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RESUMEN

La farmacogenética, mediante el estudio de las variaciones de la secuencia de ADN sobre la
respuesta a farmacos, es una disciplina que contribuye al descubrimiento, desarrollo y
personalizacioén de los tratamientos oncoldgicos; ya que el estrecho margen terapéutico y la
variabilidad en la respuesta de los individuos, hacen que sea necesario predecir la toxicidad y

eficacia de dichos tratamientos.

Mediante el empleo de biomarcadores gendmicos y el analisis de polimorfismos tanto a
nivel del tumor como de la linea germinal del paciente, se puede evaluar el riesgo de
recurrencia, seleccionar a los pacientes que se beneficiardn de ciertas terapias dirigidas,
predecir la resistencia a farmacos, predecir la toxicidad de los fairmacos antineoplasicos e
identificar a los pacientes con peor pronoéstico. Estos datos, permitiran que el clinico, tome la

decision mas acertada, proporcionando el maximo beneficio al paciente.

Es una disciplina incipiente, con un futuro muy prometedor, por lo que es necesario
profundizar en su desarrollo. Esto permitird minimizar las limitaciones actuales y sentar las

bases de la farmacogenética oncologica.

El presente trabajo pretende explicar las bases de esta disciplina, asi como la utilidad y el
grado de implantacion de la misma a nivel oncolégico, demostrando que la medicina

personalizada en el cancer no es una mera utopia, sino que se trata de una realidad.

Palabras clave: farmacogenética, polimorfismo, cancer, tratamientos oncologicos.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los tratamientos antineopldsicos presentan una amplia variabilidad en la respuesta de los
individuos. Estas diferencias pueden ser atribuidas a diferentes factores como la edad, el sexo,
la funcién hepatica y renal, comorbilidades o la interaccion con otros fdrmacos. Por ello, es
habitual que la prescripcion de estos tratamientos se realice en base a las caracteristicas del
paciente. Sin embargo, hay que tener en cuenta que dicha variabilidad también depende tanto
de las caracteristicas genéticas del tumor, como de las posibles variaciones del genoma del
paciente. Este componente genético es el que explica entre el 20 y el 95% de la variabilidad
interindividual de la respuesta a formacos!. En este punto es donde la farmacogenética puede
desempeifiar un papel fundamental, a la hora de encontrar el tratamiento oncologico adecuado

para cada paciente concreto.



=
D
D
S
D
S
~
=
S
NJ
-
~
=
S
Q
<
S
'O
=
Q

Q
=
S
=
S
~
O
~
N
)
=
~
S
%2}
N
S
S
Q
N~
el
N
N
Q
S
<
Y
“
Q
~
RS

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

La farmacogenética se podria definir como el estudio de la influencia de las variaciones
de la secuencia de ADN sobre la respuesta a fiarmacos®. Se basa en el analisis de
biomarcadores genéticos predeterminados de los que se sospecha que pueden interferir en el
metabolismo, excrecion o accion de los farmacos a nivel de las dianas. De este modo, el

objetivo ultimo es minimizar los efectos secundarios y aumentar su eficacia.

Los biomarcadores constituyen la herramienta clave en el desarrollo de la
farmacogenética. Se puede definir un biomarcador gendmico como una caracteristica medible
del ADN y/o del ARN, que indica si un proceso bioldgico es normal, patologico o es el
resultado de una respuesta terapéutica u otras intervenciones>. Una de las primeras evidencias
de que la respuesta farmacologica podia depender de las caracteristicas genéticas, fue la
hemolisis observada durante el tratamiento con antimaldricos, que se producia en aquellos

pacientes que presentaban déficit de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa’.

El cancer es una de las primeras causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. En
el afio 2012 a nivel mundial, fueron diagnosticados 14,1 millones de nuevos casos; 8,2
millones de personas murieron por cancer y 32,6 millones de personas habian superado los 5
afios de supervivencia al cancer. Los tumores responsables del mayor numero de
fallecimientos en 2014 en Espafa fueron el cancer de pulmon (21.220 muertes) y el cancer
colorrectal (15.449 muertes), seguidos del cancer de pancreas (6.278 casos), cancer de mama

(6.213 muertes) y de prostata (5.855 muertes)*.

Al describir el término cancer, no podemos considerarlo propiamente una enfermedad,
sino como un concepto genérico que engloba a diversos tipos de neoformaciones que pueden
aparecer en casi todos los tejidos del organismo. Aunque todos los canceres presentan un
comportamiento bioldgico comun, su aparicion, incidencia, curso y factores asociados puede
variar sustancialmente, lo cual puede implicar que su tratamiento también debe ser

individualizado.

No todas las células neoplasicas son iguales, de hecho la poblacion de células tumorales
es bastante heterogénea y no tienen por qué tener la misma capacidad de proliferacion
indefinida, de invasividad o de diseminacidon. En el crecimiento y en la division celular
participan diferentes procesos de sefializacion, por lo que el estudio de los mismos a través de
las caracteristicas genéticas del tumor constituye una herramienta muy util para garantizar la
eficacia de los tratamientos dirigidos. De hecho, incluso en un mismo tipo de céncer se
pueden distinguir diferentes subtipos de acuerdo con el perfil genético presente en cada

tumor>.
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La carcinogénesis es un proceso multifasico resultado de una serie de alteraciones
genéticas que afectan a genes reparadores del ADN, oncogenes y a la inactivacion de genes
supresores. Dentro de la complejidad que conllevan las alteraciones genéticas del tumor, a
grandes rasgos, se pueden distinguir dos tipos fundamentales: las que promueven la
proliferacion celular, por lo que se consideran centrales para el desarrollo del tumor y se
denominan desencadenantes o drivers. Y en segundo lugar aquellas que tienen un papel
secundario en el desarrollo del tumor, son acompaiiantes de las anteriores y reciben el nombre

de pasajeras o passengers®.

Uno de los genes supresores que puede quedar inactivado durante la carcinogénesis es el
gen TP53, este codifica para una fosfoproteina nuclear (p53) que actua como supresora del
crecimiento celular. En presencia de dafo no reparado en el ADN, p53 provoca una parada
del ciclo que conduce a apoptosis’. Por tanto, mutaciones en el gen TP53 provocarian la
pérdida de esta funcion. De hecho, mas del 50% de los tumores humanos presentan

mutaciones a nivel de este gen®.

Dentro de los oncogenes que sufren un proceso de activacion durante la carcinogénesis
cabe destacar el gen KRAS y el gen BRAF. Los oncogenes RAS (HRAS, NRAS, KRAS)
codifican proteinas de membrana con actividad guanosina trifosfatasa, implicadas en la
sefializacion intracelular de sefiales extracelulares, como son los factores de crecimiento. Las
mutaciones en el oncogen KRAS conllevan una ganancia de funcidén, que implica la
activacion de la proteina quinasa activada por mitdogenos (MAPK); de modo que la célula
tumoral con esta mutacion presenta una ventaja en el crecimiento, proliferacion celular y

resistencia a la apoptosis’.

El gen BRAF se puede considerar un segundo mediador de la via de transmision de
sefales tras la activacion del KRAS. Las mutaciones activantes de la quinasa serina/treonina
BRAF han sido identificadas en el melanoma, en el cancer de pulmoén no microcitico y en el
cancer colorrectal, entre otros. Por tanto este gen, como parte de la via de transduccion de las
MAPK, estd implicado en procesos celulares como la proliferacion celular, diferenciacion y

regulacion transcripcional’.

Los elementos fundamentales a considerar en la terapéutica farmacolédgica del cancer son:
la potencia para destruir o transformar a las células neoplasicas, la especificidad para actuar
sobre estas, la aparicion de posibles mecanismos de resistencia a los medicamentos

antineoplasicos y la toxicidad general y especifica de estos medicamentos®.
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En los distintos tratamientos frente al cancer existen algunos aspectos comunes que hacen
que el tratamiento de esta patologia resulte tan complejo. Uno de ellos es la heterogeneidad de
la respuesta ante un mismo tratamiento en los distintos pacientes; y el otro, el estrecho margen
terapéutico de los farmacos. Debido a esto, el desarrollo de una disciplina como la
farmacogenética permite minimizar los efectos adversos, y adaptar cada tratamiento a las

caracteristicas del paciente.

Hay que tener en cuenta la gravedad de las reacciones adversas que implican los
tratamientos oncolédgicos. La toxicidad inducida por la quimioterapia es responsable de una
elevada proporcion de hospitalizaciones, asi como de la prolongacion de la estancia
hospitalaria. Mediante la aplicacion de la farmacogenética de una manera eficaz, la reduccion
de estas seria significativa; lo cual reportaria beneficios econémicos, pero lo que es mas

importante, beneficios en la calidad de vida del propio paciente.

La farmacogenética, mediante el empleo de biomarcadores, presenta diferentes
aplicaciones a nivel de la terapia antineoplasica; por una parte permite evaluar el riesgo de
recurrencia ante un determinado céncer (un ejemplo seria el Oncotype DX® en el cancer de
mama); son utiles para seleccionar aquellos pacientes que presentan mas probabilidad de
beneficiarse de terapias dirigidas concretas, como es el caso de las mutaciones a nivel del gen
KRAS en el cancer colorrectal. Ademas, permite predecir la apariciéon de resistencia a
farmacos antineoplésicos, como es la mutacion EGFR T790M, en el cancer de pulmoén no
microcitico. Asi como para predecir toxicidad de determinados farmacos; un ejemplo seria la
mutacion del gen DPYD (DPYD*2A) que implicaria evitar el empleo de 5-FU. Y por ultimo,
también son utiles para determinar aquellos pacientes que presentan un peor prondstico, como

son las mutaciones a nivel del RAS en el cancer colorrectal'°.

En definitiva, la farmacogenética va a permitir estratificar a la poblacion en pacientes que
probablemente responderan a la terapia antineoplasica o no lo haran, asi como en aquellos que
experimentaran o no toxicidad, proporcionando la informacion suficiente al clinico para que

la eleccion del tratamiento sea la mas acertada a todos los niveles.

OBJETIVO

El objetivo del trabajo es proporcionar una vision global de la influencia de Ia
farmacogenética en los tratamientos oncoldgicos. Y explicar las bases que permitan entender
los beneficios que puede suponer esta disciplina en el tratamiento de enfermedades

oncologicas mediante ejemplos concretos. A su vez, se pretenden explicar las posibles

-5-
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limitaciones y los nuevos avances que han sido desarrollados en este campo, asi como
conocer el grado de implantacion de la farmacogenética oncoldgica en la practica clinica

espanola.

MATERIAL Y METODOS
Se ha realizado una busqueda bibliografica en la base de datos MEDLINE/ PUBMED hasta

abril de 2017 utilizando los términos: ‘“pharmacogenetics”, ‘“cancer”, “neoplasms”,

seleccionando las revisiones mds recientes y con mayor indice de impacto.

Para conocer el grado de implantacion de la farmacogenética oncoldgica en la practica
clinica, se ha recogido informacion procedente de los médicos del Servicio de Patologia del
Hospital Universitario 12 de Octubre, asi como del Servicio de Oncologia y del Servicio de

Farmacia del Hospital Universitario La Paz.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los biomarcadores gendémicos son necesarios para la implantacion de la farmacogenética en
la practica clinica habitual. Un biomarcador farmacogenético es cualquier marcador genético
que se asocia con la respuesta a un farmaco. Sin embargo, es necesario integrar este concepto
en el campo de la oncologia; a este nivel, un biomarcador tumoral es una sustancia o
procedimiento realizado en fluidos, células o tejidos (sangre, saliva, orina, mucosa oral, tejido
tumoral) que puede permitir obtener informacion diagnoéstica, predictiva o prondstica sobre un
tipo especifico de cancer. Por lo que se distinguen dos tipos de biomarcadores: pronodsticos y
predictivos. Un biomarcador prondstico es una caracteristica medible, que proporciona
informacion sobre la probable evolucion del céncer, sin tener en cuenta el tratamiento. Un
ejemplo de biomarcador pronoéstico es: el perfil de 21 genes de Oncotype-Dx®, para cancer de
mama con el receptor de estrogenos/progesterona positivo y nddulos linfaticos negativos!!.
Un biomarcador predictivo es una caracteristica medible, que permite identificar a los
pacientes que se pueden beneficiar con mayor probabilidad de un tratamiento, o por el
contrario, que identifica a aquellos que presentan mayor predisposicion a desarrollar toxicidad
al tratamiento. Por tanto, un biomarcador predictivo es aquel que proporciona informacion de

la evolucidn de un paciente con cancer ante una terapia especifica.

A menudo, los biomarcadores son pronosticos y predictivos y esto puede ocasionar

problemas de interpretacion. Un ejemplo de esto, es la mutacion del gen BRAF, el cual se
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considera un biomarcador prondstico negativo en el cancer colorrectal, puesto que se asocia
con las formas mas agresivas de este tipo de cancer. A su vez, una mutacion del gen BRAF,
puede ser considerada un biomarcador predictivo positivo en el melanoma, puesto que habra
una mayor respuesta a los farmacos cuyo mecanismo de accion se basa en la inhibicion del
BRAF. El oncoélogo puede emplear numerosos factores prondsticos, extraidos de la
informacion clinica (tamafo del tumor, invasion a nivel nodular, estadio de tumor...) o
informacion procedente de la anatomia patoldgica, pero estos factores, pese a que son muy
utiles para tomar decisiones clinicas, a menudo no son predictivos ni utiles para la eleccion
del mejor farmaco o la mejor combinacidon de farmacos, que pueda recibir un paciente, para
lograr la mayor probabilidad de respuesta. Emplear las caracteristicas genéticas de cada
individuo, como son los polimorfismos genéticos, puede ser una herramienta extremadamente

atil a la hora de predecir la toxicidad y eficacia de los farmacos antineoplasicos'!.

Existen dos tipos principales de variaciones de la secuencia alélica que se han vinculado
con la mutabilidad del fenotipo humano: los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP,

single nucleotide polimorphism) e inserciones y delecciones (indels).

Un SNP es una variacion en la secuencia de ADN que aparece con una frecuencia alélica
de 1% o mas en la poblacion. O lo que es lo mismo, un determinado alelo mutante, que suele
producir un fenotipo andémalo, que se observa en mas de un 1% de la poblacion de
individuos!. Los SNP en la regién codificante se clasifican como no sinénimos (si originan
una sustitucion de un nucledtido que modifica el codon de aminoacidos) o sinénimos (no
cambian el codon de aminoacidos pero puede tener consecuencias funcionales). Los no
sinonimos pueden cambiar la estructura de la proteina, su estabilidad, afinidades por el
sustrato o introducir un codon de terminaciéon. En los SNP sindnimos codificantes se puede
ver afectada la estabilidad del transcripto o a nivel del empalme producir variaciones; en
ocasiones se ha observado que los polimorfismos sindonimos contribuyen directamente a un

rasgo fenotipico.

Los SNP en regiones no codificantes pueden surgir en promotores, intrones y otras
regiones reguladoras que pueden afectar a la unidon con el factor de transcripcion, los
intensificadores, la estabilidad del transcripto o del empalme. Dado que el 95% del genoma es
intergénico es posible que muchos polimorfismos no afecten de modo directo al transcripto o
proteinas codificadas. Sin embargo, los polimorfismos intergénicos pueden tener
consecuencias biologicas al alterar la estructura terciara del ADN, la interaccion con la

cromatina y las topoisomerasas, o la replicacion del ADN. Los SNP de las regiones no
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codificantes han sido mucho menos estudiados que los de las regiones codificantes, por lo que

son un campo a desarrollar para la determinacion de nuevos biomarcadores gendémicos.

Con respecto a las indels, son un tipo de polimorfismo menos frecuente en el genoma y
presentan una frecuencia baja en las regiones codificantes de los genes. Los indels de SNP
pueden tener los mismos efectos que las sustituciones de SNP: repeticiones cortas del
promotor (que alteren la cantidad del transcripto) o inserciones/delecciones que agreguen o

sustraigan aminoécidos!?.

El nimero de biomarcadores en los que realmente se recomienda realizar un test genético
a la hora de llevar a cabo una decision terapéutica es limitado. Para ello, es necesario que el
biomarcador esté validado. Hay que considerar que existen muchas asociaciones entre
polimorfismos y efectos adversos o eficacia a determinados tratamientos, sin embargo,
muchas de ellas son contradictorias. Debido a ello, es esencial validar los resultados obtenidos
en distintas cohortes antes de su aplicacion a la clinica. El problema que se plantea es que la
tasa de descubrimiento de biomarcadores es mucho mayor que la velocidad a la que estan
siendo validados, lo que ha hecho se vea ralentizado el desarrollo y la traslacion de los

biomarcadores a la clinica'>.

BIOMARCADORES FARMACOCINETICOS

A modo de sintesis, se podria considerar que un polimorfismo farmacocinético es aquel que
afecta a las enzimas que intervienen en el metabolismo de los fArmacos y a los transportadores
de los que depende el acceso del farmaco a determinados organos. Por tanto, individuos
homocigotos con alelos normales expresan un determinado fenotipo en relaciéon a la
metabolizacion de un fiarmaco, mientras que otros individuos homocigotos con alelos
andmalos, pueden mostrar otro fenotipo, en el cual la metabolizacion del farmaco es mucho
mas lenta (metabolizadores lentos) o mucho mas rapida (metabolizadores rapidos), o incluso
puede llegar a producirse la ausencia total de la actividad de la enzima implicada en la
metabolizacion. Extrapolandolo al campo de los medicamentos antineoplasicos, el hecho de
conocer las caracteristicas genéticas del paciente, que van a afectar a nivel de la

metabolizacion, permitird predecir la toxicidad y eficacia de los tratamientos.

Gen UGTI1AL1 v el irinotecan.

El irinotecan es uno de los agentes antineoplésicos empleados en el céncer colorrectal
metastasico. Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la topoisomerasa I, necesaria

para la separacion de la doble hélice de DNA durante la replicacion y transcripcion. Como

-
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consecuencia de su inhibicion, tiene lugar la muerte celular y el consiguiente efecto

antineoplasico.

El irinotecan es un profarmaco que se activa a nivel hepatico por la carboxilesterasa,
dando lugar al 7-etil-10-hidroxi-camptotecina (metabolito activo) también denominado SN-
38. La uridina difosfato glucuronosiltransferasa (UGT1A1) cataliza la detoxificacion del SN-

38, obteniendo el SN-38 glucurénido, compuesto mas polar e inactivo’.

Los principales efectos adversos derivados de este tratamiento son diarrea severa y
mielodepresion. Sin embargo, dicha toxicidad no se da en la misma proporcioén en todos los
pacientes. La UGT1A1l es también la enzima implicada en la conjugacion de la bilirrubina.
De acuerdo con el estudio realizado por Wasserman et al., los pacientes con sindrome de
Gilbert (hiperbilirrubinemia no conjugada cronica como consecuencia del déficit de
UGT1A1) presentaban mayor toxicidad al ser tratados con irinotecan. Lo que permitid
deducir que una menor actividad de la enzima UGT1Al, estd asociada a mayor proporcion de

efectos adversos en el tratamiento con irinotecan'*.

En la actualidad, se ha demostrado la presencia de un polimorfismo a nivel de la region
promotora del gen UGT1A1; esta region contiene secuencias TA repetidas. El polimorfismo
consiste en la variacion del nimero de repeticiones de dicha secuencia TA. El genotipo que
presenta 6 secuencias TA repetidas es el designado como UGT1A1*1/*1 (wild type en la
poblacion caucésica), este es el que se asocia a una expresion normal y, por tanto, a una
actividad de la proteina normal. Mientras que si el promotor contiene una secuencia TA
adicional (siete secuencias TA), es el denominado UGT1A1%*28, el cual se relaciona con una
menor expresion genética y con una disminucion de la actividad enzimatica, por lo que los
niveles plasmaticos de SN-38 se veran aumentados, presentando una mayor predisposicion a
sufrir los efectos adversos. Se ha observado como la actividad enzimatica esta disminuida
tanto en pacientes heterocigotos (UGT1A1*1*28) como en homocigotos (UGTI1A1*28%*28)
para este alelo, aunque el grado de afectacion no es el mismo, y por tanto los efectos adversos

y las dosis a las que aparecen también son diferentes’.

La FDA considera la presencia del genotipo homocigoto (*28*28) como un factor de
riesgo para el desarrollo de neutropenia severa y recomienda considerar la disminucién de la
dosis inicial. No obstante, no se han establecido ain guias clinicas que especifiquen la

reduccion de la dosis'.
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Gen DPYD v el 5-fluorouracilo (5-FU)

La dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) es la enzima implicada en el catabolismo de las
bases pirimidinicas uracilo y timina. Ademés también interviene en el metabolismo del
farmaco 5- FU, dado que este es un andlogo de pirimidina. El 5-FU es uno de los fairmacos
quimioterapicos mas frecuentes empleados en una amplia variedad de tumores so6lidos, entre
ellos el cancer colorrectal. El 5-FU es metabolizado a su forma inactiva, el 5-
dihidrofluorouracilo, por la DPD, la cual ha sido considerada responsable de la degradacion

de mas del 80% de la dosis intravenosa de 5-FU'>1°,

El gen DPYD, que codifica para dicha enzima, es sumamente polimoérfico. Se han
descrito un amplio nimero de mutaciones que explican las grandes variaciones
interindividuales en la actividad de la enzima. La mutacién més comun se produce a nivel de
la secuencia de reconocimiento de splicing, tiene lugar la transicion de guanina a adenina, lo
que provoca la deleccion del exén 14, como consecuencia, se genera una proteina truncada
que produce un descenso de la actividad de la DPD?. Esta mutacién es designada como

IVS14+1G>A, aunque también se denomina DPYD*2A.

Dado que la enzima estad implicada en la inactivacion del 5-FU, el descenso de su
actividad puede tener importantes efectos a nivel de su toxicidad. La biodisponibilidad del
mismo se verd aumentada, provocando toxicidad neuroldgica, gastrointestinal 'y
hematopoyética. La FDA advierte del riesgo asociado en la utilizacién de 5-FU en los
pacientes con una actividad reducida de la DPD, aunque no se consideran obligatorios los test
genéticos para el andlisis del DPYD previa administracion de 5-FU. De acuerdo con las
recomendaciones propuestas por el CPIC (Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium) los pacientes homocigotos para el gen DPYD*2A o aquellos que presenten
ausencia de actividad de la enzima, deberian recibir un fAirmaco alternativo. Mientras que los
pacientes heterocigotos o que presentan una actividad enzimatica intermedia, deberian iniciar
un tratamiento con una reduccion de la dosis de 5-FU de al menos un 50%, acompanado de la

determinacion periodica de los niveles plasmaticos!”.

BIOMARCADORES FARMACODINAMICOS

Las terapias dirigidas han supuesto un avance respecto a la quimioterapia clasica, permitiendo
disminuir los efectos adversos y mejorando la supervivencia de muchos pacientes. Sin
embargo, ciertas mutaciones a nivel de las dianas moleculares o en las vias de transduccion
implicadas en la génesis del cadncer pueden ser responsables de la inefectividad de dichas

terapias. El estudio y determinacion de diferentes biomarcadores puede permitir seleccionar a

-10 -
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la poblacion que se beneficiard de las mismas. A continuacién se comentan algunos ejemplos

concretos.

Genes RAS v anticuerpos monoclonales dirigidos frente al EGFR

La via de sefializacion mediada por el EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) participa
en mecanismos de regulacion de proliferacion, diferenciacion, apoptosis y angiogénesis. La
activacion constitutiva de dicha via tiene lugar en la mayoria de canceres epiteliales. Este
hecho explica que el EGFR sea una de las dianas terapéuticas empleadas en las terapias
dirigidas del cancer colorrectal metastasico. En la actualidad estan comercializados dos
inhibidores especificos del EGFR: cetuximab y panitumumab. El cetuximab es un anticuerpo

8

IgG1 monoclonal quimérico'®, mientras que el panitumumab es es un anticuerpo monoclonal

IgG2 completamente humano!®. Ambos reconocen el dominio extracelular del EGFR.

En la via de sefializacion del EGFR, una vez que el ligando (EGF) se une al receptor y es
activado, la sefial puede dirigirse por tres grandes vias: activacion de RAS-RAF-MEK-ERK,
mediante la activacion de PI3K-AKT-PTEN-mTOR vy a través de la via de STAT3. Cualquier
mutacion a nivel de los genes que codifican para los productos de estas vias, como puede ser
KRAS, BRAF, PIK3CA..., se puede considerar una mutacion driver, ya que contribuye a la
proliferacion, supervivencia, angiogénesis y metastasis de la célula y, por tanto, al desarrollo

tumoral®.

Se han identificado tres genes dentro de la familia RAS: KRAS, HRAS y NRAS. Estos
genes codifican para las proteinas ras las cuales presentan una actividad GTPasa intrinseca.
En su forma inactiva ras esta unida a GDP y al ser estimulada, tiene lugar la formacién de
GTP-ras, que es la forma activa. Gracias a su actividad GTPasa revierte a su forma inactiva.
Si se produce una mutacion a nivel de estos genes (siendo la mas habitual la del gen KRAS),
la actividad GTPasa queda bloqueada y la proteina ras permanece constitutivamente activada,

incluso en ausencia de sefial procedente del ligando (EGF)®.

En el caso de que el paciente presente la mutacion a nivel de los genes RAS, el
tratamiento con los anticuerpos monoclonales cetuximab y panitumumab, no sera efectivo,
dado que la activacion de la via es independiente de la actividad del EGFR. De este modo las
mutaciones de genes RAS constituyen los biomarcadores de respuesta a los tratamientos
dirigidos frente al EGFR, permitiendo predecir la resistencia a dichos farmacos y

constituyendo un factor predictivo negativo relevante.

Actualmente la EMA recoge en la ficha técnica de ambos farmacos que el tratamiento

solo esta indicado para los pacientes con cancer colorrectal metastasico que presenten el RAS

-11 -
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no mutado o wild type; siendo necesario determinar el estado mutacional en los exones 2, 3 y
4 tanto de KRAS como de NRAS. Aunque en un principio s6lo se requeria el analisis del
exon 2 del gen KRAS (dado que es el exon en el que se localizan las mutaciones con mayor
frecuencia), posteriormente se evidencio la necesidad de determinar NRAS y ampliar el
niimero de exones analizados!®!”. Entre los métodos empleados en la determinacion del
estado mutacional de los genes RAS se encuentran: secuenciacion (Sanger, masiva...),

pirosecuenciacion, reaccion en cadena de la polimerasa asociada a transcriptasa inversa (RT-

PCR)...

Pese a todo, se ha determinado que algunos de los pacientes que presentan los genes RAS
no mutados o nativos, no se benefician de la terapia con anti-EGFR. Como ya se ha
comentado, existen otros genes implicados en estd via de sefializacion, por lo que las
mutaciones de los mismos podrian ser los responsables de la activacion de la via, explicando
la falta de respuesta a estos farmacos. El metanalisis realizado por Therkildsen et al., sugiere
la necesidad de determinar también las mutaciones a nivel de BRAF, PKI3CA y PTEN para

predecir la resistencia de los pacientes a estas terapias?’.

Gen BRAF vy melanoma

Hasta hace unos afios las alternativas terapéuticas empleadas en el tratamiento del melanoma
eran muy limitadas, puesto que los tratamientos clasicos utilizados, dacarbazina y
temozolomida, mostraban unas tasas de respuesta muy reducidas y ninguna mejora en la
supervivencia. Afortunadamente, tras el descubrimiento de la implicacion de las mutaciones

del oncogen BRAF en el melanoma, se han ido desarrollando las nuevas terapias dirigidas'®.

Las mutaciones somaticas a nivel del BRAF han sido encontradas en un 37-50% de los
melanomas malignos, las mas prevalentes tienen como resultado la sustitucion del aminoacido
valina en el codon 600, por lo que se denominan mutaciones BRAF V600. Aproximadamente
en el 80-90% se produce la mutacion BRAF ¢.1799T>A en el dominio quinasa del exon 15,
denominada V600E, dado que como consecuencia de la misma se produce la sustitucion de
valina (V) por 4cido glutamico (E). En un 5-12% tiene lugar V600K (sustitucion de valina por
lisina), y en un 5% o menos se sustituye valina por arginina (V600R) o por &cido aspartico
(V600D)’?!. Estas se conocen como mutaciones activadoras, dado que aumentan la actividad
de la proteina BRAF, produciendo la activacion constitutiva de la via de sefalizacion
MAPK’!5, promoviendo la proliferacion celular y el desarrollo tumoral en ausencia de

factores de crecimiento.

-12 -
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El vemurafenib es un inhibidor de la serina-treonina quinasa BRAF, indicado para el
tratamiento en monoterapia de pacientes con melanoma no resecable o metastasico’'. Ha
demostrado ejercer un beneficio clinico en la mayoria de los pacientes con mutaciones BRAF
V600E??, dado que al inhibir a BRAF permiten una disminucién de la actividad de la via,
disminuyendo los efectos proliferativos, angiogénicos, metastatizantes... que intervienen el
desarrollo tumoral. Debido a ello, los pacientes que presenta la mutacion BRAF V600E
presentaran sensibilidad frente a este inhibidor. Siendo necesario determinar el estado

mutacional del BRAF, antes de comenzar el tratamiento con vemurafenib.

Para determinar el estado mutacional del oncogen BRAF se necesita la realizacion de un
test validado. Uno de los empleados en los ensayos clinicos es el denominado Test de
Cobast® 4800 basado en la reaccidén en cadena de la polimerasa. Este test evalia el DNA
aislado de la muestra de tejido tumoral y detecta con elevada sensibilidad la mutacion
predominante (BRAF V600E), aunque también se han detectado V600D y V600K con una

sensibilidad menor?'.

Otro de los farmacos empleados es el dabrafenib, inhibidor de las quinasas RAF. Dado
que las mutaciones activantes de BRAF producen una activacion constitutiva de la via
RAS/RAF/MEK/ERK, al inhibir las quinasas RAF, disminuiran también los diferentes efectos
proliferativos, angiogénicos, de supervivencia... Con este farmaco también es necesario la
determinacion del estado mutacional de BRAF, de modo que unicamente los pacientes con

mutacion BRAF V600, seran los indicados para este tratamiento®.

La inicial eficacia y mejoria clinica proporcionada por estos nuevos tratamientos en el
melanoma metastasico, se ha visto truncada por la aparicion de resistencias que se producen

%24 Entre los mecanismos de

en la mayoria de los pacientes en el primer afio de tratamiento
resistencia mas comunes descritos, se incluyen las mutaciones a nivel de RAS y MEK, lo que
ocasiona la consiguiente activacion de la via MAPK. Por ello, la combinacion del dabrafenib
y un inhibidor del MEK como el trametinib parecia una alternativa ldgica para combatir dicha
resistencia. De hecho, los estudios realizados obtuvieron resultados alentadores, ya que
demostraron un aumento de la supervivencia de los pacientes tratados con la combinacion de
farmacos en comparacion con un tratamiento en monoterapia con vemurafenib en aquellos
pacientes que presentaban mutaciones BRAF V600, obteniendo un tiempo de supervivencia
libre de progresion de 11,4 meses aquellos pacientes tratados con la combinacion de farmacos

frente a los 7,3 meses del grupo de pacientes tratados Unicamente con vemurafenib?. En

2015, la FDA aprobo la combinacion de ambos farmacos como tratamiento del melanoma. La

-13 -



EMA también lo aprob6 en el mismo afio y se encuentra recogido en la ficha técnica del
Tafinlar®?*, donde se especifica que el empleo de dabrafenib en combinacién con trametinib,
retrasa la aparicion de resistencias. También queda reflejada la necesidad de determinar el
estado mutacional de BRAF con anterioridad a la administraciéon de la combinacion de

farmacos.

A pesar de todo, existen otros mecanismos de resistencia como pueden ser el splicing
alternativo o la amplificacion del gen BRAF V600, la adquisicién de mutaciones a nivel del
gen NRAS, las mutaciones a nivel PI3K/AKT]I...° por lo que es necesario seguir investigando
para mejorar la efectividad de estos tratamientos. Sin olvidar la necesidad de desarrollar

nuevos tratamientos para aquellos pacientes con melanoma que no presenten mutaciones

BRAF V600.

En la siguiente tabla se resumen los principales biomarcadores clinicos relacionados

con los farmacos aprobados por la FDA en funcion del tipo de neoplasia'>:

HER2 Trastuzumab, lapatinib, pertuzumab, | 20%
trastuzumab emtansina

Cancer de mama

ESR1 Exemestano, letrozol, anastrozol, | 60%

fulvestrant, tamoxifeno

KRAS,NRAS Cetuximab, panitumumab 35%-40%

EGFR Cetuximab, panitumumab 35%-40%
Cancer colorrectal DPYD 5-Fluorouracilo, capecitabina <5%

UGTIAI Irinotecan 30%

ALK Crizotinib, ceritinib 5%—T%
Cancer de pulmon EGFR Erlotinib, gefitinib, afatinib, osimertinib 15%-20%
Melanoma BRAF Vemurafenib, dabrafenib, trametinib 50%—60%
Leucemia PML-RAR« Trioxido de arsénico, tretinoina >95%
promielocitica aguda

BCR-ABL Imatinib, dasatinib, nilotinib, bosutinib, | > 95%
Leucemia mieloide ponatinib, omacetaxina mepesuccinat
cronica UGTI1Al Nilotinib 30%
Linfoma cutaneo de | CD-25/IL2RA Denileukin diftitox 75%
células T

del(17p) Ibrutinib 3%—8% al
Leucemia linfatica diagnostico
crénica CD20/MS4A1 Obinutuzumab, rituximab 25%
Leucemia linfatica | TPMT 6-mercaptopurina, tioguanina <5%
aguda
Linfoma no Hodgkin CD20/MS4A1 Rituximab, tositumomab >90%

-14 -
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BIOMARCADORES QUE EVALUAN EL RIESGO DE RECURRENCIA

La determinacion del perfil genético del tumor permite obtener informacion de gran utilidad
para el oncdlogo, puesto que ademds de predecir el prondstico de la enfermedad, en algunos

casos permiten establecer el tratamiento mas efectivo para el paciente.

En la actualidad los principales test genéticos se han desarrollado en el cancer de mama.
A nivel de este tipo de cancer, se han empleado diferentes variables clinicas (tamafo del
tumor, afectacion ganglionar, grado histologico...) ademds de biomarcadores (receptor
estrogénico (RE), receptor de progesterona (RP), el receptor del factor de crecimiento humano
tipo 2 (HER2)) para estratificar a los pacientes y en base a ello establecer el riesgo de
recurrencia y seleccionar el tratamiento mas adecuado. Gracias al desarrollo de los
microarrays de expresion génica, se han podido analizar simultdneamente la expresion de
miles de genes, permitiendo caracterizar molecularmente cada tumor y en base a ello,
clasificarlos en diferentes subtipos. Las diferentes plataformas gendémicas han analizado
multiples caracteristicas genéticas permitiendo confirmar la existencia de cuatro subtipos
principales de cancer de mama: hormonodependientes o luminales, que a su vez se dividen en
luminal A y luminal B; tipo HER2 (HERZ2-enriched) y los tumores triple negativos (HER2
negativo con receptor hormonal negativo) donde se encuadra el basal like entre otros'®?,

Determinar el subtipo de cancer se considera fundamental para predecir el riesgo y establecer

la estrategia terapéutica.

Entre los perfiles moleculares prondsticos se encuentran el Mammaprint® y el Oncotype
DX® dentro de los de primera generacion. Y entre los de segunda generacion destacan
PAMS50® y Endopredict®. Todos emplean como método de analisis la reaccion en cadena de
la polimerasa asociada a transcriptasa inversa, excepto Mammaprint® en el que se utilizan

microarrays.

Mammaprint® analiza 70 genes para calcular una “puntacion de recurrencia” (recurrence
score), que permite clasificar a los pacientes que presentan un alto o bajo riesgo de recidiva.
Ha sido desarrollado para pacientes con cancer de mama, menores de 61 afios, que presenten
un estadio I/II, nddulos linfaticos negativos o entre uno o tres nodulos linfaticos positivos.

Permite predecir con mayor exactitud la recurrencia en los primeros cinco afios.

Oncotype DX® analiza 21 genes y también obtiene una puntuacion de recurrencia basada
en el valor de los genes de cada grupo (proliferacion, estrogenos HER2 e invasion) y en la

expresion de genes especificos (CD68, GSTM1 y BAGI1). Con los resultados obtenidos
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permiten clasificar a los pacientes en funcion del riesgo de recurrencia en 10 afios, existiendo

tres niveles: bajo, intermedio y alto.

Endopredict® realiza el andlisis de 12 genes (ocho genes tumorales, tres genes de
normalizacién y un gen de control de ADN). Segun los niveles de expresion de los genes se
establece el parametro EP, con una rango de valores entre 0-15. Este dato sumado a los
parametros clinicos patoldgicos (tamafio del tumor, grado de afectacion ganglionar...),
permite obtener el valor EPclin-score, clasificando a los pacientes en dos grupos de riesgo:
alto o bajo. De este modo, combina la determinacién genética con las caracteristicas clinico-
patologicas del paciente. Con la aplicacion de este test se pretende optimizar el empleo de la
terapia adyuvante, lo cual puede conducir a una mejoria en la progresion de los pacientes

diagnosticados en los primeros estadios.

PAM50® ha sido disefiado para analizar 50 genes, de modo que permite identificar y
clasificar a los pacientes en los subtipos del cancer de mama ya comentados. Cada subtipo
presenta una informacion clinica y pronostica asociada, que permite guiar al clinico en cuanto

al tratamiento que deberia seleccionar'’.

Los pacientes que presente bajo riesgo de recidiva probablemente no obtendran beneficio
del tratamiento con tamoxifeno o tamoxifeno con quimioterapia, presentando menor
proporcion de efectos adversos y una mejor calidad de vida. Aquellos pacientes que presenten
un riesgo intermedio de recidiva, no esta clara la estrategia terapéutica a seguir, y en este caso
serd el especialista quién deberd sopesar diferentes aspectos para tomar la decision. Los
pacientes con un alto riesgo de recidiva se verdn beneficiados de un tratamiento

quimioterapico seguido de tamoxifeno!°.

La clasificacion realizada en base a los resultados obtenidos en el test es lo que se
denomina clasificacion molecular. En ocasiones esta no coincide con la clasificacion
patoldgica clasica, por ello, pese a que se realicen este tipo de procedimientos, hay que seguir
determinando biomarcadores como RE y HER2. Estos tipos de tests requieren un mayor
desarrollo que permita disminuir los posibles fallos que puedan presentar. Sin embargo, es
necesario remarcar el papel que han desempefiado al permitir una mejor compresion de las
vias moleculares especificas de cada subtipo, a la vez que han sido utiles para el
descubrimiento de nuevas dianas, lo que se traduce en nuevos tratamientos, ademas de las
mejorias en la seleccion de los tratamientos disponibles®®. En definitiva, actualmente estos

tipos de tests no deben sustituir a la valoracion prondstica mediante variables clinicas, sino
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que deben complementarla, poniendo a disposicion del especialista una mayor informacion,

que le permita tomar la decision terapéutica mas acertada.

Grado de implantacion en la practica clinica

La farmacogenética oncologica es una disciplina que se encuentra integrada en el Sistema
Nacional de Salud. A nivel de los hospitales espafioles, se realizan un nimero considerable de
tests genéticos demandados por los servicios de oncologia. En la Comunidad de Madrid
existen centros de referencia como el Hospital Universitario Fundacion Jiménez Diaz o el
Hospital Universitario 12 de Octubre, cuyos laboratorios realizan los test demandados por

otros hospitales.

En el cancer colorrectal en el Hospital Universitario 12 de Octubre, se realiza de forma
rutinaria en aquellos pacientes que presenten al menos un estadio T3NO (el tumor invade
hasta los tejidos pericolorrectales, pero no existe metastasis en ganglios linfaticos regionales)
la determinacion del estado mutacional de los genes KRAS y NRAS, el estado mutacional del
gen BRAF (V600), y la inestabilidad de microsatélites (MSI) en tejido tumoral. Ademas en
aquellos pacientes que presentan toxicidad clinica al 5-FU también se caracteriza el gen
DPYD. Aunque seria recomendable realizarlo de forma previa a la administracion de
quimioterapia, en la actualidad no existe ese grado de implantacion. En el cancer de mama, el
biomarcador relacionado con la farmacogenética que se lleva a cabo de forma rutinaria es la
determinacion de HER2. Se considera recomendable la realizacion de la plataforma de
expresion génica Mammaprint® y Oncotype DX®, aunque no se realizan de forma
sistematica. En el melanoma el Unico biomarcador farmacogenético rutunario es la

determinacion del BRAF (V600).

Nuevos avances

En la actualidad, se encuentran en fase de estudio las determinaciones de biomarcadores en el
plasma o suero del paciente, lo que también se conoce como biopsia liquida. Esta técnica se
basa en la caracterizacion molecular de células tumorales circulantes (CTC) y en la busqueda
de DNA libre circulante (cfDNA) en el suero del paciente, empleando técnicas muy
sofisticadas de alta sensibilidad®’. Los cfDNA consisten en pequefios fragmentos de DNA que
se localizan en el torrente circulatorio como resultado de la liberacion de fragmentos de DNA
procedentes de numerosos mecanismos, entre ellos: células del tumor primario, de zonas de

metastasis o de células tumorales circulantes; también pueden ser el resultado de la accion de
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los macrofagos a nivel celular'®. En el cancer colorrectal metastasico, se han realizado
estudios sobre el estado mutacional de KRAS a partir de muestras de sangre periférica
mediante la caracterizaciéon de cfDNA, obteniendo una correlacién con la biopsia tumoral
superior al 90%%. Si este &mbito de investigacion llega a establecerse en la practica clinica
habitual, puede suponer un gran avance para la disciplina oncolégica; dado que permitiria
realizar estudios moleculares en aquellos casos en los que no exista tejido tumoral suficiente o
en los que el acceso al tejido no sea posible. Ademas, al tratarse de una muestra cuyo acceso
es relativamente sencillo, podria emplearse en la monitorizacion del tratamiento, relacionando
la ausencia de cfDNA con una adecuada efectividad y respuesta al tratamiento con la terapia

dirigida; mientras que la reaparicion de los mismos se asociaria con la recidiva®’.

Limitaciones

A pesar de la evidente utilidad de la farmacogenética, hay que considerar que para cada
farmaco, estan implicadas varias vias metabdlicas, las cuales pueden interaccionar entre si, y
que la respuesta a los farmacos puede depender del tipo de medicamento recibido, del sexo,
de la raza o de la edad del paciente. Debido a ello, los estudios farmacogenéticos en ocasiones
conducen a resultados confusos y contradictorios que obligan a tener cautela en la
interpretacion de los resultados y exigen validaciones posteriores en estudios clinicos
prospectivos’.

Otro de los aspectos en los que se debe seguir trabajando es en la elaboracion y el
establecimiento de Guias Oficiales de Farmacogenética. La implantacion de estas permitiria
homogenizar criterios, ademés de proporcionar informacidn clinica sobre interpretacion y
utilidad de los resultados, sin olvidar la disminucion de problemas de reproducibilidad entre

los diferentes laboratorios, al establecer la metodologia de forma exacta y precisa.

Ya ha sido mencionado el problema derivado de la validacion de biomarcadores. Para
que un test genético pueda ser empleado en la practica clinica debe proporcionar informacion
fiable, predictiva y validada, que no sea posible obtener por otras técnicas. Para ello, se
requieren ensayos clinicos que respalden su efectividad y eficacia. Sin embargo, esta
necesidad de ensayos clinicos prospectivos y aleatorizados, como método para justificar la
implementacidn, supone en muchos casos un retraso, que puede redundar en que los pacientes

no reciban el tratamiento que podria salvar sus vidas o aumentar su supervivencia.
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Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

CONCLUSIONES

Las diferencias en las respuestas a farmacos han sido observadas de manera empirica a lo
largo de los afios. Sin embargo, también se ha evidenciado que estas diferencias son menores
entre gemelos homocigotos. Lo que pone en evidencia que esta variabilidad presenta un
importante componente genético. El estudio entre los genes y la respuesta a los farmacos

permite predecir la variabilidad interindividual.

La farmacogenética pretende optimizar las diferentes opciones de tratamiento segun el
perfil genético del paciente y el genoma del tumor, para obtener la maxima eficacia y la

minima toxicidad secundaria a los medicamentos antineoplasicos.

A nivel del tratamiento oncologico, la marcada heterogeneidad en la respuesta ante un
mismo tratamiento en los diferentes pacientes y el estrecho margen terapéutico de los
farmacos, hacen de la farmacogenética una disciplina necesaria para optimizar el tratamiento
de esta patologia. Ademads, en esta patologia existe la posibilidad de evaluar dos tipos de
material genético: el del paciente (linea germinal) y el del tumor (linea somadtica). Esto se
suma a los beneficios que reportaran en el paciente, dado que su implantacion generalizada
supondra un descenso considerable de las hospitalizaciones secundarias a las reacciones
adversas derivadas de la quimioterapia, asi como beneficios econdmicos, puesto que ademas
de la gravedad de los efectos adversos, hay que considerar el elevado coste que suponen
muchos tratamientos quimioterapicos. La farmacogenética oncoldgica informa al clinico
sobre los posibles riesgos de recurrencia, lo que le permitird elegir el tratamiento que
reportara un mayor beneficio, permitiendo estratificar a la poblacion seleccionando a aquellos
pacientes que se beneficiaran de los tratamientos dirigidos y conocer las posibles resistencias

a ciertos tratamientos, asi como los tumores que presentan peor pronostico.

Los biomarcadores constituyen la herramienta clave de esta disciplina. El andlisis de
polimorfismos proporciona informacion critica sobre la seleccion de un tratamiento

especifico, lo que mejorara la tasa de respuesta y la supervivencia de los pacientes.

Pese al elevado niimero de farmacos que requieren el analisis de biomarcadores, no todos
se realizan en la practica clinica de forma rutinaria. Esto se debe en parte a la necesidad de
validacion de los biomarcadores, la cual en muchos casos puede suponer un retraso, al
prolongar el proceso de implantacion aunque el fairmaco ya haya sido aprobado, y por otro, a
que la disciplina atn no estd completamente integrada en los sistemas sanitarios, si bien es

cierto que a nivel oncologico la implantacion es muy superior a otros campos.
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Aunque la farmacogenética presenta una indudable utilidad en el campo oncologico, no
deja de ser una disciplina incipiente, cuyas bases aun no estan bien establecidas. En
ocasiones, los estudios farmacogenéticos conducen a resultados confusos y contradictorios.
No hay que olvidar que en la farmacologia humana, existen otros componentes no genéticos
responsables de la variabilidad, por lo que, con cierta frecuencia, estos son los responsables
de la desviacion de los resultados esperados. Debido a esto, es necesario establecer las bases
de la disciplina, y un posible paso hacia las mismas seria la elaboracion de Guias Oficiales de
Farmacogenética. Estas proporcionarian a los profesionales sanitarios una fuente de
referencia, ademas de disminuir los problemas de reproducibilidad a nivel de los diferentes
laboratorios.

Tal y como dijo el premio Nobel y co-descubridor de la estructura de la molécula de
ADN, James Watson “Antes pensdbamos que nuestro futuro estaba en las estrellas. Ahora

sabemos que estd en nuestros genes”.
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