colon en la poblacién china, Yi et al. (68)
concluyeron que rs6068816 puede no estar asociado con el riesgo de cancer,
al realizar el genotipo a un total de 797 pacientes con CCR en China. Por otra
parte, Chai et al. (66) demostraron que la frecuencia del genotipo rs6068816 GG
en mujeres se asocié con un riesgo significativamente mayor de CCR en la
poblacién Jiamusi y que, ademas, la presencia de dicho polimorfismo puede

estar relacionada con el tipo de CCR que presentan los pacientes.
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En cuanto al pronéstico, un estudio de casos y controles (528 pacientes con CCR

y 605 pacientes sin cancer) llevado a cabo en China por Gong et al. (67) arrojé

que rs4809957 AA puede conducir a un peor prondstico del CCR.

Tabla 4. Estudios que relacionan a los SNP rs6068816 y rs4809957 y el CCR

Tipo de estudio,

poblacion

Resultados

Conclusion

Pacientes con CCR

Genotipo de varios SNP y su

El HR de los pacientes con

El polimorfismo

Jiamusi (China).

con el CCR.

Gong et al. | (n=528) y sin cancer L . rs4809957 AA fue de 2,38 en | rs4809957 AA puede
. asociaciéon con el riesgo y . . .
(2017) (n=605) en poblacién . comparacién con el genotipo | conducir a un peor
prondstico de CCR.
china. GG. prondstico del CCR.
. . Los polimorfismos de
Pacientes con | Genotipo de 4 SNP
CYP24A1 rs4809957,
pdlipos coldnicos | (rs4809957, rs6068816, | rs4809957 A/G y rs6068816
. . rs6068816, rs6091822 y
Chen et al. | (n=144), cancer de | rs6091822 y rs8124792) y | CIT se asocian con los pdlipos
rs8124792 estan
(2017) colon (n=96) y CU | su asociacién con los | coldnicos, el cancer de colony . .
. . . relacionados con el riesgo
(n=44) en poblacién | polipos coldnicos, el cancer | la CU.
de pdlipos
asiatica. de colon y la CU. .
polipos y cancer de colon.
Los polimorfismos
rs4809960 y rs6022999 se | rs4809960 y rs6022999
asocian fuertemente con el | se asocian fuertemente
riesgo de CCR. El analisis de | con el riesgo de cancer de
los haplotipos que consisten | colon. EI metaandlisis
en rs2585428 (G > A), | actualizado muestra que
Pacientes con CCR . rs4809960 (T > C), rs6022999 | rs2585428 y
Genotipo de 4 SNP
. (colon [n=426] y recto (A > G) y rs6068816 (C > T) | rs6022999 pueden estar
Yi et al . (rs2585428, rs4809960, | = . .
[361]) y sin cancer indica que el haplotipo ATGC | relacionados con la
(2020) . rs6022999 y rs6068816) y o o
(n=800) en poblacién reduce significativamente el | susceptibilidad al cancer
su asociacion con el CCR.
china. riesgo de CCR, especialmente | en la poblacion caucasica
el riesgo de cancer de colon. El | y en la poblacion asiatica,
haplotipo GCAT aumenta | respectivamente, y que
significativamente el riesgo de | rs6068816 puede no estar
CCR, especialmente el cancer | asociado con el riesgo de
de recto. cancer.
En el grupo de mujeres, los 3
SNP se asocian
significativamente con el CCR.
En el andlisis fenotipico- | El polimorfismo del gen
Pacientes con CCR | Genotipo de 3 SNP | genotipico, los portadores de | CYP24A1 puede ser un
Chai et al. (n=168) y sin cancer | (rs6013905, rs2762939 vy | rs6013905 GG y rs2762939 | factor de riesgo genético
(2021) (n=710) en poblacién | rs6068816) y su asociacion | GX se asocian | atribuible a la prevalencia

significativamente con CCR
poco diferenciado, mientras
que CYP24A1 rs6068816 AX
se asocia significativamente

con el tipo de tumor.

mas alta de CCR en

poblacion Jiamusi.

Abreviaturas: A: adenina; C: citosina; CCR: cancer colorrectal; CU: colitis ulcerosa; G: guanina; SNP: Single Nucleotide

Polymorphism (polimorfismo de nucleétido unico); T: timina. Fuente: Chai et al (2021); Chen et al (2017); Gong et al
(2017) y Yi et al (2020) (66—69).
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3.2.2. SNP que afectan a la familia de genes implicados en el

transporte de la vitamina D (VDBP)

En humanos, la VDBP es una az-globulina sérica con un peso molecular de
entre 52 y 59 KDa, originalmente conocida como componente especifico del
grupo (GC-globulina). El gen GC que la codifica se encuentra ubicado en el

brazo largo del cromosoma 4 (4913.3) y contiene 15 exones (72).

VDBP es miembro de una superfamilia de proteinas transportadoras, junto
a la albumina, la a-fetoproteina y la a-albumina/afamina. La mayor parte de la
vitamina D circulante en plasma se une a la VDBP, que transporta los
metabolitos de ésta desde la piel, el higado y los riones a varios tejidos
diana. Actualmente, también se sabe que VDBP media otras funciones
biolégicas en humanos, incluida la modulacién del sistema inmune, la
activacion de osteoclastos, la activacion de la quimiotaxis y el transporte

de acidos grasos (72).

La secuencia peptidica de VDBP consta de 458 aminoacidos dispuestos en
tres dominios (I, Il y Ill) y puede glicosilarse en un grado variable dependiendo
del genotipo. Los dos SNP mas frecuentes, rs7041 y rs4588, localizados ambos
en el exon 11 (en el dominio Ill), corresponden a los tres tipos principales de
VDBP (GCF, GCS y GC2). CGF y CGS difieren unicamente en la posicion 416,
donde el acido aspartico se sustituye por acido glutamico; mientras que la
diferencia entre GCF y GC2 es la sustitucion de treonina a lisina (Tabla 5).
Ademas, se sabe que GC1 y GC2 estan marcados por una O-glicosilacion, en
tanto que GC1F y GC1S estan modificados con un nucleo de N-acetil-D-

glucosamina (72).
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Tabla 5. SNP de GC mas frecuentemente asociados con el CCR

Isoforma Codén (variacion) Variacién de aminoacidos
. GC1F GAT (Asp—Glu) Asp-432 (416/VDBP madura)
rs
GC1S GAG (Asp—Glu) Glu-432 (420/VDBP madura)
GC1 ACG (Thr—Lys) Thr-436
rs4588
GC2 AAG (Thr—Lys) Lys-436

Abreviaturas: Asp: aspartato; GC: gen GC; Glu: acido glutamico; Lys: lisina; SNP: Single Nucleotide
Polymorphism (polimorfismo de nucleétido unico) Thr: treonina; VDBP: Vitamin D-Binding Protein (proteina

de union a vitamina D). Fuente: Rozmus et al (2020) (72).

Hoy dia, se asume que los polimorfismos en el gen GC pueden constituir un
factor de riesgo significativo para muchas enfermedades, incluido el cancer
(72). En relacién con el CCR, son numerosos los articulos que relacionan a
rs7041 y rs4588 con la disminucién de los niveles circulantes de metabolitos de
la vitamina D y ésta, a su vez, con una mayor susceptibilidad a desarrollar CCR
(81,82); sin embargo, la evidencia de la que se dispone es, mas bien, limitada.

Zhou et al. analizaron la asociacion entre rs7041 y rs4588 y el riesgo de
desarrollar canceres gastrointestinales en una cohorte de casos y controles que
incluia 964 pacientes con alguno de estos canceres (246 de ellos con CCR) y
1187 controles sanos. Encontraron que rs4588 tiene un impacto significativo
en el riesgo de desarrollar canceres gastrointestinales, especialmente,

CCR; sin embargo, no hubo asociacién entre rs7041 y el CCR (71).

3.2.3. SNP que afectan a la familia de genes asociados al receptor
de la vitamina D (VDR)

El VRD, ubicado en el brazo largo del cromosoma 12 (12q13.11), consta de
una regién promotora 5" no codificante, el extremo 5°del gen que aloja los
exones 1a, 1b y 1c, los exones 2 y 3 que codifican el dominio de unién al

ADN y los exones 4 y 5 que codifican la regiéon de unioén al ligando (83).
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Hasta el momento, se han identificado varios polimorfismos de VRD que guardan
relacion con el CCR (83) (Figura 8):

> 5 de ellos en la region polimoérfica 37: rs1544410 (Bsm 1), rs7975232
(Apa l) y rs757343 (Tru 91) en el intrén 8; rs731236 (Taq i) en el exén 9;
y un polimorfismo de repeticion de mononucleétidos que varia en
longitud de 13 a 24 adenosinas (Poli A);

» rs10735810 (Fok 1) en el exén 2, ubicado cerca de la region 5'no traducida
del gen, dentro del dominio de unién al ADN; y

» rs11568820 (CDX2) en la region promotora del gen, en el exén 1.

Figura 8. Estructura del gen VDR y polimorfismos mas frecuentemente asociados al CCR

Apa 1l
g Bsm 1 Poli A
Regién promotora
A I
r \
5" «—Ela—Elb[Elc E2—E3—E4—E5—E6 —E7 — E8 E9 i > 37

l Fok 1 Taq 1

CDX 2

Abreviaturas: E: exon. Fuente: Adaptado de Zmuda et al (2000) (83).

En las ultimas décadas, han sido varios los estudios que informan acerca de las
asociaciones entre los polimorfismos del VRD y el CCR, aunque los
resultados no siempre han sido consistentes. Algunos arrojan resultados
contradictorios entre variantes genéticas (84,85) o, incluso, ninguna asociacion
(86), probablemente debido a las limitaciones que presentan (diferentes
caracteristicas basales de los pacientes [sobre todo, en relacion con la etnia] y
pequefio tamano de la muestra). De hecho, en un metaanalisis publicado por
Serrano et al., los autores concluyeron que existe un aumento significativo del
riesgo de CCR en presencia de los genotipos tt y aa para Taq | y Apa |,
respectivamente, con importantes variaciones de frecuencia entre los
diferentes grupos étnicos (87). Esto fue corroborado unos afios mas tarde por
Gnagnarella et al. (88), que analizaron la relevancia de los polimorfismo de VDR

para diferentes neoplasias malignas considerando el origen étnico como un
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factor clave para la heterogeneidad, y encontrando asociaciones

significativas de estos polimorfismos con el CCR (88).

Un metaanalisis recientemente publicado por Pan et al. (89) evalu6 si los
polimorfismos de VDR estan asociados con la susceptibilidad al CCR. De entre
los anteriormente citados, los autores sugieren que Bsml podria estar
asociado con el riesgo de CCR y que Fokl podria ser un factor de riesgo de
la enfermedad. Sin embargo, no se ha podido demostrar una asociacion clara
entre los polimorfismos en VDR y el riesgo de CCR, concluyendo que son

necesarios mas estudios para confirmar estos hallazgos.

Uno de los mas recientes, publicado por Latacz et al. (73) sobre la base de un
estudio de tipo caso control realizado en Polonia que involucré a 103 pacientes
con CCR y 109 participantes sin cancer, mostré una posible asociacién de
Fok |, Bsml, Apal y Taql con la susceptibilidad al CCR; sin embargo, ninguno
de estos SNP aumentdé o disminuyd individualmente el riesgo de CCR. En el caso
del polimorfismo Bsml, el alelo b parecia conferir protecciéon frente al CCR,
aunque la regresion logistica no confirmé esos resultados. Ademas, se
identificaron dos haplotipos que aumentan significativamente el riesgo de CCR:
para tAb se observd un aumento del riesgo de casi cuatro veces, mientras que
para taB se observo que la probabilidad de malignidad en colon o recto era treinta

veces mayor.

4. Impacto de los polimorfismos genéticos en el metabolismo

de la vitamina D y la supervivencia del cancer colorrectal

Actualmente, se han descrito varios SNP que confieren una mayor
susceptibilidad al CCR y que podrian estar relacionados con la supervivencia
al influir en la progresion de la enfermedad (90,91). Sin embargo, la evidencia

cientifica de la que se dispone en relacién con los SNP que afectan al
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metabolismo de la vitamina D y su papel en la supervivencia del CCR es, mas

bien, limitada.

Ya Gong et al. (67) demostraron que ciertas variaciones alélicas de rs4809957

en CYP24A1 conferian un peor prondstico al CCR en la poblacién asiatica.

Por otra parte, un estudio llevado a cabo en poblacién internacional sugiere que
la relacién entre los niveles circulantes de vitamina D antes de confirmarse
el diagnéstico de CCR y la mortalidad entre los pacientes puede diferir segun
las diferentes isoformas de VDBP (92). A raiz los hallazgos, los pacientes con el
SNP rs4588 en la isoforma GC2 de VDBP pueden beneficiarse de un nivel
suficiente de vitamina D que, indirectamente, se asocia con un mejor
pronéstico del CCR (92), de manera similar a como se ha observado con otros
canceres (93). Ademas, ciertos SNP en VDBP pueden predecir la respuesta al

tratamiento en pacientes con CCR tratados con bevacizumab o cetuximab (94).

Asimismo, Vaughan-Shaw et al. (53) sugieren que un nivel plasmatico bajo de
vitamina D es un biomarcador prondstico que se asocia a una peor
supervivencia del CCR, particularmente en aquellos con genotipo
rs11568820 GG.

Hasta donde sabemos, este es el primer gran estudio que analiza
especificamente Jla influencia de los polimorfismos genéticos mas
frecuentes en la ruta metabdlica de la vitamina D sobre la supervivencia de
CCR, y teniendo en cuenta una serie de variables demogréficas,
histopatoldgicas y genéticas, abordando asi las limitaciones de estudios

anteriores.
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Capitulo 3: Justificacion e Hipotesis

El cancer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de mortalidad por
cancer a nivel mundial (13,1%) (1). Presenta una prevalencia del 11,9% y una
incidencia entorno al 8%, siendo el mas comun tras el cancer de pulmén, mama
y prostata (1,2). Segun las ultimas estadisticas de cancer, se espera que ocurran
mas de 153.020 nuevos casos y 52.550 muertes por CCR en los Estados Unidos
en 2023 (2).

El CCR consiste en el crecimiento descontrolado de células malignas en el colon
y el recto, con capacidad para invadir otros tejidos y crear metastasis (95). El
principal factor de riesgo para el CCR es la edad, siendo el 90% de los casos
diagnosticados en personas mayores de 50 afios. Del mismo modo, el sobrepeso
y la obesidad, el tabaquismo, el consumo excesivo de alcohol, la inactividad
fisica, asi como, el consumo de algunos alimentos, como la carne procesada,
podrian influir en el desarrollo de CCR (96). Los avances cientificos se estan
dirigiendo hacia la busqueda de nuevos biomarcadores predictores relacionados
con el riesgo y la supervivencia de CCR (97,98). Con respecto a ello, recientes
estudios han demostrado una fuerte asociacién entre los niveles sanguineos de

vitamina D y el riesgo de desarrollar CCR (99,100).

La vitamina D se sintetiza por via enddgena a partir de 7-dehidrocolesterol tras
la exposicidn solar o por ingesta directa a través de la dieta (101).
Posteriormente, se hidroxila en posicion 25 por accion de la enzima hepatica 25-
hidroxilasa (CYP2R1), convirtiéndola en calcidiol (25(OH)D), principal forma
circulante en sangre. A continuacion, la enzima 1-a-hidroxilasa (CYP27B1)
realiza una segunda hidroxilacién (en posicién 1) y convierte al 25(OH)D en 1,25-
dihidroxivitamina D [1,25(OH)2D], ya sea en el rindn, donde se libera en la
circulaciéon, o en organos diana especificos (101). La 1,25(OH)2D circulante es
degradada por CYP24A1 a acido calcitroico y otros productos hidrosolubles que

son inactivos y se excretan en la bilis u orina®. Los dos metabolitos activos de la
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vitamina D se unen a la proteina de unién a la vitamina D (VDBP o DBP),
anteriormente conocida como componente de grupo especifico (GC), lo cual
facilita su transporte (102). En los tejidos diana, la 1,25 (OH)2D interactua con el
receptor de la vitamina D (VDR), el cual se une al receptor retinoide X (RXR),
formando un complejo heterodimero que es translocado al nucleo, donde
interacciona con los elementos de respuesta al VDR (VDRE), en multiples loci
genomicos (101). Por todo ello, el VDR es clave en el desempefo de las
acciones biolégicas de la 1,25 (OH)2D. Asimismo, la vitamina D ha demostrado
tener un efecto inhibidor sobre la angiogénesis, provocar la detencion del ciclo
celular Go/G1, inducir la apoptosis, aumentar la diferenciacién celular e inhibir
varias vias de sefalizacion en la célula tumoral (103). Se estima que la vitamina
D contribuye a la expresion del 3-5% de los genes, entre los que destacan
aquellos relacionados con el cancer (por ejemplo, c-MYC, BAK, BAX, ciclina D,
EFG) (98, 103)

La implicacion de esta biomolécula en la expresion de genes tumorales podria ir
ligada a la accidn del VDR, ya que se ha visto una alta expresion del gen VDR
en intestino delgado y colon (99). De esta forma, la vitamina D estaria
involucrada en el inicio y desarrollo de la carcinogénesis en ambos 6rganos
(97,98, 101). Tanto es asi, que se han descrito polimorfismos de nucledtido unico
(SNPs) en genes implicados en el metabolismo de la vitamina D (VDR, CYP2R1,
CYP27B1, CYP24A1 y GC) que podrian afectar sustancialmente a los niveles
séricos de vitamina D o modificar su funcionalidad (104, 105). Ademas, hay
evidencia cientifica que relaciona, la presencia de SNPs en los genes que
participan en el metabolismo de la vitamina D, con la supervivencia en CCR (106,
107,108).
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Capitulo 4: Objetivos

Objetivo principal: Evaluar las variantes de tipo SNPs, en los genes implicados
en la ruta metabdlica de la vitamina D, con una frecuencia alélica superior al 1%:
GC rs7041 (A>C), CYP2R1 rs10741657 (A>G), CYP27B1 (rs10877012 (G>T),
rs4646536 (A>G), rs3782130 (G>C) y rs703842 (A>G)), VDR (Bsml rs1544410
(C>T), Taql rs731236 (A>G), Apal rs7975232 (C>A), Fokl rs2228570 (A>G), y
Cdx2 rs11568820 (C>T)) y CYP24A1 (rs6068816 (C>T) y rs4809957 (A>G)).

Objetivos secundarios

- Conocer el impacto de dichos SNPs en la supervivencia de pacientes caucdsicos
del sur de Espafia diagnosticados de CCR .

- Determinar los polimorfismos rs10877012 (CYP27B1), rs6068816 y
rs4809957 (CYP24A1), rs10741657 (CYP2R1) y rs7041 (GC) en casos y
controles.

- Determinar los polimorfismos en los genes del receptor VDR (Bsml
(rs15644410), Taql (rs731236), Apal (rs7975232), Fokl (rs2228570) y Cdx2
(rs11568820)) en casos y controles.

- Analizar la asociacion entre las variables genéticas de la ruta metabdlica
de la vitamina D y el desarrollo de CCR.

- Analizar la asociacion entre las variables genéticas de la ruta metabdlica

de la vitamina D y la supervivencia de CCR.
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Capitulo 5: Metodologia

5.1 Diseno del estudio

Se realizé un estudio observacional de cohortes retrospectivo.

5.2 Declaracion ética

El estudio se llevo a cabo bajo la aprobacién del Comité de Etica e Investigacion
del Sistema Andaluz de Salud (SAS) de acuerdo con la Declaracion de Helsinki
(codigo: 1322-N-20) (anexo 1). Los sujetos participantes en el estudio firmaron
un Consentimiento Informado para la recogida y analisis genético de las
muestras de saliva, y su donacion al Biobanco del Sistema Sanitario Publico de
Andalucia (anexo 2). La identificacion de las muestras se realiz6 con una

codificacion alfanumeérica.

5.3 Poblacion de estudio

El estudio se llevd a cabo en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves
(HUVN) de Granada, Espana. Se reclutaron 127 pacientes caucasicos,
originarios del sur de Espanfa, diagnosticados de cancer de colon en el Servicio
de Oncologia del HUVN entre 2009 y 2022 y en seguimiento hasta febrero de
2022. Los criterios de inclusién de los sujetos del estudio fueron ser mayor de 18
afos, diagnosticados de cancer colorrectal (estadios I-IV), con adecuada funcion
organica, con enfermedad valorable mediante tomografia computerizada, sin
tratamiento previo y con datos clinicos disponibles. Los pacientes fueron tratados
de acuerdo con la National Comprehensive Cancer Network (NCCN) guidelines
(118).
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5.4 Variables clinicas y sociodemograficas

Los datos sociodemograficos y clinicos fueron recogidos mediante la revision de
historias clinicas. Las variables sociodemograficas recogidas fueron: sexo,
antecedentes familiares de cancer y CCR, habito tabaquico, habito endlico,
indice de masa corporal (IMC), tipo de CCR, edad de diagndstico de cancer,
score ECOG, tamafo tumoral, histopatologia, afectacién ganglionar, grado
histologico, metastasis, estadio, estadio TNM, tumor primario resecado y
quimioterapia adyuvante. Los pacientes se clasificaron como fumadores si
habian fumado o fumaban 100 o mas cigarrillos a lo largo de su vida, ex
fumadores si habian fumado 100 o mas cigarrillos en su vida, pero no fumaban
en la actualidad; y, no fumadores si nunca habian fumado o habian fumado
menos de 100 cigarrillos en su vida. Los individuos se clasificaron por unidades
de bebida estandar (UBE) como no bebedores si eran abstemios o no consumian
alcohol de forma regular; como bebedores, si el consumo de alcohol fue mayor
de 4 UBE por dia en hombres, y mayor de 2.5 UBE por dia en mujeres, y, como
ex bebedores, si actualmente no bebian alcohol, pero el consumo de alcohol fue
mayor a 4 UBE por dia en hombres y mas de 2.5 UBE por dia en mujeres (119).
La informacion acerca de la histologia y el estadio del tumor (tamano tumoral,
afectacion ganglionar, metastasis), si ha habido reseccién del tumor primario y
el tratamiento quimioterapico adyuvante, también fueron recogidos. La guia
sobre los Criterios del sistema de estadificacion AJCC se utilizdé para la

clasificacion tumoral (120).

5.5 Variables Genéticas

5.5.1 Aislamiento ADN

Tras la inclusién y la firma del consentimiento informado por parte del paciente,
se recogieron muestras de saliva en hisopos bucales (Kit OCR-100). ElI ADN fue
extraido usando el kit de extraccion QlAamp DNA Mini (Qiagen GmbH, Hilden,
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Alemania), siguiendo las especificaciones proporcionadas por el fabricante para

la purificacion de ADN a partir de saliva, y almacenado a -40°C. La concentracion

y la pureza del ADN se midieron con el espectrofotometro de UV NanoDrop 2000

mediante la relacion de absorbancia a 280/260 y 280/230.

5.5.2 Deteccion de los polimorfismos genéticos

Los polimorfismos fueron analizados mediante reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real (Real-time PCR) usando sondas TagMan® (ABI

Applied Biosystems, 7300 Real-Time PCR System).

Los polimorfismos

analizados y sus assay ID utilizados se muestran en la Tabla 6. Las variables

genéticas se determinaron a través del software QuantStudio 12 K Flex (96

pocillos) en la Unidad de Farmacogenética del HUVN. Los criterios para el control

de calidad del genotipado fueron: error rate < 0,05; la frecuencia del alelo menor

< 0,01; el p-valor en el equilibrio de Hardy-Weinberg > 0,05; error rate entre los

casos Y los controles < 0,05.

Tabla 6. Polimorfismos analizados y TagMan ID utilizados.

Gene Ubicacion Alelos dbSNP ID Assay ID

Intron 8 G>A rs1544410 (Bsml) C__ 8716062_20
VDR Intron 1 G>A rs11568820 (Cdx2) C__2880808_10

Exon 2 C>T rs2228570 (Fokl) C__ 12060045 20
(12913.11)

Intron 8 C>A rs7975232 (Apal) C__28977635_10

Exon 9 T>C rs731236 (Taql) C__2404008_10

Intron 6 T>C rs4646536 C__25623453_10
CYP27B1 Promotor 5’ G>C rs3782130 ANGZRHH *
(12914.1) 5'UTR A>G rs10877012 C__26237740_10

3'"UTR A>G rs703842 AN9HX2K*
CYP24A1 Exon 6 G>A rs6068816 C__25620091_20
(20913.2) 3'UTR G>C rs4809957 C__ 3120981_20
CYP2R1

5'UTR A>G rs10741657 C__ 2958430_10
(11p15.2)
GC

Exon 11 T>G rs7041 C__ 3133594_30
(4913.3)
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* Los polimorfismos fueron analizados utilizando assays customizadas por ThermoFisher Scientific
(Waltham, MA, USA).

5.6 Variables de supervivencia

Supervivencia Libre de Progresion (SLP) y Supervivencia Global (SG) fueron las

variables utilizadas para el analisis de la supervivencia de los pacientes.

La SG fue definida como el tiempo transcurrido desde el diagndstico del cancer
hasta el éxitus o el tiempo final de seguimiento. La SLP se calculé como el tiempo
desde el inicio de la terapia hasta el tiempo final de seguimiento, el éxitus o la
progresion. Los datos sobre mortalidad fueron recogidos a partir de las historias

clinicas.

5.7 Analisis Estadistico

El analisis descriptivo se realiz6 con el software R 4.2.2 (121). Las variables
cuantitativas se expresaron como la media (+ desviacion estandar) para aquellas
que cumplian la normalidad, y como la mediana y los percentiles (25 y 75) para
las variables que no seguian una distribucion normal. La normalidad se

comprob¢ a través del Test de Shapiro-Wilks.

Para el analisis de asociacion entre la supervivencia y las variables
sociodemograficas, clinicas y genéticas se utilizdé el método de Kaplan-Meier y
el test log-rank. El modelo de regresion de Cox se utilizo para la realizacion del
analisis multivariante (método de eliminacion hacia atras) y la obtencion del
hazard ratio ajustado (HR) y el intervalo de confianza al 95% (ICgs%) para los
posibles factores prondstico de supervivencia. Todas las pruebas fueron de dos
colas, siendo la probabilidad de 0.05 o menor considerada como

estadisticamente significativa.
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Se determiné el equilibrio de Hardy-Weinberg y las frecuencias de alelo menor
(MAF), y se calculé Lewontin’s D prime (D’) y el coeficiente de desequilibrio de
ligamiento (R?). El desequilibrio de ligamiento (LD) para cada polimorfismo se
calcul6 a través del programa de analisis de asociacion del genoma PLINK y
Haploview 4.2 (122, 123).
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Capitulo 6: Resultados

6.1 Caracteristicas de los pacientes

En el estudio se incluyeron 127 pacientes del sur de Espafa diagnosticados de
cancer colorrectal. Las caracteristicas sociodemograficas, clinicas vy
fisiopatoldgicas de los pacientes se muestran en la Tabla 7. Del total de
pacientes, el 66.93% fueron hombres (85/127); la media de edad de diagndstico
de CCR fue de 62.52 £ 10.55 afios, siendo el 44.09% no fumadores (56/127) y
presentando un IMC superior a 24 el 78.74% de ellos (100/127). El 70.08% de
los pacientes, fueron diagnosticados de cancer de colon (89/127), mostrando un
estadio I, Il, IlIA el 55.91% de ellos (71/127) y presentando cirugia como primera
linea de tratamiento en el 93.70% de los casos (119/127). Durante el
seguimiento, se registraron 46 fallecimientos. Para el total de los pacientes, la
mediana de la OS y de la SLP fueron de 34.97 (16.73 - 94.45) y 23.70 (12.83 -

89.57) meses, respectivamente.

Tabla 7. Caracteristicas clinico-patolégicas y demogréficas de 127 pacientes con CCR.
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VARIABLES N % Mean +/- sd
Sexo

Mujer 42 33.07 -
Hombre 85 66.93 -
Antecedentes de cancer

Si 64 50.39 -
No 63 49.61 -
Antecedentes de CCR

Si 27 21.26 -
No 100 78.74 -
Habito tabaquico

Fumador 27 21.26 -
Ex fumador 44 34.65 -
No fumador 56 44.09 -
Habito endlico

Bebedor 24 18.90 -
Ex bebedor 7 5.51 -
No bebedor 96 75.59 -
IMC

<24 27 21.26 -
>24 100 78.74 -
Tipo CCR

Colon 89 70.08 -
Recto 38 29.92 -
Edad DX CCR 127 62.52+10.55
Score ECOG

0-1 116 91.34 -
24 11 8.66 -
Histopatologia

ADC 107 84.25 -
ADC mucoso 20 15.75 -
Tamafio tumoral 127 4.40 (3.00-5.50)
Afectacion ganglionar

Si 92 72.44 -
No 35 27.56 -
Numero ganglios afectados

Ninguno 35 27.56 -
1-3 61 48.03 -
>4 31 24.41 -
Grado histolégico 127 - 2(2-2)
Metastasis

Si 36 28.35 -
No 91 71.65 -
Estadio

1,10, A 71 55.91 -
B, Iv, IVB 56 44.09 -
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Estadio TNM

i 11 8.66

mnv 116 91.34 -

Tumor primario resecado

Si 119 93.7 -

No 8 6.3

Quimioterapia adyuvante

Fluoropirimidinas 34 28.57

Fluoropirimidinas + Oxaliplatino 69 57.98

Fluoropirimidinas + biolégico 13 10.92

Ninguna 3 2.52

Supervivencia

SLP 127 - 23.70 (12.83-89.57)
SG 127 - 34.97 (16.73-94.45)

Qualitative variables are shown as number (percentage, %). Quantitative variables with a normal distribution are shown

as mean * standard deviation. Quantitative variables with a non-normal distribution are shown as pso (p2s - prs)-

6.2 Influencia de las caracteristicas clinico-patolégicas en la

supervivencia

6.2.1 Supervivencia Global

La mediana de la SG fue mayor en pacientes con antecedentes familiares de
CCR (Piog-rank = 0.020, 134.5 vs. 62.1 meses; Tabla 6; Figura 10), con menor edad
de diagnostico del CCR (Piog-rank < 0.001) y score ECOG de 0-1 (Piog-rank < 0.001,
114.9 vs. 36.3 meses; Tabla 6; Figura 10), sin metastasis (Piog-rank = 0.001, 134.5
vs. 56.2 meses; Tabla 6; Figura 13), con estadio I, Il, [lIA (Piog-rank = 0.001, 134.5
vs. 52.1 meses ; Tabla 6; Figura 14), menor numero de ganglios afectados (Piog-
rank<0.001, 108.5 meses para 1-3 vs. 30.6 meses para >4; Tabla S1; Figura S5)
y con quimioterapia adyuvante de fluoropirimidinas y oxaliplatino (Piog-rank = 0.002,
134.5 vs. 52.1 meses para fluoropirimidinas + biologico, 41.9 meses para
fluoropirimidinas y 30.2 meses sin quimioterapia adyuvante; Tabla S17; Figura
16).

6.2.2 Supervivencia libre de progresion
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Se encontré mayor valor de SLP en pacientes con menor edad de diagndstico
de CCR (Piog-rank = 0.001; Tabla S2), score ECOG 0-1 (Piog-rank< 0.001, 105.8 vs.
18.6 meses; Tabla S2; Figura 17), sin afectacion ganglionar (Piog-rank = 0.020, NR
vs. 41 meses; Tabla S2; Figura 18), con ausencia de metastasis (Plog-rank< 0.001,
125.9 vs. 19.8 meses; Tabla S2; Figura 19), en estadios |, Il, llIA (Piog-rank< 0.001,
125 vs. 35 meses; Tabla 8; Figura 20), menor numero de ganglios afectados
(Plog-rank<0.001, 63.3 meses para 1-3 vs. 18.6 meses para >4; Tabla S2; Figura
21), con tumor primario resecado mediante cirugia (Piog-rank = 0.008, 105.2 vs.
14.1 meses; Tabla 7; Figura 22) y con quimioterapia adyuvante de
fluoropirimidinas y oxaliplatino (Piog-rank<0.001, 35.36 vs. 7.53 meses para
fluoropirimidinas, 5.62 meses para fluoropirimidinas + biolégico y 0.49 meses sin
quimioterapia adyuvante; Tabla 9; Figura 23). Ademas, se encontrd una
tendencia a la asociacion entre una mayor mediana de SLP y tener antecedentes
de CCR (Piog-rank = 0.080, 125.9 vs. 55.1 meses para los sujetos sin antecedentes
de CCR; Tabla S2; Figura S14), asi como, con un menor valor de grado
histologico (Piog-rank = 0.060; Tabla S2).

6.3 Distribucion del Genotipo

Todos los polimorfismos presentan frecuencias de alelo menor superiores al 1%
y ninguno de ellos se ha excluido del analisis Tabla S3. Los valores de las
frecuencias esperadas de los genotipos, asi como, los valores del modelo de
equilibrio de Hardy Weinberg para la SG y la SLP, se muestran en las Tabla S4
y Tabla S5, respectivamente. Los SNPs que no cumplieron el equilibrio de Hardy
Weinberg para la SG y SLP fueron GC rs7041 (SG: p = 0.039; SLP: p = 0.007),
VDR rs1544410 (SG: p = 0.006; SLP: p = 0.007), VDR rs2228570 (SLP: p =
0.034), VDR rs7975232 (SG: p = 0.047; SLP: p = 0.047), VDR rs731236 (SG: p
=0.016; SLP: p =0.017) y CYP24A1 rs6068816 (p = 0.003; SLP: p = 0.003). No
se encontraron diferencias significativas entre las MAF descritas para la
poblacién ibérica y las frecuencias obtenidas en nuestra poblacidén de los SNPs
estudiados (GC rs7041-A: 0.492 vs. 0.435 (p = 0.965), VDR rs1544410-T: 0.445
vs. 0.439 (p = 0.993), VDR rs2228570-A: 0.343 vs. 0.327 (p = 0.981), VDR
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rs7975232-C: 0.421 vs. 0.430 (p = 0.989), VDR rs731236-G: 0.402 vs. 0.430 (p
= 0.968), CYP24A1 rs6068816-T: 0.189 vs. 0.107 (p = 0.870)). Los valores de
desequilibrio de ligamiento (D’) y R? se muestran en la Tabla 9. En concreto, los
SNPs VDR rs1544410/rs7975232, VDR rs1544410/rs731236, VDR
rs7975232/rs731236, CYP27B1 rs3782130/rs4646536, CYP27B1
rs3782130/rs703842, CYP27B1 rs3782130/rs10877012, CYP27B1
rs4646536/rs703842, CYP27B1 rs4646536/rs10877012, CYP27B1
rs703842/rs10877012 se encuentran en fuerte desequilibrio de ligamiento
(Figura 9).

Figura 9. Desequilibrio de ligamiento.
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6.4 Influencia de los polimorfismos genéticos en la supervivencia

6.4.1 Supervivencia Global
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El analisis bivariante mostré asociacion entre la SG y el polimorfismo VDR
rs7975232 (Apal). En concreto, los pacientes portadores del genotipo VDR
rs7975232 (Apal)-AA presentaron una menor supervivencia cuando se
compararon con los portadores del alelo VDR rs7975232 (Apal)-C (p = 0.037;
HR = 1.187; 1C95% = 1.039-3.377; Tabla S7). Las curvas de Kaplan Meier para
SG del genotipo VDR rs7975232 (Apal)-AA vs. C se muestran en la Figura 10
(Plog-rank = 0.030). La mediana de la SG fue de 134.5 meses (ICo5% = 69.3-NR)
para el alelo VDR rs7975232 (Apal)-C frente a los 48.9 meses (ICg95% = 39.6-NR)
de los pacientes portadores del genotipo VDR rs7975232 (Apal)-C. Del mismo
modo, se encontré una tendencia a la asociacion entre la SG y los genotipos
VDR rs7975232 (Apal)-AA vs. CC/AC (p = 0.062; HR = 2.181; ICg5% = 0.962-
4.944; Tabla 8). El grafico de Kaplan Meier con las curvas de SG de los genotipos
VDR rs7975232 (Apal)-AA vs. CC/AC se muestran en la Figura 11 (Plog-rank =
0.090). La mediana de la SG fue de 114.9 meses (ICo5% = 61.3-NR) para el
genotipo VDR rs7975232 (Apal)-AC frente a los 48.9 meses (ICo5% = 39.6-NR)
de los pacientes portadores del genotipo VDR rs7975232 (Apal)-AA. En esta
misma linea, se encontrd tendencia a la asociacion entre el SNP VDR rs731236
(Tagl) y la SG. Los pacientes con genotipo VDR rs731236 (Taql)-GG
presentaron menor supervivencia frente a los portadores del genotipo VDR
rs731236 (Taql)-AG (p = 0.034; HR = 2.409; ICgs% = 0.818 - 3.271; Tabla 8). El
grafico de Kaplan Meier de las curvas de SG del genotipo VDR rs731236 (Taql)-
GG vs. AG/AA se muestran en la Figura 12 (Piog-rank = 0.090). La mediana de la
SG fue de 134.5 meses (ICo5% = 62.3 - NR) para el genotipo VDR rs731236
(Taql)-AG frente a los 41.9 meses (ICo5% = 36.3 - NR) y los 75.9 meses (ICos5% =
58.5 - NR) para los pacientes portadores de VDR rs731236 (Taqgl)-GG y AA,
respectivamente. Asimismo, esta misma tendencia a la asociacién se encontro
cuando se comparo el alelo VDR rs731236 (Taql)-A frente al genotipo VDR
rs731236 (Taql)-GG (GG vs. A: p = 0.087; HR = 1.825; 1Cg5% = 0.915 — 3.637;
Tabla 8). El grafico de Kaplan Meier de las curvas de SG del genotipo VDR
rs731236 (Taql)-GG vs. A se muestran en la Figura 13 (Piog-rank = 0.080). La
mediana de la OS fue de 134.5 meses (IC95% = 62.3 - NR) para el alelo VDR
rs731236 (Taql)-A frente a los 41.9 meses (IC95% = 36.3 - NR) para los
pacientes portadores de VDR rs731236 (Taql)-GG. Por otro lado, se encontré
tendencia a la asociacion entre el SNP CYP24A1rs6068816 y el riesgo de menor
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SG. En concreto, los pacientes con genotipo CYP24A1 rs6068816-TT mostraron
menor supervivencia frente a los portadores del alelo CYP24A1 rs6068816-C (p
=0.067; HR = 2.244; ICo5% = 0.946-5.327; Tabla 8). En la Figura 14 se muestran
las curvas de Kaplan Meier para SG de esta tendencia a la asociacion (Piog-rank =
0.060). La mediana de SG fue de 108.5 meses (ICg5% = 62.3 - NR) para el alelo
CYP24A1 rs6068816-C frente a los 61.3 meses (ICgs% = 23.7 - NR) del genotipo
CYP24A1rs6068816-TT. Por ultimo, el SNP GC rs7041 presentd un impacto en
la SG en nuestros pacientes. Asi, los individuos que presentaron el alelo GC
rs7041-C mostraron menor SG, que los portadores del genotipo GC rs7041-AA
(p = 0.020; HR = 2.914; I1Cos5% = 1.149 - 7.393; Tabla 8). Las curvas de Kaplan
Meier para SG se muestran en la Figura 15 (Piog-rank = 0.020). La mediana de la
SG fue de 65.5 meses (ICo5% = 53.5 - NR) para los sujetos con alelo GC rs7041-
C, frente a los 69.3 meses (ICo5% = 56.2 - NR) de aquellos portadores del alelo
GC rs7041-A. Asimismo, cuando se estudié la asociacion entre la SG y los
genotipos GC rs7041-AC vs. AA/CC, se encontré que los individuos portadores
del genotipo GC rs7041-AC presentaban menor supervivencia (p = 0.009; HR =
3.514; ICo5% = 1.359 — 9.088; Tabla 8) frente a los portadores de los genotipos
GC rs7041-CC y AA. Las curvas de Kaplan Meier para SG se muestran en la
Figura 16 (Piog-rank = 0.010). La mediana de la OS fue de 61.3 meses (ICo5% =41.9
- NR) para los sujetos con genotipo GC rs7041-AC, frente a los 114.5 meses
(ICo5% = 65.0 - NR) de aquellos portadores del genotipo GC rs7041-CC. El
analisis de regresion de Cox ajustado por metastasis y edad de diagnostico
mostré que los SNPs VDR rs7975232 (Apal) (p = 0.028; HR = 1.968; ICo5% =
1.076 - 3.596), CYP24A1 rs6068816 (p = 0.001; HR = 4.511; [Cos% = 1.782 -
11.421) y GC rs7041 (p = 0.031; HR = 2.831; I1Co5% = 1.097 - 7.306) fueron las
variables independientes asociadas con la OS en pacientes diagnosticados de
CCR (Piog-rank< 0.001) (Tabla 8).

Tabla 8. Influencia de los polimorfismos y las caracteristicas clinicas en la supervivencia global de 127

pacientes con CCR.

Supervivencia global
Variables independientes HR (Clgse) p-valor
Metastasis (si) 2.791 (1.522-5.117) 0.001
Edad DX CCR 1.075 (1.040-1.112) <0.001
CYP24A1rs6068816 (TT vs. C) 4.511 (1.782-11.421) 0.001
GC rs7041 (C vs. AA) 2.831 (1.097-7.306) 0.031
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VDR rs7975232 (Apal) (AA vs. C)

1.968 (1.076-3.596)

0.028

p-valor (logrank) = <0.001

Figura 10. Grafica de Kaplan—-Meier de las
curvas de supervivencia global con el alelo VDR
rs7975232 (Apal)-C en 127 pacientes CCR.
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Figura 12. Gréafica de Kaplan—Meier de las
curvas de supervivencia global con el genotipo
VDR rs731236 (Taql)-GG en 127 pacientes
CCR.
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Figura 14. Grafica de Kaplan—-Meier de las

curvas de supervivencia global con el alelo

Figura 11. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas de
supervivencia global con el genotipo VDR rs7975232
(Apal)-AA en 127 pacientes CCR.
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Figura 13. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas de

supervivencia global con el alelo VDR rs731236

(Taql)-A en 127 pacientes CCR.
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Figura 15. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas de

supervivencia global con el alelo GC rs7041-C en
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CYP24A1 rs6068816-C en 127 pacientes CCR. 127 pacientes CCR.
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Figura 16. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas de supervivencia global con el genotipo GC rs7041-
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AC en 127 pacientes CCR.

6.4.2 Supervivencia libre de progresion

Tres de los cinco SNP analizados del gen VDR mostraron asociacién con la SLP
después de la realizacidén del andlisis bivariante. En primer lugar, los pacientes
portadores de los genotipos VDR rs2228570 (Fokl)-GG y AA mostraron mayor
riesgo de progresion frente a los portadores del genotipo VDR rs2228570 (Fokl)-
AG (GG: p =0.085, HR = 1.650, IC95% = 0.934 - 2.916; AA: p = 0.025, HR = 2.542;
ICos% = 1.126 - 5.742; Tabla 9). En la Figura 17 se muestra el grafico de Kaplan
Meier con las curvas de SLP (Piog-rank = 0.050). La mediana de la supervivencia

fue de 125.4 meses (ICos% = 47.4 - NR) para los pacientes portadores del
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genotipo VDR rs2228570 (Fokl)-AG, frente a los 55.1 meses (ICo5% = 23.7 - NR)
y 19.8 meses (ICo5% = 6.23 - NR) de los pacientes portadores de los genotipos
VDR rs2228570 (Fokl)-GG y AA, respectivamente. Del mismo modo, se encontrd
tendencia a la asociacion entre el genotipo VDR rs2228570 (Fokl)-AA y mayor
riesgo de progresion, cuando se comparo con el alelo VDR rs2228570 (Fokl)-G
(p = 0.072; HR = 1.994; 1C95% = 0.939 - 4.232; Tabla 9). Las curvas de Kaplan
Meier para la SLP del alelo VDR rs2228570 (Fokl)-AA vs. G se muestran en la
Figura 18 (Piog-rank = 0.070). La mediana de SLP para los pacientes portadores
del alelo VDR rs2228570 (Fokl)-G fue de 75.0 meses (ICo5% = 43.8 - NR), frente
a los 19.8 meses (ICos5% = 6.23 - NR) de los pacientes portadores del genotipo
VDR rs2228570 (Fokl)-AA. En segundo lugar, el polimorfismo VDR rs7975232
(Apal) también se encontro asociado con la SLP. El genotipo VDR rs7975232
(Apal)-AA presentd mayor riesgo de progresion, frente al alelo VDR rs7975232
(Apal)-C (p = 0.042; HR = 1.172; I1Co5% = 1.019 - 2.945; Tabla S8). La Figura 19
muestra las curvas de Kaplan Meier para la SLP de esta asociacion (Piog-rank =
0.040). Los pacientes portadores del genotipo VDR rs7975232 (Apal)-AA
presentaron una mediana de SLP de 43.8 meses (ICo5% = 34.5 - NR), frente a los
125.9 meses (ICo5% = 55.1 - NR) de los sujetos portadores del alelo VDR
rs7975232 (Apal)-C. Por ultimo, se encontrd tendencia a la asociacidon entre el
genotipo VDR rs731236 (Taql)-GG y mayor riesgo de progresion en nuestros
pacientes, frente al alelo VDR rs731236 (Taql)-A (p = 0.094; HR = 1.670; 1Cg5%
=0.916 - 3.046; Tabla S8). Las curvas de Kaplan Meier para la SLP de este SNP
se muestran en la Figura 20 (Piog-rank = 0.090). La mediana de la SLP para los
sujetos portadores del genotipo VDR rs731236 (Taql)-GG fue de 41.0 meses
(IC95% = 18.6 - NR), frente a los 105.0 meses (ICo5% = 51.1 - NR) de los potadores
del alelo VDR rs731236 (Taql)-A. Ademas, el genotipo CYP24A1 rs6068816-TT
presenté mayor riesgo de progresion cuando se comparo con el alelo CYP24A1
rs6068816-C (p = 0.006; HR = 3.030; ICo5% = 1.361 - 6.743; Tabla S8). Las curvas
de Kaplan Meier para la SLP de esta asociacion se muestran en la Figura 21
(Piog-rank = 0.004). La mediana de la SLP para los sujetos con el alelo CYP24A1
rs6068816-C fue de 75 meses (ICo5% = 47.4 - NR), frente a los 14.2 meses (ICo5%
= 3.1 - NR) de los pacientes portadores del genotipo CYP24A1 rs6068816-TT.
Asimismo, cuando se compararon los genotipos CYP24A1 rs6068816-TT vs.
CC/CT se encontré que los pacientes portadores del genotipo CYP24A1
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rs6068816-TT presentaban mayor riesgo de progresiéon (p = 0.010; HR = 3.585;
ICos5% = 1.355 — 6.743; Tabla S8) que los portadores de los genotipos CYP24A1
rs6068816-CC y CT. Las curvas de Kaplan Meier para la SLP de esta asociacion
se muestran en la Figura 22 (Piog-rank = 0.010). La mediana de la SLP para los
sujetos con el genotipo CYP24A1rs6068816-CC fue de 63.3 meses (ICos5% = 43.8
- NR), frente a los 14.2 meses (IC95% = 3.1 - NR) de los pacientes portadores del
genotipo CYP24A1 rs6068816-TT. Del mismo modo, los individuos portadores
de los genotipos GC rs7041-AC y AA presentaron mayor riesgo de progresion
cuando se compararon con los portadores del genotipo GC rs7041-CC (AA: p =
0.777, HR = 1.149, ICos% = 0.440 - 2.997; AC: p = 0.007, HR = 2.742; 1Cos5% =
1.321 - 5.691; Tabla S8). Las curvas de Kaplan Meier para la SLP de este SNP
se muestran en la Figura 23 (Piog-rank = 0.004). La mediana de SLP para los
pacientes con el genotipo GC rs7041-CC fue de 125.9 meses (ICo5% = 105.8 -
NR) frente a los 55.1 meses (IC95% = 37.0 - NR) y 38.1 meses (ICgo5% = 18.5 -
73.3) de los portadores de los genotipos GC rs7041-AA y AC, respectivamente.
Asimismo, cuando se analiz6 el alelo GC rs7041-A frente al genotipo GC rs7041-
CC, se encontré mayor riesgo de progresion en los sujetos portadores del alelo
GCrs7041-A (p =0.029; HR = 2.226; ICo5% = 1.083 - 4.574; Tabla S8). Las curvas
de Kaplan Meier para la SLP de esta asociacién se muestran en la Figura 24
(Plog-rank = 0.030). La mediana de la SLP para los pacientes portadores del
genotipo GC rs7041-CC fue de 125.9 meses (ICo5% = 105.8 - NR) frente a los
55.1 meses (ICg5% = 37.0 - NR) de los portadores del alelo GC rs7041-A. El
analisis de regresion de Cox de la SLP ajustado por metastasis, edad de
diagnodstico y grado mostro que los SNP VDR rs7975232 (Apal) (p = 0.019; HR
= 1.960; ICo5% = 1.113 - 3.369), CYP24A1 rs6068816 (p = 0.003; HR = 3.627;
ICo5% = 1.537 - 8.557) y GC rs7041 (p = 0.048; HR = 2.128; ICo5% = 1.004 - 4.509)
se encontraban asociados con la SLP en nuestros pacientes (Piog-rank< 0.001)
(Tabla 9).

Tabla 9. Influencia de los polimorfismos y las caracteristicas clinicas en la supervivencia libre de progresion

de 127 pacientes con CCR.

Supervivencia libre de progresion

Variables independientes HR (Clos%) p-valor
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Metastasis (si)

3.910 (2.264- 6.753)

<0.001

Edad DX CCR

1.066 (1.035- 1.099)

<0.001

Grado histolégico

1.960 (1.011- 3.800)

0.046

CYP24A1rs6068816 (TT vs. C)

3.627 (1.537-8.557)

0.003

GC rs7041 (AC vs. AA/CC)

2.128 (1.004- 4.509)

0.048

VDR rs7975232 (Apal) (AA vs. C)

1.960 (1.113-3.369)

0.019

p-valor (logrank) = <0.001

Figura 17. Gréfica de Kaplan—Meier de las curvas

de supervivencia

libre de progresion con el

Figura 18. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas

de supervivencia libre de progresion con el alelo

genotipo VDR rs2228570 (Fokl)-AG en 127 VDR rs2228570 (Fokl)-G en 127 pacientes CCR.
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Figura 19. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas
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Figura 20. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas
de supervivencia libre de progresion con el
genotipo VDR rs731236 (Taql)-GG en 127

pacientes CCR.
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Figura 21. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas
de supervivencia libre de progresion con el
CYP24A1 rs6068816-TT en 127
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Figura 23. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas
de supervivencia libre de progresion con el

genotipo GC rs7041-CC en 127 pacientes CCR.
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Figura 22. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas
de supervivencia libre de progresion con el
CYP24A1 rs6068816-TT en 127

pacientes CCR.
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Figura 24. Grafica de Kaplan—Meier de las curvas
de supervivencia libre de progresion con el alelo
GC rs7041-A en 127 pacientes CCR.
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Capitulo 7: Discusion

Diferentes estudios han puesto de relevancia la posible asociacion de los
polimorfismos implicados en la ruta metabdlica de la vitamina D y la
supervivencia de los procesos oncoldgicos de multiples origenes(24, 124-26).
Del mismo modo, estos SNPs podrian estar relacionados con la supervivencia
en CCR, al influir en el mecanismo de progresion de la enfermedad (125, 126).
Sin embargo, la evidencia cientifica actual sobre la relacion entre los SNPs
implicados en el metabolismo de la vitamina D y su papel en la supervivencia del
CCR es limitada. Una de las moléculas implicadas es el VDR, que participa en
procesos de interaccion celular y regulacion génica (127). Ademas, se encarga
del reclutamiento de co-activadores y regulacion negativa de co-represores para
favorecer la acetilacién de las histonas del nucleosoma y desenrollar el ADN,
para dar lugar al proceso de transcripcion (127-9). En la actualidad, se han
identificado varios SNPs en el gen VDR que podrian estar relacionados con el
CCR (83). De estos, tres de ellos se localizan en la regién polimérfica 37,
rs1544410 (Bsml) (C>T) y rs7975232 (Apal) (C>A), en el intron 8; y, rs731236
(Taqgl) (A>G) en el exén 9 (83). Otro de los SNPs es el VDR rs2228570 (Fokl)
(A>G), ubicado en el exon 2, da lugar a una repeticion de mononucleétidos que
varia en longitud de 13 a 24 adenosinas (Poly A) (83). Asimismo, el SNP VDR
rs11568820 (Cdx2) (C>T) esta ubicado en la region promotora del gen, y podria
influir en el factor de transcripcion CDX (83). Nuestro estudio incluyd 123
pacientes caucasicos (Espafia) diagnosticados de CCR, en los que se encontro
una asociacion significativa entre la SG y la SLP y el SNP VDR rs7975232 (Apal)
tras el analisis multivariante. Concretamente, los pacientes portadores del
genotipo alterado VDR rs7975232 (Apal)-AA presentaron una menor OS y SLP
cuando se compararon con los portadores del alelo rs7975232 (Apal)-C. En
concordancia con nuestros resultados, encontramos un meta-analisis realizado
en 1588 pacientes de diferentes etnias (USA, Taiwan y China) diagnosticados
de cancer, en el que se asoci6 a los pacientes portadores del genotipo VDR
rs7975232 (Apal)-AA con una menor supervivencia global (p = 0.0001, HR =
1.77,1C95% = 0.79 — 2.75; 1>= 0.95; AA vs. CC), asi como, con un aumento del
riesgo de progresion de la enfermedad (p < 0.05; HR = 1.29, 1C95% = 1.02-1.56;
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I>=0; AA vs. CC) (116). Para el SNP VDR rs731236 (Taql) (A>G), nuestros
resultados arrojaron una tendencia a la asociacion con la OS y la SLP, de manera
que, aquellos portadores del genotipo VDR rs731236 (Taql)-GG presentaron
menor OS y SLP frente a los portadores del alelo wild type VDR rs731236 (Taql)-
A. Otro estudio realizado en 1759 pacientes caucasicas (Alemania)
diagnosticadas de cancer de mama, mostré que el genotipo homocigoto alterado
VDR rs731236 (Taql)-GG presentaba tres veces mas riesgo de muerte por la
patologia que las portadoras del genotipo VDR rs731236 (Taql)-AA en la cohorte
estudiada (ptrena = 0.0228; HR = 2.8; IC95% = 1.1-7.2; GG vs. AA) (130). En
contraposicién con nuestros resultados, una investigacion realizada en 893
pacientes caucasicos (Italia) diagnosticados de CCR metastasico en tratamiento
con distintos esquemas de quimioterapia (FOLFIRI + Cetuximab (n = 278)/
bevacizumab (n = 522) / Irinotecan + cetuximab (n = 93)) mostrd que, para el
brazo de FOLFIRI + Bevacizumab, la OS fue menor en los pacientes portadores
de los genotipos VDR rs731236 (Taql)-AA/AG frente a los portadores del
genotipo VDR rs731236 (Taql)-GG (23.7 vs. 28.8 meses. p-valor = 0.046; HR =
0.62; 95%CI = 0.39 - 0.99; GG vs. AA/AG) (94). Sin embargo, no se encontrd
asociacion entre este SNP y la supervivencia global en los esquemas
quimioterapicos estudiados (94). Otro de los SNP en VDR investigados en
nuestro estudio ha sido el VDR rs2228570 (Fokl). En concreto, el genotipo wild
type VDR rs2228570 (Fokl)-AA se encontré asociado a una menor SLP cuando
se compar6 con los genotipos VDR rs2228570 (Fokl)-GG y AG. Un estudio
realizado por Fedirko V et al. en 1095 pacientes caucasicos (Europa)
diagnosticados de CCR no encontré asociacidon significativa entre este
polimorfismo y la supervivencia de cancer en los pacientes analizados (p-valor =
0.27; HR = 0.81; 1C95% = 0.60-1.10) (131). Otra investigaciéon realizada en
pacientes caucasicos (294 casos) (USA) diagnosticados de NSCLC (cancer de
pulmdn no microcitico por sus siglas en inglés) avanzado mostré que aquellos
portadores de los genotipos VDR rs2228570 (Fokl)-AA y AG presentaron mayor
riesgo de muerte (p = 0.04; HR = 1.32; 95% Cl = 0.98-1.77; AG vs. GG, and p =
0.04; HR = 1.41; 95% CIl = 0.96-2.07; AA vs. GG) (132). En cuanto al SNP VDR
rs11568820 (Cdx2) se han encontrado resultados contradictorios. Un ensayo
clinico realizado en 155 pacientes asiaticos (Japon) diagnosticados de NSCLC

encontrd asociacion entre este polimorfismo y la supervivencia de los pacientes
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incluidos en el estudio (133). En concreto, los individuos portadores de los
genotipos VDR rs11568820 (Cdx2)-TT/CT presentaron una mayor SG a los 5
afios cuando se compararon con los portadores del genotipo VDR rs11568820
(Cdx2)-CC (p = 0,04; HR = 0,41; IC 95 % = 0,18-0,97; TT/CT vs. CC) (132). En
contraposicién con estos resultados, otra investigacion realizada en 194
pacientes caucasicos (Espafa) diagnosticados de NSCLC asoci6é el genotipo
VDR rs11568820 (Cdx2)-TT con una menor supervivencia global cuando se
comparo con el genotipo VDR rs11568820 (Cdx2)-CC (p = 0.0129; HR = 7.43;
CI95% =1.53-36.15; TT vs. CC/CT) (124). Sin embargo, en nuestro estudio no
encontramos asociacion entre este polimorfismo y la supervivencia de los
pacientes incluidos en la cohorte. El ultimo SNP incluido en este estudio del gen
VDR es el VDR rs1544410 (Bsml). Un meta-analisis en el que se incluyeron
44165 pacientes caucasicos (Reino Unido), provenientes de 64 estudios,
diagnosticados de cancer, asocié los genotipos alterados VDR rs1544410
(Bsml)-TT y CT con una menor supervivencia de los pacientes cuando se
compararon con el genotipo wild type VDR rs1544410 (Bsml)-CC (p<0.05;
HR=1.40, 95% CI=1.05-1.75; 1>=0.85; TT/CT vs. CC) (106). En esta misma linea,
Liu et al. llevaron a cabo un estudio en 562 pacientes asiaticos (China), en el que
asociaron los genotipos VDR rs1544410 (Bsml)-TT y CT con un mayor riesgo de
muerte en pacientes diagnosticados de NSCLC (p = 0.008; HR = 1.55; 95% CI =
1.09-2.2; CT vs. CC, and p = 0.008; HR = 4.33; 95% CI = 1.34-14.0; TT vs. CC)
(134). En nuestro estudio, no encontramos resultados significativos entre el SNP
VDR rs1544410 (Bsml) y la OS y SLP en CCR. Los resultados obtenidos tras el
analisis de los SNPs localizados en VDR muestran asociacion entre los alelos
alterados y una menor supervivencia en CCR. Estos polimorfismos podrian dar
lugar a un receptor modificado, afectando a su interaccion con la vitamina D
(135). Por tanto, el metabolismo de la vitamina D, asi como, las acciones del
VDR se verian disminuidas, lo que podria favorecer la progresion tumoral (135-
7).

El gen CYP24A1, situado en el brazo largo del cromosoma 20 (20913.2), codifica
la enzima 24-hidroxilasa, encargada de catabolizar el calcitriol en sus formas
inactivas (138). En la actualidad, existen estudios limitados que examinan la
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relacion entre los SNPs CYP24A1 rs6068816 y rs4809957 y el CCR, arrojando
resultados contradictorios (69, 139). En cuanto al SNP CYP24A1 rs6068816,
nuestro estudio ha mostrado asociacion entre el genotipo alterado CYP24A1
rs6068816-TT y menores valores de SG y SLP tras el analisis multivariante
cuando se comparo con el alelo CYP24A1 rs6068816-C. En esta misma linea,
una investigacion llevada a cabo en 146 pacientes caucasicos (Espafia)
diagnosticados de NSCLC, asocio el genotipo CYP24A1 rs6068816-TT con una
menor supervivencia (p = 0.0048; HR = 3.75; CI95% = 1.49-9.41; TT vs. C) y
mayor progresion de la enfermedad en pacientes no resecados (p = 0.0179; HR
=2.99; CI95% = 1.21-7.45; TT vs. C) (124). Por otro lado, Gong et al. mostraron
que el genotipo wild type AA del SNP CYP24A1 rs4809957, conferia un peor
pronéstico del CCR en poblacion asiatica (524 casos/595 controles) (p<0.05;
HR=2.38; 95% CI = 1.30-4.37; AA vs. GG) (67). Sin embargo, en nuestro estudio
no encontramos asociacion significativa entre el CYP24A1 rs4809957 y la SG y
SLP. La evidencia que existe en la actualidad sobre la influencia de los SNPs en
CYP24A1 y su relacion con la supervivencia en cancer de colon es limitada. Sin
embargo, se ha visto que los SNPs rs4809957 y rs6068816, localizados en
regiones intrénicas, podrian afectar al proceso de empalme del ARNm en la
trascripcion y traduccion (140). Esto podria modificar la expresion de la enzima
CYP24A1, y, con ello, a su funcionamiento. En concreto, estos SNPs se han
relacionado con un aumento de la expresion de CYP24A, y, por tanto, una mayor
cantidad de enzima (140). Esto se traduciria en un aumento de la actividad
enzimatica y mayor metabolizacion del calcitriol, disminuyendo sus niveles
plasmaticos, asi como su accion antineoplasica (141). Por tanto, los pacientes
portadores de alelos alterados, podrian presentar un peor prondstico en cuanto
a supervivencia en CCR (69, 140, 141).

Otra de las enzimas implicadas en la ruta metabdlica de la vitamina D es el
CYP27B1, el cual cataliza la transformacion en el higado de la 25-hydroxyvitamin
D en su forma activa (1,25-dihidroxivitamina D) (103). En el gen encargado de
codificar esta enzima, se han encontrado algunos polimorfismos que podrian
influir en su sintesis y funcionamiento. Sin embargo, en nuestro estudio no

encontramos asociacion entre los SNPs estudiados en el gen CYP27B1 y la
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supervivencia en CCR. En concordancia con nuestros resultados, un estudio
realizado en 893 pacientes caucasicos (ltalia, USA) diagnosticados de CCR
metastasico no encontr6 asociacion entre el SNP CYP27B1 rs703842 y la SG
(p-valor =0.940) y SLP (p-valor = 0.280) en sus pacientes (94). En cuanto al SNP
CYP27B1rs3782130, este fue previamente estudiado en pacientes con NSCLC
sin encontrar asociacion con la supervivencia global (124, 142). Gong C. et al.
llevaron a cabo una investigacion en pacientes asiaticos (China) diagnosticados
de CCR (317) en el que asociaron el genotipo wild type CYP27B1 rs4646536-
AA con un peor pronéstico de la enfermedad en comparacion con los portadores
de los genotipos CYP27B1 rs4646536-GG y AG (log-rank test P=0.01) (67).
Sobre el CYP27B1 rs10877012, se encontr6 un estudio realizado en 542
pacientes asiaticos (China) diagnosticados de NSCLC en el que no se encontrd
asociacion entre el CYP27B1 rs10877012 y la SG (p-valor = 0.695; GG/TG vs.
TT) (142). En la actualidad, el papel de los SNPs en la enzima CYP27B1 no esta
del todo claro. Algunos estudios han asociado una mayor expresion del gen, asi
como, una mayor diferenciacién histolégica del tumor, con un aumento de la SG

en pacientes diagnosticados de cancer de pulmén (77, 143).

Uno de los metabolitos principales en la ruta de la vitamina D es el calcidiol, cuya
sintesis es llevada a cabo por la 25-hidroxilasa (74). Esta enzima esta codificada
por el gen CYP2R1, localizado en la regidon 11p15.2 (74). En este gen destaca el
SNP CYP2R1rs10741657, previamente estudiado por su posible asociacion con
el prondstico del cancer. Tras la realizacion del analisis estadistico, en nuestro
estudio, no encontramos asociacion entre este polimorfismo y la supervivencia
del CCR. En consonancia con nuestros resultados, un estudio realizado en 194
pacientes caucasicos (Espafa) diagnosticados de NSCLC no encontrd
asociacion cuando investigé este SNP y la OS (p-valor > 0.05) (124). Algunos
estudios han relacionado el genotipo alterado CYP2R1 rs10741657-GG con
alteraciones en los niveles plasmaticos de vitamina D y peor prondstico del
cancer, debido a un mal funcionamiento de la enzima 25-hidroxilasa provocado
por este SNP (144,145).

75



La secuencia peptidica de VDBP consta de 458 aminoacidos dispuestos en tres
dominios (I, Il y lll) y puede glicosilarse en un grado variable dependiendo del
genotipo (72). El gen GC, localizado en el cromosoma 4, responsable de su
sintesis, presenta un SNP GC rs7041, localizado en el exdon 11 (que codifica el
dominio 1ll), que podria estar implicado en la formacién de los tres tipos
principales de VDBP (GCF, GCS y GC2) (72). Nuestros resultados arrojan que
el GC rs7041 presenté un impacto en la OS de nuestros pacientes. Asi, los
individuos portadores del alelo alterado GC rs7041-C mostraron menor OS, que
los portadores del genotipo GC rs7041-AA. Asimismo, la OS y SLP fueron
menores en los pacientes que presentaron el genotipo GC rs7041-AC. En linea
con los resultados que se han mostrado en nuestro estudio, se encuentra el
proyecto llevado a cabo por Pibiri F et al. realizado en poblacién caucasica y
africana (USA) diagnosticados de CCR (961 casos/ 838 controles), en el que se
observé que el alelo GC rs7041-C estaba asociado con un peor prondstico de
CCR, afectando desfavorablemente a la supervivencia (p = 0.059; HR = 0.77;
IC95% = 0.58-1.01; AA vs. C).(146) En contraposicion con estos resultados, otra
investigacién realizada en 603 pacientes caucasicos (USA) con CCR, no
encontré una asociacion significativa entre este polimorfismo y la OS de los
pacientes estudiados (p = 0.37; HR = 1.11; 1C 95% 0.89-1.38; A vs. C) (147). La
presencia del alelo alterado GC rs7041-C, podria dar lugar a moléculas de VDBP
alteradas, o bien, a una disminucién de su sintesis, y menores niveles
plasmaticos (72, 148). En consecuencia, el transporte de los metabolitos activos
de la vitamina D podria verse alterado, y con ello, los niveles de vitamina D
(72,148). La alteracion de este mecanismo de transporte podria ser una de las

causas del peor prondstico del CCR en nuestros pacientes (72, 148, 149).

Una de las fortalezas de este estudio es que ha sido realizado en una cohorte de
pacientes diagnosticada de CCR en el mismo hospital, siguiendo los mismos
protocolos, lo que asegura la uniformidad en la poblacion de estudio. Sin
embargo, futuros estudios en los que haya un tamafio mayor de la cohorte son
necesarios para establecer la asociacién y poder detectar otras variantes
relacionadas con la supervivencia en CCR. Por tanto, podemos afirmar que

encontramos asociacion entre los SNPs implicados en el mecanismo de accién
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de lavitaminaD yla SG y SLP en CCR. En concreto, nuestros resultados podrian
sugerir que los SNPs VDR rs7975232 (Apal), VDR rs731236 (Taql), VDR
rs2228570 (Fokl), CYP24A1 rs6068816 y GC rs7041, y podrian actuar como
predictores de supervivencia en pacientes diagnosticados de CCR. Por tanto,
estos SNPs podrian emplearse, en un futuro, como biomarcadores predictivos

del pronéstico de esta patologia.
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Capitulo 8: Conclusiones

= Los polimorfismos VDR rs731236 (Taql), VDR rs7975232 (Apal), asi como, GC rs7041
y CYP24A1 rs6068816 podrian ser un factor de riesgo atribuible a una menor
Supervivencia Global y Supervivencia Libre de Progresién en pacientes caucasicos

diagnosticados de Céancer Colorrectal.

= Los pacientes con Cancer Colorrectal portadores del SNP VDR rs2228570 (Fokl) pueden

presentar una menor Supervivencia Libre de Progresion.

= No se han encontrado relacion entre los SNPs CYP2R1 rs10741657, CYP27B1
rs10877012, CYP27B1 rs4646536, CYP27B1 rs3782130, CYP27B1 rs703842,
CYP24A1 rs4809957, VDR rs1544410 (Bsml) y VDR rs11568820 (Cdx2).

Conclusién general

= Elanalisis genético de los pacientes con Cancer Colorrectal es una herramienta de futuro

que nos puede establecer horizontes de manejo del proceso.
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Capitulo 11: Produccion cientifica

Single Nucleotide Polymorphisms in the Vitamin D Metabolic Pathway as

Survival Biomarkers in Colorectal Cancer

Carmen Pérez-Duran, Noelia Marquez-Pete, José Maria Galvez-Navas, Yasmin Cura, Susana Rojo-Tolosa, Laura
Elena Pineda-Lancheros, MCarmen Ramirez-Tortosa, Carlos Garcia-Collado, Maria del Mar Maldonado-Montoro,
Jesus Maria Villar-del-Moral, Cristina Pérez-Ramirez and Alberto Jiménez-Morales

Abstract: Several studies have suggested that single nucleotide polymorphisms (SNPs) related
to vitamin D metabolism may affect CRC carcinogenesis and survival. The aim of this study was
to evaluate the influence of 13 SNPs involved in the vitamin D metabolic pathway on CRC
survival. We conducted an observational retrospective cohort study, which included 127
Caucasian CRC patient from the south of Spain. SNPs in VDR, CYP27B1, CYP2R1, CYP24A1,
and GC genes were analyzed by real-time polymerase chain reaction. Progression-free survival
(PFS) and overall survival (OS) were assessed. Cox regression analysis adjusted for metastasis,
age of diagnosis, stage (llIB, IV or IVB), ECOG score (2—4), lymph node involvement, adjuvant
chemotherapy, and no family history of CRC showed that the VDR Apal (p = 0.036), CYP24A1
rs6068816 (p <0.001), and GC rs7041 (p = 0.006) were associated with OS in patients diagnosed
with CRC, and CYP24A1 rs6068816 (p < 0.001) was associated with PFS adjusted for
metastasis, age of diagnosis, stage (llIB, IV or IVB), ECOG score (2-4), lymph node involvement,
adjuvant chemotherapy, and no primary tumor resection. The rest of the SNPs showed no
association with CRC survival. Thus, the SNPs mentioned above may have a key role as

prognostic biomarkers of CRC.

Resumen: Varios estudios han sugerido que los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP)
relacionados con El metabolismo de la vitamina D puede afectar la carcinogénesis y la
supervivencia del CCR. El objetivo de este estudio fue evaluar la influencia de 13 SNP implicados
en la via metabdlica de la vitamina D en la supervivencia del CCR. Se realiz6 un estudio de
cohorte retrospectivo observacional, que incluyé a 127 pacientes caucasicos con CCR del sur de
Espana. Se analizaron los SNP en los genes VDR, CYP27B1, CYP2R1, CYP24A1 y GC
mediante reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real. Se analizaron la Supervivencia
libre de progresién (SSP) y supervivencia general (SG), mediante el analisis de regresién de Cox
ajustado por metastasis, edad de diagnéstico, estadio (llIB, IV o IVB), puntuacion ECOG (2-4),
afectacion de los ganglios linfaticos, quimioterapia adyuvante y sin antecedentes familiares de El
CRC mostré que el VDR Apal (p = 0,036), CYP24A1 rs6068816 (p < 0,001) y GC rs7041 (p =
0,006) se asociaron con la SG en pacientes diagnosticados con CCR, y CYP24A1 rs6068816 (p
<0,001) fue asociado con PFS ajustada por metastasis, edad de diagnéstico, estadio (llIB, IV o
IVB), puntuacién ECOG (2—4), afectacion de los ganglios linfaticos, quimioterapia adyuvante y
ninguna reseccion del tumor primario. El resto de los SNP no mostraron asociacion con la
supervivencia del CCR. Por lo tanto, los SNP mencionados anteriormente pueden tener un papel

clave como biomarcadores pronésticos del CCR.
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