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Summary

The last decade has seen rapid progress and development in the understanding of genetic influences that underlie inter-individual dif-
ferences in drug action and drug response. Differences in DNA sequences that alter the expression or function of proteins that are targe-
ted by drugs can contribute significantly to variation in the responses of individuals.

Many of the genes examined so far are linked to highly penetrant, single-gene traits, but future advances are focused on the more dif-
ficult challenge of elucidating multigene determinants of drug response.

The interaction of genomics and medicine has the potential to yield a new set of molecular diagnostic tools that can be used to indivi-

dualize and optimize drug therapy.

Introduccion

De acuerdo con las definiciones elaboradas por la Agen-
cia Europea del Medicamento (EMEA), el término Farmaco-
gendmica (PGx) define la investigacion de variaciones enlas
caracteristicas del ADNy del ARN que estén relacionadas
con la respuesta a los farmacos, mientras que la Farmaco-
genética (PGt) es el apartado de la PGx que estudia la in-
fluencia de las variaciones en la secuencia del ADN en la res-
puesta a los farmacos. Como informacion adicional, la EMEA
indica que la respuesta a los farmacos incluye tanto la far-
macocinética como la farmacodinamica y sefala ademas
que la PGxy la PGt noincluyen otras disciplinas como la pro-
tedmica o la metabolémica.

La idea de que la respuesta a determinados farmacos
estaba bajo control genético ya se sugirié en los afios 1950
(cuadros hemoliticos severos en pacientes con un déficit de
glucosa-6 fosfato deshidrogenasa al ser tratados con agen-
tes antimaldricos). En las décadas siguientes, cuando se
efectuaron estudios familiares y en gemelos y anélisis bio-
quimicos, se reforz¢ laidea que, finalmente, cristalizé en
los ultimos afos del siglo XX gracias a los estudios de ge-
nética molecular. La identificacion del primer gen humano
con polimorfismos capaces de influenciar el metabolismo
de un medicamento tuvo lugar en el afio 1988'. En los ul-
timos afos se han descrito un elevado numero de genes
con distintos tipos de polimorfismos que se han asociado
con las diferencias interindividuales de la respuesta a los
medicamentos. Estos genes de interés farmacogenético
codifican proteinas que pueden estar implicadas en: a) pro-
cesos farmacocinéticos (absorcién, distribucién, elimina-

cién de la molécula), relacionados con el metabolismo del
farmaco y con el desarrollo de efectos adversosy b) proce-
sos farmacodinamicos ( receptores, proteinas de transpor-
te, dianas terapéuticas) relacionados con la eficacia de un
determinado tratamiento.

Se han planteado tres distintas estrategias para reali-
zar un estudio farmacogenético. La gran mayoria de los tra-
bajos publicados se han centrado en una primera estrate-
gia basada en el andlisis de los denominados “genes candidatos”.
Una segunda estrategia de estudio contempla el abordaje
de genes que codifican distintas proteinas con participacion
en una determinada via metabdlica del farmaco en cuestion
("via metabdlica candidata”). Una tercera estrategia plan-
tea el analisis de la totalidad del genoma humano (" geno-
me-wide"). Las ventajas e inconvenientes de cada una de
ellas se han resumido enla Figura 1.

En un buen numero de estudios de genes y/o vias meta-
bdlicas candidatas, la variabilidad fenotipica observada en
el producto génico final sirvio de orientacién para la bus-
gueda de unas bases genéticas que pudiesen explicar dichas
variaciones. Por ejemplo, los estudios familiares efectuados
para poder explicar las diferencias interindividuales obser-
vadas en la respuesta al farmaco hipertensivo debrisoqui-
na, evidenciaron que estos efectos farmacodinamicos teni-
an caracter hereditario?. En estudios subsiguientes se identifico
el enzima responsable del metabolismo de la debrisoqui-
nay del gen que lo codificaba (CYP2D6). Finalmente, se des-
cribieron las variaciones en la secuencia de dicho gen capa-
ces de causar diferencias fenotipicas en la actividad enzimética
de CYP2D6°. Aunque estos marcadores genéticos (gen can-
didato) con interés en farmacogenética de caracter “mo-
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FIGURA 1. Estrategias utilizadas en el andlisis de la relacién farmaco - genotipo/fenotipo.
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o El significado biolégico es
dificil de establecer ya que
esta estrategia tiene el riesgo
de falsos positivos

e Permite identificar nuevas
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nogénico” existen, se asume que la mayoria de las diferen-
cias fenotipicas en la respuesta a los farmacos podran expli-
carse por la interaccion de varios genes y los factores am-
bientales.

En la estrategia de estudio basada en las “vias meta-
bolicas candidatas” se asume que son los efectos de las va-
riaciones en la secuencia de genes que participan en una
misma via los que actian de forma conjunta para dar lu-
gar a un Unico fenotipo. Por ejemplo, un genotipo del ci-
tocromo CYP2D6 asociado a una elevada capacidad oxida-
tiva junto con un genotipo de baja actividad de conjugacion
de enzimas de la familia de las glucuronosiltransferasas, da-
ria lugar a una situacion en la que el paciente estaria so-
metido a una mayor exposicion a la toxicidad de los meta-
bolitos oxidativos producidos por la accién de determinados
medicamentos.

Las estrategias de estudio de todo el genoma son ex-
traordinariamente prometedoras para la identificacion de
nuevos genes de interés en farmacogenética. Se trataria,
por ejemplo de identificar mediante estudios en “arrays”
de expresion aquellos genes cuya expresion fuese diferen-
te en pacientes que responden o que no responden a un de-
terminado farmaco. O bien en identificar diferencias entre
el grupo de pacientes que desarrollan toxicidad y los que no
las desarrollan cuando se les administra un determinado
medicamento. Una validez semejante tendria las diferen-
cias que pudiesen identificarse a nivel proteico entre estos
grupos efectuando estudios de protedmica. Este tipo de es-
tudios presenta el grave inconveniente de que el resultado
de un determinado experimento puede variar dependien-
do del tipo de tejido que se haya escogido para el estudio.
Por otra parte, el gran nimero de transcritos y/o de protei-
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nas que se analiza puede dar lugar a la identificacion de mar-
cadores que sean, en realidad, falsos positivos.

En el &mbito farmacogenético, una vez se ha implica-
do un gen en la respuesta a un farmaco, deben realizarse
estudios de asociacion en cohortes de pacientes de tama-
fio importante y dichos estudios deben replicarse por dis-
tintos grupos de investigacién. La posibilidad de efectuar
estudios funcionales del marcador genético en estudio fa-
voreceny agilizan la utilizacion del marcador genéticoenla
practica clinica.

La Farmacogenética en Oncologia:
algunos ejemplos

Las diferencias interindividuales debidas a la existencia
de polimorfismos genéticos tienen una relevancia especial
en el metabolismo de los agentes citotdxicos, con estre-
cho indice terapéutico, empleados en el tratamiento anti-
neoplésico.

Los tratamientos quimioterapicos clasicos de los tumo-
res sélidos incluyen fluoropirimidinas, irinotecan, derivados
del platino, taxanos, gemcitabina'y, mas recientemente, los
denominados farmacos bioldgicos.

El genotipado del gen de la timidilato sintasa en pacien-
tes tratados con 5-fluorouracilo (5-FU) es un ejemplo del po-
tencial de los estudios farmacogenéticos en la prediccién
de la respuesta. El estudio del gen que codifica para un
enzima metabolizador, UGT1A1, tiene una clara aplicacion
en la predicion de toxicidad en pacientes tratados con irino-
tecan mientras que los estudios farmacogenéticos de los
tratamientos con productos derivados del platino contem-
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plan el estudio genotipico de los genes implicados en la
reparacion del ADN y del gen que codifica la GSTP1.

Farmacogenética del 5-FU

El'5-FU es un profarmaco anélogo del uracilo con un &to-
mo de fltor en el carbono 5 del anillo de pirimidina.

La timidilato sintetasa (TS), que es un enzima clave del
metabolismo de &cido folico, es la diana farmacologica
del 5-FU. La TS cataliza una reaccion de metilacion de dUMP
mediante 5,10-methylenetetrahydrofolate para formar dTNP.
El 5-FU forma un complejo con la TS que inhibe su actividad
enzimatica. Existe una correlacion inversa entre la actividad
TSy la eficacia del 5-FU.

El gen TS contiene 7 exones y ocupa unas 30 Kb de ADN
gendmico (Figura 2 ). Enlaregion 5'UTR del gen TS se han
descrito tres polimorfismos diferentes. El primero consiste
en una secuencia variable de repeticiones en tdndem (VNTR)
de 28 pares de bases (pb). Aunque existen alelos con 2, 3,
4,5y 9 copias de la secuencia, los alelos con 2 (TS*2) y 3
(TS*3) repeticiones son los mas comunes. Existe una aso-
ciacion entre el polimorfismo VNTR de la TS y los niveles
de expresién proteica, probablemente como consecuencia

de la eficiencia en la traduccién del gen, y/o de la actividad
enzimatica; las moléculas de MRNA de la TS con 3 repeticio-
nes se traducen con mayor eficiencia que aquellas con dos
repeticiones. El nUmero de repeticiones en tandem también
afecta al nivel de actividad de la TS*.

El segundo polimorfismo descrito por Mandola et al es
un SNP (single nucleotide polymorphism) que consiste en
una substitucién de G>C en el nucledtido 12 de la segunda
repeticion en el alelo TS*3°. En los alelos TS*3 existen dos
“secuencias consenso de la familia USF E-box”, mientras
que los alelos TS*2 contienen solo una de estas secuen-
cias a las que se unen factores de transcripcion. Esta subs-
titucion polimorfica cambia un residuo critico en la secuen-
cia consenso USF E-box y altera la actividad transcripcional
delgen TS. (Figura 3). Estos autores demostraron que la pre-
sencia de una tercera repeticion de 28 pb por si sola no era
suficiente para aumentar dicha actividad transcripcional y
que para ello era necesaria la existencia del “USF E-box ele-
ment” en la repeticién. Una clasificacion final de los alelos
TS serfa: a) alelos de alta expresion (2R/3G; 3C/3G; 3G/3G)
y b) alelos de baja expresion (2R/2R; 2R/3C; 3C/3C). Recien-
temente se ha descrito la existencia de un tercer polimorfis-
mo en el alelo TS *2 que consiste en un cambio de base de
G>C en el nucledtido 12 de las dos repeticiones de 28 pb.

FIGURA 2. Esquema de la estructura del gen de la Timidilato Sintetasa.

FIGURA 3. Esquema del SNP en la regién 5" VNTR del gen de la Timidilato Sintetasa.
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Porotrolado, enlaregion 3 UTR del gen TS, se encuen-
tra un polimorfismo frecuente que consiste en la delec-
cion de 6 pb en la posicion 1494 (TTAAAG). Este polimor-
fismo se describi¢ haciendo una investigacion en la base de
datos publica de secuencias Tag, “Expressed Sequence Tag”
(EST). Este polimorfismo causa inestabilidad en el ARNmy
estd asociado con un descenso de los niveles intratumora-
lesdel ARNm de la TS.

Se ha reportado que la expresion de TS estéa influencia-
da por los VNTR del promotor del gen TS. Pullarkat et al.¢,
hallaron unos niveles de TS MRNA més altos en individuos
homocigotos TS*3 cuando los comparaban con homocigo-
tos TS*2 (p=0,004) y mostraron que, en 50 pacientes con
cancer colorrectal tratados con 5-FU, habia una mejor res-
puesta en aquellos pacientes con un bajo nimero de re-
peticiones (50% para *2/*2, 15% para *2/*3y 9% para
*3/*3). Kawakami et al.’, en un grupo de 21 pacientes
con cancer gastrointestinal, hallaron niveles mas altos de
proteina TS en los homocigotos TS*3 que en los heteroci-
gotos TS*2/*3 (p<0,05). Villafranca et al. 20012, en su es-
tudio de 65 pacientes con cancer colorrectal, demostraron
que la probabilidad de reduccion de la masa tumoral me-
diante radioterapiay tratamiento con 5-FU dependia del ge-
notipo TS.

Marcuello et al.® demostraron que el grupo de pacien-
tes con cancer de colon avanzado y con un genotipo aso-
ciado a una baja expresion tenia una mejor respuesta clini-
ca(p=0,035). La probabilidad de alcanzar respuesta en el
grupo de pacientes con un genotipo de baja expresion era
2,9 veces més alto que el de los otros grupos (IC95%
1.03-5.6, p=0,04). El tiempo a la progresion fue de 12
meses y de 9 meses en los grupos de bajay alta expresion
respectivamente (p=0,07, log rank test). La supervivencia
global era significativamente mejor en el grupo de baja
expresion. En este grupo, fue de 50 meses, mientras que
fue de 20 meses en el grupo de pacientes con genotipo de
alta expresion (p=0,03). El modelo de regresion de Cox
demostré que, tras ajustar para otras variables clinicas, el
genotipo de la TS resultaba ser un predictor independien-
te de la supervivencia, tanto de la libre de enfermedad co-
mo de la global.

Estudios recientes han relacionado la presencia de efec-
tos adversos del tratamiento con la combinacion de ciclo-
fosfamida, metotrexate y 5-FU con un determinado geno-
tipo del enzima 5, 10-Metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), un enzima clave en la via metabdlica de los fola-
tos. Las variantes genéticas de MTHFR podrian, potencial-
mente, modificar los efectos terapéuticos de los farmacos
que interfieren con el transporte y/o metabolismo de los fo-
latos. Podrian también ser capaces de modificar la respues-
ta clinica de aquellos farmacos cuyo metabolismo o cuyas
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dianas terapéuticas dependen de reacciones de metilacion.
Un polimorfismo relativamente frecuente en el gen MTHEFR,
que consiste en un cambio C>T en el nucledtido 677, se
ha relacionado con la aparicidon de mucositis en pacientes
tratados con metotrexate. Los individuos con un genotipo
mutante T/T o aquellos heterocigotos T/C (un 10% y un 40%
respectivamente de la poblacion general) tienen una activi-
dad enzimatica MTHFR disminuida que se acompanfa de
unas concentraciones mas bajas de folato que las de
aquellos con un genotipo C/C™.

Farmacogenética de los derivados del
Platino y de la radioterapia

Los agentes antineoplasicos derivados del Platino (Cis-
platino, Oxaliplatino, etc) inhiben la replicacion celular me-
diante la formacion de aductos inter e intra hélices de la mo-
lécula de ADN. La resistencia a estos farmacos puede ocurrir
por distintos mecanismos: disminucion de los niveles del far-
maco, incremento de la tolerancia celular a los aductos for-
mados por accién del Platino o por un incremento de la
actividad reparadora del ADN.

El proceso de reparacion del ADN puede representarse
como una sinfonia de enzimas que funcionan de forma con-
junta para reparar las lesiones que detectan en el ADN.
Enzimas como ERCC1, ERCC2 (XPD), XRCC1 con funciones
interdependientes sugieren que alteraciones en cualquiera
de los genes que los codifican pueden afectar la capaci-
dad de reparacion del ADN a niveles relevantes desde el pun-
to de vista clinico.

En distintos trabajos se ha demostrado una asociacion
entre la expresion del gen ERCC1y la respuesta clinicay la
toxicidad en pacientes tratados con derivados del platino.
En un trabajo retrospectivo' se demuestra que dos polimor-
fismos del gen ERCC1 se asocian con la respuesta clinica de
pacientes con cancer colorrectal avanzado tratados con 5-
FU/oxaliplatino. El primer polimorfismo consiste en el
cambio C>T en el coddn 118. Los pacientes con genotipo
C/C tienen una supervivencia media de 15,3 meses versus
7,0mesesy 11,1 meses en los pacientes con genotipos C/T
y T/T respectivamente (p=0,02 1).Esta asociacién se mantie-
ne significativa incluso cuando se estratifican los pacientes
segun ECOG. El estudio del segundo polimorfismo (C>A en
posicion 8092) indica que los pacientes con alelo A presen-
tan una mejor supervivencia.

En el gen ERCC2 o XPD se ha descrito que el cambio A>C
enelcodon 751 tiene significado farmacogenético: los pa-
cientes tratados con 5-FU/oxaliplatino con un genotipo A/A
presentan una menor probabilidad de progresion y una me-
jor supervivencia que el resto de pacientes (p=0,002)".
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En cuanto a los polimorfismos del gen XRCC1, Stoehl-
macher etal.” han analizado el papel de la sustitucion A>C
en el codon 399 (Arg399Gln). En pacientes con cancer
colorrectal avanzado tratados con derivados del platino, el
grupo que son portadores del alelo GIn presentan un ma-
yor riesgo de baja respuesta al tratamiento (p=0,038).

Farmacogenética de los inhibidores de EGFR

La mayoria de los canceres epiteliales presentan una ac-
tivacion en la funcién de factores de crecimiento y de recep-
tores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). En base
a este hecho, esta molécula se propuso como una buena
diana para un tratamiento anticanceroso. Actualmente exis-
ten cuatro antagonistas EGFR (Erlotinib, Gefitinib, Cetuxi-
mab y Panitumumab) y los dos ultimos, con estructura de
anticuerpo monoclonal, han sido aprobados para el trata-
miento del cancer colorrectal avanzado.

Puesto que solamente un subgrupo de pacientes podran
beneficiarse del tratamiento con inhibidores de EGFR, esim-
portante identificar y validar los criterios y/o los marcadores
bioldgicos que permitan seleccionar dichos pacientes. Nilos
estudios inmunocitoquimicos, ni la presencia de mutacio-
nes somaticas en EGFR™ se han mostrado como marcado-
res 6ptimos. En cuanto al nUmero de copias de EGFR, se
ha observado una menor supervivencia en aquellos pacien-
tes con un nimero normal de copias de EGFR™.

En el gen EGFR se han descrito tres polimorfismos fun-
cionales que se han asociado con la regulacion de EGFR: a)
una repeticion del dinucleétido CAenelintron 1; b) un SNP
(G>A) en el codon 497 y ¢) un SNP (G>T) en posicion -216
que afecta el lugar de unién de Sp-1, un regulador clave de
la actividad del promotor del gen EGFR.

La modulacion del ligando de EGFR, EGF, y de genes que
actlan en la via de sefalizacion, como la Ciclina D1 puede
estar en relacion con la respuesta a la inhibicion de EGFR,
por Cetuximab. En la region 5” no traducida de EGF existe
una variante polimorfica (EGF61G>A) y también en el exon
4 del gendela CiclinaD1 se hadescritoun SNP (870
A>G).

Los anticuerpos monoclonales pueden ejercer, ademas,
una actividad antitumoral indirecta porque determinan una
citotoxicidad mediada por células y dependiente del anti-
cuerpo (ADCC). La efectividad de este mecanismo inmuno-
l6gico depende de cambios funcionales en el receptor ce-
lular para la fraccién constante de las inmunoglobulinas
(FcgammaR) lla (CD32a) y Illa (CD16). Se han descrito
SNPs en ambos genes que afectan la afinidad del receptor
para Fc de anticuerpos y probablemente puedan relacionar-
se con la eficiencia del proceso de ADCC.

Recientemente, se ha publicado un trabajo que demues-
traque la ausencia de mutaciones en el gen KRAS se asocia
a una mayor supervivencia en pacientes con CCR tratados
con Cetuximab por lo que el estado mutacional de KRAS se
ha postulado como un nuevo candidato farmacogenético
de marcador de respuesta’®.

Comentarios finales

El estudio y el conocimiento del genoma humanoy los
avances tecnolégicos que lo han hecho posible, sittan alas
ciencias biomédicas en un escenario donde la investigacion
y la aplicacion de estas nuevas posibilidades conllevan una
revolucion tanto tedrica como practica de conceptos tan re-
levantes como el de enfermedad y el de terapéutica.

Con el abordaje farmacogenético se pretende la substi-
tucion del actual sistema de “ensayoy error” en la seleccion
y dosificacion de los medicamentos por otro, en el cual sea
posible evaluar el genotipo del paciente y determinar qué
medicamentoy a qué dosis conseguirad un balance mas ade-
cuado entre su nivel de eficaciay el riesgo de producir reac-
ciones adversas en este paciente en concreto.

La interseccién de la gendmica con la medicina ofrece
la posibilidad de identificar nuevas pruebas diagnosticas Uti-
les en la individualizacién y en la optimizacion de diversos
tratamientos farmacolégicos.
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