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1. INTRODUCCION




1.1. EPIDEMIOLOGIA

El cancer gastrico es la 2* causa mas frecuente de muerte debida al cancer en el mundo. En muje-
res, es el cancer mas frecuente después del cancer de mama, colorectal, pulmon y de cuello uterino.
En hombres, después del cancer de pulmon, prostata, colorectal y vejiga. La ratio entre hombres y
mujeres en tasas de incidencia es de 1,6:1, con tendencia a disminuir mas rapidamente entre las mu-
jeres. La disminucion en la incidencia entre hombres se hace patente a partir de los 55 afios de edad
y, en general, esta tendencia a la baja ha sido ligeramente mas notoria en términos de mortalidad que
de incidencia.

Japon es el pais del mundo con mayor incidencia del mundo, con lo que es aqui donde tienen mas
desarrollados los programas de cribaje de la poblacion con el objetivo de detectar tempranamente la
enfermedad.

En Europa representa el 23% de las neoplasias malignas, siendo en Europa mayor en los paises del
este y del sur que en el oeste y norte. A su vez, esta incidencia va aumentando con la edad (el 60%
de los pacientes con cancer gastrico estan por encima de los 65 afios). La incidencia es mayor entre
las clases sociales mas bajas.

En Europa, la supervivencia para ambos sexos es, aproximadamente, del 42% para 1 afio y del
23% para 5 afios (mas elevada para edades por debajo de 45 afios, que asciende al 35% y por encima
de los 74 afos baja rapidamente para situarse en un 17%).

Logicamente, la supervivencia va decreciendo a medida que pasa mayor tiempo desde el inicio de
un tratamiento, y cuando la edad del individuo es mayor. También dependera del estadio en que se
encuentra el tumor a la hora de ser diagnosticado (pacientes con un mayor estadio del cancer, ten-
dran menor supervivencia que aquellos en que fue detectado precozmente) y si €ste tiene metastasis
o por el contrario, esta localizado (las metastasis se relacionan con un estadio mas avanzado del can-
cer). De esta manera, la supervivencia a 5 afios para pacientes con metastasis, es solo de un 3%,
mientras que si la enfermedad esta localizada, esta misma supervivencia sube a un 61%. Por lo tanto,
el prondstico para pacientes con cancer gastrico avanzado resulta fatal.

Ademas del estadio del cancer gastrico, también es importante para la supervivencia, la localiza-
cion de la neoplasia en el estomago. De este modo, canceres en el cardias y en la union gastroesofa-
gica, que vienen a representar entre un 2-3% de los canceres gastricos en casi todos los paises, pre-
sentan mal pronostico, mientras que canceres en la zona pilorica, antro y en la curvatura del estoma-

g0, que suelen variar de un pais a otro, tienen mejor prondstico.



La prevalencia del cancer de estobmago es el nimero de personas que viven con el diagnostico de la
enfermedad. Suele expresarse en términos generales, a los 5 afos, 0 supervivientes con este diagnds-
tico a largo plazo cuando sobrepasa este tiempo. Estos ultimos representan menos del 50% de todos

los pacientes con cancer de estdbmago [1].

1.2. CAUSAS DEL CANCER GASTRICO
FACTORES ETIOLOGICOS

El cancer gastrico es un proceso multifactorial. Es el resultado de la interaccion de 3 principales
factores: factores medioambientales, el agente bacteriano Helicobacter pylori y factores del huésped
[2].

El tejido diana donde convergen estos factores es la mucosa gastrica. Otro punto importante a des-
tacar serian las medidas preventivas como manera de evitar la aparicion del cancer, mediante la ad-
ministracion de suplementos antioxidantes evitando el dafio oxidativo y erradicacion de Helicobacter

pylori.

H. pylori  Factores virulentos

/ bacterianos

" » . Adenocarcinoma
Mucosa Gastritis Gastritis Metaplasia Displasia .
> . > e . . > > gastrico
normal superficial atrofica intestinal
Factores genéticos Factores medioambientales

del huésped
[3]
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Representacion esquematica de factores que interacttian para determinar el pronostico de la infeccion
por Helicobacter pylori :

Helicobacter pylori
cagA+ ‘ cagA- External
Host sl ml l s2 m2 environment

Low socioeconomic status
Crowding

Poor hygienic conditions
Age at infection

IL-1f, TNF-a, HLA
MUCI, MUCS, etc.

Immune response

Diet: Salt,
Antioxidants

Cytoskeleton

Multifocal atrophic gastritis

Globalmente, la incidencia de cancer gastrico disminuye en el mundo. Esto se debe a una reduccion
de los casos de tumor de cuerpo y antro, principalmente por el cambio de habitos en la conservacion
de alimentos. No obstante, se observa un aumento de los casos de neoplasia de cardias, del que se
desconoce el origen, pero se asocia con los estilos de vida y la obesidad (Diario Médico, 12 de di-

ciembre de 2006).
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Factores medioambientales

Entre los principales factores externos medioambientales se encuentran:
— Bajo nivel socioeconémico.
— Superpoblacion.
— Pobres condiciones higiénicas.
— La edad en que se adquirio la infeccion por Helicobacter pylori.
— El hecho de emigrar a zonas de alta incidencia hace aumentar el riesgo de padecer cancer gas-
trico, y, por el contrario, si es a zonas de bajo indice de morbilidad, lo reduce.
— Dieta:

¢ Elevado consumo de sal. Esta tendencia esta decreciendo debido a las campaiias de mejora
de sistemas de conservacion de los alimentos (refrigeracion en vez de alimentos conserva-
dos salados), 6 a los tratamientos cada vez mas habituales de hipertension por existencia
real del problema y por la mayor concienciacion de la poblacidon por conseguir un mayor
bienestar en términos de salud, que hacen que el consumo en la mesa de sal sea menor
como manera de prevenir valores elevados en la presion arterial, retencion de liquidos...

¢ Dietas pobres en proteinas.

e Dietas pobres en frutas y verduras. Hay evidencia que verduras crudas y frutas citricas tie-
nen un efecto protector del cancer gastrico, mientras que los cereales y el té€ verde
disminuyen el riesgo de padecerlo (se cree que, probablemente debido a la vitamina C y
carotenoides contenidos en las frutas y verduras y no esta tan claro si la vitamina E puede

intervenir en este efecto).

e Consumo de alcohol. No esta clara su relacion con un supuesto aumento del riesgo de pa-
decer cancer gastrico. Mayor evidencia existe entre individuos fumadores.

e Ingesta de compuestos N-nitrosos de nitratos de la dieta.

Factores del huésped

Existen numerosos factores dependientes del huésped que seran decisivos a la hora de incre-
mentar el riesgo de padecer un cancer, en este caso gastrico.

Entre estos factores se encuentran:
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— El estado en que se encuentre la mucosa gastrica para servir de proteccion frente a la infe-
ccion por Helicobacter pylori u otros carcindgenos.

— La respuesta inflamatoria, que condiciona el mantenimiento, severidad y resultado de la
infeccion por la bacteria.

— Ademas de la naturaleza de la respuesta inmune, son importantes las respuestas apoptoticas
asi como los factores de crecimiento tales como la gastrina que se encuentra aumentada en
patologias que preceden al cancer; TGF-1 (“trefoil factor”) cuya supresion da lugar a
anomalias a nivel gastrico y entre ellas a carcinomas intramucosales; ¢ el TGF-a, cuya
sobreexpresion provoca la pérdida de células parietales e hiperplasia foveolar con suscepti-
bilidad aumentada a padecer cancer gastrico inducido por el carcinogeno MNU (N-methyl-
N-nitrosourea).

— La deteccion de la bacteria, para implantar un tratamiento eficaz antibiotico para su erradi-
cacion y evitar que sea uno de los factores de riesgo para el desarrollo a cancer gastrico.

— El funcionamiento de la detoxificacion del carcindgeno y proteccion antioxidante.

— La variabilidad intrinseca en cuanto a los procesos de reparacion del DNA.

— La habilidad del paciente para la proliferacion celular.

— El grupo sanguineo del individuo. Se ha comprobado que el grupo O contribuye a la adhe-
rencia de Helicobacter pylori a la mucosa gastrica con lo que ello conlleva, mientras que
el grupo A se ha asociado a una mayor probabilidad de padecer cancer gastrico de tipo
difuso.

— Los niveles de pepsinogeno del individuo también fueron determinantes a la hora de tener
un mayor riesgo de padecer cancer gastrico de cualquiera de los dos tipos. Se vio que la
concentracion de pepsindgeno I era indicadora de gastritis atrofica de tal manera que niveles
por debajo de 50 ng/ml por parte de las células de las glandulas fundicas incrementaban el
riesgo de que ésta se desarrollara con la consecuente posible evolucidn a cancer gastrico.
Estos valores reducidos también disminuyeron la magnitud de la asociacion entre cagA 'y
cancer [4].

— Tener un determinado gen 6 genes, que tienen la capacidad de ser un factor de riesgo poten-
cial para la aparicion del cancer (marcadores tumorales). Ejemplo: la existencia del gen
Her-2/neu en cancer de mama. También pueden ser factores de pronodstico tener alguna
alteracion en la expresion de un determinado gen, como puede ser el hecho de la

inactivacion de la cromatina por acetilacion de las histonas que la envuelven, con la
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consecuente represion de la transcripcion de varios genes supresores de tumores como el
gen p21; la metilacién del DNA que tiene también el efecto de silenciar la transcripcion de
genes supresores de tumores que impediran frenar el desarrollo de la enfermedad; la
sobreexpresion de algun factor de transcripcion como del CDAX1 6 CDAX2 (citidina
deaminasa); la sobreexpresion de factores 6 receptores de crecimiento como el EGF (factor
de crecimiento endotelial); tener determinados oncogenes tal como el c-met 6 el K-sam; 6
tener mutado 6 haber perdido el caracter heterocigético determinado oncogen 6 un gen
supresor del tumor como que exista una mutacion en la B-catenina.

Todos estos conceptos seran ampliados mas adelante.

— La existencia de polimorfismos como factor de pronostico. Un polimorfismo es una varia-
cion de la secuencia de DNA que aparece en al menos un 1% de la poblacion. SNP (“Single
Nucleotide Polymorphisms™) es un polimorfismo que se da en un tnico nucledtido y se debe
a un cambio de base. Los SNP son la variaciéon mas frecuente del genoma humano y aparece
en mas de un 90% de todas las secuencias polimoérficas, en un promedio de 1 por cada 1000
nucleotidos. Estas variaciones no implican un fenotipo patoldgico, mientras las mutaciones
puntuales suelen estar asociadas a fenotipos patologicos. La mayoria de polimorfismos
aparecen en DNA no codificante (Intrén) y alrededor de la mitad de los SNP que se dan en
el DNA codificante (Ex6n) hay cambios de codon sinonimos que no afectan a la funcion de
la proteina por existir una variacion en el nucleotido que codifica para la misma proteina.
Ademas de afectar a un nucledtido de la secuencia de DNA, los polimorfismos pueden
presentarse en forma de delecciones, inserciones, variacion del numero de “tandem repeats”
(VNTRs) y pueden actuar a nivel de enzimas metabolizadores de fAirmacos, de
transformacion de un profarmaco en su metabolito activo (como es el caso del profarmaco

capecitabina), de transportadores de farmacos, de receptores de farmacos...

14



Polimorfismo: Variacion de secuencia de DNA que aparece en
al menos un 1% de la poblacion.

Secuancia normal

Variaciones

W{mlﬂhl e Single Nucleotide Polymorphisms

S —— (SNPS)

Delecciones Minisatelites (VNTR)

W Microsatelites

Inserciones

Mientras que en la mutacion, el cambio genotipico se asocia a un fenotipo patologico, en
el SNP, este cambio no se asocia a un fenotipo patoléogico. La mutacion sera la causante
de la aparicion del cancer mientras que el polimorfismo puede por ejemplo, alterar la far-
macocinética ¢ farmacodinamia de un determinado farmaco, y hacer que un determinado
tratamiento sea 6 no efectivo.

Estas variaciones pueden afectar a la respuesta del paciente a la quimioterapia contra el
cancer ademas de suponer una mayor probabilidad de padecer la enfermedad. Nos centra-
remos en el cancer gastrico pero estos polimorfismos pueden darse en genes responsables
de muchas otras patologias. La farmacogenética se dirige al uso del conocimiento de estas
variaciones para dar con el tratamiento de mejor respuesta y menor toxicidad. Determinan
la respuesta de un individuo a un tratamiento farmacolédgico. Lo ideal antes de cualquier
tratamiento seria determinar la existencia 6 no de estos polimorfismos con tal de iniciar el
tratamiento correcto. Mas adelante describiremos los polimorfismos encontrados en el

cancer gastrico, asi como con mas detalle, los que han sido objeto de nuestro estudio.
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1.3. CLASIFICACION DEL CANCER GASTRICO

Existen hoy dia varias clasificaciones del cancer gastrico. Sin embargo, entre todos los tipos, el
adenocarcinoma representa sobre el 90% de todas las neoplasias géstricas. Por lo tanto, generalmen-

te, cuando se hable del cancer gastrico nos estaremos refiriendo al adenocarcinoma de estomago.

Segun lo definido anteriormente, los estadios del carcinoma géstrico pueden ser:

INFILTRACION .
GANGLIOS METASTASIS (M)
ESTADIOS DEL .
LINFATICOS (N)
TUMOR (T)

0 Tis No My
1A T, No My
T, Ny Mo

IB
T, No Mo
T, N> Mo
1 T, Ny My
T; No My
T, N» Mo
A Ts N; My
Ty No My
T; N» Mo
111B Ty Ny My
T4 N2 MO
v T* N* M;

T*: cualquier T; N*: cualquier N

[5]
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1.4. TRATAMIENTOS

Tratamiento quirdrgico

El principal tratamiento aplicable en un tumor primario gastrico es la cirugia y la extirpacion de
los nodulos linfaticos regionales, que no siempre estaran afectados. Este sera el primer tratamien-
to 6 bien después de quimioterapia neoadyuvante previa al tratamiento quirargico. Con la quimio-
terapia neoadyuvante se quiere conseguir que la cirugia sea mas efectiva al tener la posibilidad de
disminuir el tamafio del tumor y empezar a tratar posibles micrometastasis. Normalmente se re-
comienda la gastrectomia total para pacientes con lesiones en el tercio proximal 6 medio del es-
tomago 6 en casos de cancer gastrico difuso. No esta tan claro para pacientes con tumores en el
estomago distal ¢ antro sin ninguna aparente ventaja de la gastrectomia total frente a la gastrec-

tomia subtotal.

Quimioterapia neoadyuvante

Esta sobre todo dirigida a pacientes diagnosticados de cancer géstrico avanzado (T3-4N0-2MO0),
consiguiendo de esta manera prolongar la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia
total, disminuir el estadio con lo que la invasion serd menor y erradicar procesos metastasicos
ocultos.

Uno de los regimenes que se asignaron a pacientes que recibieron quimioterapia neoadyuvante,
fue el que consistia en cuatro ciclos de 5-FU, doxorubicina y metotrexato (FAMTX) con escasos
beneficios y elevada toxicidad, con tasas de respuesta conseguidas del 20-25%. Lo mismo ocurri6
con el uso de 5-FU previo a la cirugia. En los afios 90, el régimen FAMTX fue considerado el
tratamiento de referencia cuando ningun otro régimen fue superior.

En el régimen FAMTX, el primer dia, los pacientes se hidrataron durante 24 horas con 3 litros
de bicarbonato sédico isotonico. El segundo dia, el metotrexato (1500 mg/m?) se dio en una infu-
sion de una hora y el 5-FU (1500 mg/m?), también en una infusién de una hora, comenzando una
hora después de administrar el metotrexato. El tercer y cuarto dia, se administraron 30 mg de leu-
covorin cada 6 horas (intravenoso u oral). En el dia 15 del ciclo, se administraron 30 mg/m® de
doxorubicina en bolo intravenoso. El tratamiento se dio cada 4 semanas por un maximo de cuatro

ciclos. En el comienzo de cada ciclo, el tratamiento se retrasé durante una semana en caso de leu-
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copenia o trombocitopenia de grado 2 6 mas 6 se redujo la dosis por mucositis 6 nefrotoxicidad
de grado 2 6 mas.

Mas favorable resultd el régimen consistente en 3 ciclos de quimioterapia con epirubicina, cis-
platino y 5-FU (ECF), con toxicidad tolerable y en el que se incluyeron tanto pacientes en estadio
avanzado como en fases tempranas.

Otro ensayo que resultdé seguro y que parece disminuir las tasas de recurrencia del carcinoma
gastrico y aumentar la supervivencia, fue el que consistia en dos ciclos de infusiéon de 5-FU con
leucovorin y cisplatino semanal, seguido por cirugia, para recibir 2 ciclos de 5-fluoro-2'-
deoxiuridina y cisplatino después de ésta (CDADP-FU, post-op. ip. CTx). La quimioterapia pre-
operativa sistémica con cisplatino y 5-FU comenzo el dia 1. El cisplatino en una dosis de 100
mg/m” se administrd a razoén de 1 mg/minuto inmediatamente después que el 5-FU intraperitoneal
con 200 mg/m*/dia se comenzara a pautar y se continuara durante 21 dias, usando una bomba de
infusion ambulatoria. Se dio leucovorin intravenoso en una dosis de 20 mg/m? el primer dia de la
terapia con 5-FU y se repitié semanalmente mientras el paciente estaba recibiendo 5-FU. El dia
29 se dio el 2° ciclo de cisplatino, 5-FU IP y leucovorin semanal.

El régimen EAP consistente en 3 ¢ 4 ciclos planeados de quimioterapia neoadyuvante con eto-
posido, doxorubicina y cisplatino se dieron previos a la gastrectomia total en comparacion a aque-
llos que recibieron solo cirugia. El ciclo quimioterapico consistié en 20 mg/m* de doxorubicina
los dias 1y 7, 40 mg/m* de cisplatino, los dias 2 y 7, y 120 mg/m?” de etoposido de los dias 4 al 6
del ciclo. Los ciclos se repetian cada 28 dias, una vez el paciente se habia recuperado de los efec-
tos adversos. En el 50% de los pacientes sufrieron marcada leucocitopenia y trombocitopenia.
Como ocurria con el régimen 5-FU/adriamicina/metotrexato (FAMTX), las tasas de respuesta son
de un 20-25%; sin embargo, las toxicidades son sustanciales requiriendo muchas veces hospitali-
zacion.

Ensayos en fase Il usando paclitaxel, incluso menos téxico que los regimenes basados en cispla-
tino, muestran tasas de respuesta entre un 32 y un 65% con resultados prometedores [6].

Un estudio randomizado en fase III por la EORTC (ensayo n® 40954), que compara quimiotera-
pia pre-operativa con cisplatino, acido félico y fluorouracilo (PLF) con cirugia sola para cancer
gastrico avanzado localmente esta todavia vigente. El régimen PLF consiste en 50 mg/m’ de cis-
platino, altas dosis de acido folinico (HD-FA: 500 mg/m”) y 2000 mg/m* de HD-5-FU. El cispla-
tino fue dado los dias 1, 15 y 29 en 1 hora de infusion; HD-FA se administro los dias 1, 8, 15, 22,

29 y 36 en infusion durante 2 horas, seguido por HD-5-FU en una infusiéon continua durante 24
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horas. Se planearon 2 ciclos para cada paciente. El 2° ciclo se administré después de 2 semanas de
descanso tras el primer ciclo. Se observo una baja toxicidad con una elevada actividad antitumo-
ral. Mostré adecuadas tasas de respuesta y una consecuente elevada tasa de reseccion completa,
con una baja morbilidad postoperativa y ninguna mortalidad después de la intervencion. Los pa-
cientes que responden al tratamiento, presentan un excelente pronostico.

En el Congreso de la American Society Of Clinical Oncology (ASCO) del afio 2003 se presen-
taron los resultados del estudio “MAGIC” conducido por la “Medical Research Council” (MRC)
en United Kingdom. Este es el primer gran estudio randomizado que demuestra la eficacia de la
quimioterapia preoperativa en el cancer gastrico. 503 pacientes con estadios II y III fueron ran-
domizados a recibir cirugia sola 6 tres ciclos de quimioterapia preoperativa con epirubicina, cis-

platino y fluorouracilo (ECF) seguido por cirugia y por tres ciclos postoperativos de ECF [7].

Otro pequefio estudio incluy6 cisplatino, etopdsido y 5-FU (EFP) antes de la cirugia, con resulta-

dos positivos. El etopdsido fue administrado con una dosis inicial de 90 mg/m? dados intravenosa-

mente sobre 2 horas los dias 1, 3y 5; el 5- FU se administré con una dosis inicial de 900 mg/m”

dados como una infusion intravenosa continua de 20 horas de los dias 1 al 5; y el cisplatino se ad-

ministré en una dosis inicial de 20 mg/m® dados intravenosamente sobre una hora de los dias 1 al 5.

Los ciclos de quimioterapia se repitieron cada 24 a 28 dias [8].

Sin beneficio respecto al grupo control resulté el régimen consistente en cisplatino, mitomicina
C, UFT y etoposido.

La quimioradiacién preoperativa usando 5-FU continuo (300 mg/m?) con 45 Gy para cancer
gastrico potencialmente resecable, mostro una supervivencia media de 34 meses y fue mayor al
60% a los 4 afios, con reduccion del tumor y sin toxicidad preoperativa significante.

Hoy dia se estan incluyendo nuevos agentes activos tales como el docetaxel, paclitaxel e irino-
tecan.

También se ha probado la posibilidad de administrar radioterapia neoadyuvante 6 inmunotera-

pia neoadyuvante previa al tratamiento quirargico con resultados significativos.
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Quimioterapia neoadyuvante para cancer gastrico: resultados de estudios en fase II y III:

Estudio
(1° autor)

Wilke 1989  [9]

Ajani 1991

Régimen

EAP
EFP

n° pacientes

Alexander 1993 [11] FU-FA-INFalfa2a

Kelsen 1996 [12]

Crookes 1997

Siewert 1997 [14]

[13]

pre-op.FAMTX

Post-op. ip.
CDADP/FU; iv. FU

CDADP-FU

post-op. ip. CTx

Schuhmacher 2001 [15] EAP

Ott 2003 [16]

Hartgrink 2004 [17]

PLF

FAMTX

CDADP-FU-FA

a los 2 afios

26%
44%
52%
40%

64%

56%

40%
NS

Reseccion  Supervivencia Supervivencia
(RO) media
34 10 (29%) 18 meses
25 18 (72%) 15 meses
22 18 (82%) 18 meses
56 34 (61%) 15 meses
59 40 (68%) >4 anos
41 30 (73%) NS
42 31 (74%) 19 meses
42 32 (76%) 25 meses
27 18 (67%) 18 meses

44%

Recomendacion individualizada para estrategias de tratamiento adyuvante en pacientes con can-

cer gastrico que han recibido quimioterapia neoadyuvante ¢ para aquellos que se les ha practicado
reseccion primaria :

Neoadjuvant CTX
{12 weeks)

02 resection

and D2 resaction

Primary
resection
/// ‘-\H"'\-\‘
~ M“"\-\H
“'-._\_\_\_\_\_\_u’____.-’-# . i,
l‘.!!nEn!Enﬂdnr | [!-Hn:Endnr En-ﬁn:ungnr MHOHT and E-T: andfor M2 andlar
N2 andior No D2 resection Nz andfor LN-ralic < 0,2 = N1 and LN-ratic = 0.2
LN-ratio = 0,2 and LiN-ratlo = 0.2 and D2 resection no D2 resaction

and D2 resection

)

CTX CTX-RCTX RCTX Obsearvation CTX-RCTX CTx
(12 weeks) (12 weeks) (5 waeks) or (24 weeks) (24 weeks)
chservation
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Quimioterapia adyuvante para cancer gastrico no metastasico

La quimioterapia adyuvante se hace necesaria en pacientes de alto riesgo después de la cirugia.
Existen diferentes combinaciones con resultados dispares tales como el régimen consistente en
thiotepa 6 5-fluorodeoxiuridina; regimenes que contienen 5-FU/nitrosourea; 6 5-FU/mitomicina C
como el que consistié en 200 mg/dia de FU oral diario durante 1 afio y 6 mg/m” de MMC intrave-
nosa cada 4 semanas y repetido 4 veces; quimioterapia basada en mitomicina; regimenes que con-
tienen 5-FU/antraciclina y otros que contienen 5-FU, como el que consistio en 200 mg de FU
diario oral. Mas recientemente se ha incluido cisplatino a regimenes basados en 5-FU pero no se
ha observado beneficio. Lo mismo ocurre con la terapia adyuvante consistente en 2 ciclos de eto-
posido, doxorubicina y cisplatino (EAP) mas 2 ciclos de 5-FU y leucovorin (Régimen Machover).
El régimen consistente en cisplatino, epirubicina, leucovorin y 5-FU (PELF) redujo la mortalidad
pero no alcanzo significancia estadistica.

Para pacientes en estadio III, se valoraron los resultados obtenidos de la administracion de un
grupo control frente a quimioterapia consistente de una dosis unica de mitomicina C (20 mg/m2 el
primer dia) seguido por tegafur oral (400 mg, comenzando el dia 30 y continuando durante 3 me-
ses). La supervivencia en general, y la supervivencia tanto a los 2 afios como a los 5 afios, fue
favorable para el grupo que recibi6 la quimioterapia y la toxicidad fue tolerable.

Otro estudio de cinco afios de seguimiento fue el realizado a pacientes a los que se les adminis-
tré6 75 mg/m? de epidoxorubicina (EPI) el primer dia del tratamiento, y 200 mg/m’ de leucovorin
(LV) y 450 mg/m* de 5-FU desde el primer dia hasta el tercero, repetido cada 3 semanas durante 7
meses. La supervivencia media de los pacientes que se les practicé la cirugia solo fue de 18 meses
comparados a los 31 meses del grupo con quimioterapia (p<0,01). Algo mas toxico que el régi-
men descrito anteriormente con toxicidades de grado Il y I'V.

Existen numerosos metaanalisis de estudios con quimioterapia adyuvante.

Es posible la combinacion de quimioterapia adyuvante con inmunoterapia, combinada con ra-
dioterapia, la administracion de quimioterapia intraperitoneal, ¢ la administracion de radioterapia
adyuvante como alternativas a la quimioterapia adyuvante clasica.

Un ejemplo de quimioradioterapia es el estudio del Grupo Oncologico SWOG que consistio en
un ciclo de 425 mg/m* de 5-FU diario y 20 mg/m” de leucovorin durante 5 dias consecutivos, se-
guido 1 mes mas tarde por radiacion a una dosis de 4500 cGy en 25 fracciones dados con 400

mg/m*/dia de 5-FU y 20 mg/m”/dia de leucovorin de los dias 1 al 4 y los Gltimos 3 dias de radio-
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terapia sola (del dia 23 al 25). Un mes después de completar la radiacion, se administraron 2 ci-
clos adicionales de quimioterapia con 425 mg/m’ de 5-FU y 20 mg/m” de leucovorin, diariamente
durante 5 dias distribuidos 1 ciclo cada mes, mejorandose la supervivencia. Los autores aconseja-
ron esta combinacion a todos los pacientes con alto riesgo. Es el régimen mas toxico de los des-
critos hasta ahora con un 41% de toxicidad de grado III y un 32% de toxicidad de grado IV.

Los tratamientos a aplicar dependerdn del estadio del tumor primario. La invasioén de la capa
subserosa por el tumor se considera el limite entre pacientes de alto y bajo riesgo. Tumores que
invadan la muscularis propia se caracterizan por un buen prondstico.

No existe recomendacion para el uso de quimioterapia adyuvante en pacientes en estadios tem-
pranos de la enfermedad.

Debido a que una elevada proporcion de pacientes (hasta un 50%) después de la cirugia desarro-
llan carcinomatosis peritoneal, es frecuente el uso de terapia intraperitoneal, basadas en regimenes
que contienen cisplatino, mitomicina 6 5-FU, con los que no siempre se obtienen resultados satis-
factorios (en caso de metastasis peritoneal instaurada, muchas veces es debido a que estos pacien-
tes tienen peor estado general, con la ingesta oral afectada y complicaciones tales como obstruc-
cion intestinal e hidronefrosis, que pueden prolongar la eliminacion de los agentes con la conse-

cuente toxicidad).

RESUMEN EN EL TRATAMIENTO DE CANCER GASTRICO NO METASTASICO

En conclusion, dependiendo del estadio del cancer, las opciones de tratamiento seran diferentes:

— Estadio I: TINOMO y TINIMO: estadios tempranos del cancer gastrico; T2ZNOMO:

e GT (gastrectomia total) si la lesion est4 en el cuerpo 6 en el estdbmago proximal,
esofagectomia distal si la lesion afecta a la union cardioesofagica.

o GST (gastrectomia subtotal) si la lesion sale desde el antro.

e GT si el tumor envuelve al tumor difusamente.

¢ Se recomienda una linfadenectomia D1.

e [a endoscopia de la mucosa 6 la laparoscopia para tumores de la mucosa se estan

investigando.
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¢ [os tratamientos después de la cirugia (quimioradioterapia, quimioterapia) no

estan recomendados.

— Estadio II: TIN2MO, T2N1MO0, T3NOMO:

e GT si la lesion estd en el cuerpo 6 en el estdmago proximal;
esofagectomia distal si la lesion afecta a la union cardioesofagica.

o GST si la lesion sale desde el antro.

o GT si el tumor envuelve el estomago difusamente.

¢ Se recomienda una linfadenectomia D1 con al menos 15 ganglios linfaticos
extirpados. Se debe considerar una linfadenectomia D2 cuando se sospeche la
existencia de ganglios N2 positivos.

¢ Se puede considerar el tratamiento con quimioterapia adyuvante (regimenes
basados en terapias con 5-FU) en canceres con ganglios linfaticos positivos.

¢ Se puede aplicar quimioradioterapia después de la cirugia en pacientes con
linfadenectomia DO.

e La terapia neoadyuvante se esta investigando.

— Bstadio I1I: T2ZN2MO0, T3N1MO, T3N2MO0, T4ANOMO :

e GT si la lesion estd en el cuerpo 6 en el estdmago proximal;
esofagectomia distal si la lesion afecta a la union cardioesofagica.

o GST si la lesion sale desde el antro.

o GT si el tumor envuelve el estomago difusamente.

¢ Se recomienda una linfadenectomia para la mayoria de pacientes en estadio I11
en que hay una sospecha de ganglios N2; de otra manera se ha de considerar una
linfadenectomia D1.

¢ Quimioterapia adyuvante (regimenes basados en 5-FU).

¢ Quimioradioterapia después de la cirugia para pacientes DOy D1.

¢ Terapia neoadyuvante (preoperativa) para cancer gastrico avanzado inoperable.
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¢ Todos los pacientes con canceres en estadio III son candidatos para regimenes

adyuvantes y neoadyuvantes.

— Estadio IV MO: T1-3N3MO0, T4N1-3MO0:

¢ Gastrectomia radical con extirpacion de los 6rganos involucrados adyacentes.

e Se recomienda una linfadenectomia D2-3.

e Puede ser considerada quimioterapia adyuvante (regimenes basados en 5- FU) en
canceres con ganglios linfaticos positivos.

¢ Quimioradioterapia después de la cirugia.

¢ Se puede considerar quimioterapia preoperativa para cancer gastrico avanzado
inoperable.

e Todos los pacientes con estadio IV MO son candidatos para terapias adyuvantes y
neoadyuvantes.

¢ Quimioterapia sistémica aplicable a enfermedad metastésica.

Cabe comentar que la quimioradioterapia es una nueva posibilidad para la terapia adyuvante en
el cancer gastrico. La supervivencia es similar al tratamiento con TG-MMC pero ésta ultima es
mas facil de administrar y es bien aceptada por los pacientes. Datos sobre los lugares de recaida
mostraron que la quimioradioterapia redujo las recurrencias locales en un 10%, las recurrencias
regionales (carcinomatosis abdominal) en un 7% y metastasis distantes en un 15%. La radiotera-
pia adyuvante se ha comprobado que previene las recaidas locales pero no las regionales ni las

metastasis distantes. Estos dos hechos se pueden prevenir mediante la quimioterapia.

Quimioterapia adyuvante para cancer gastrico metastasico

5-FU sigue siendo el citotoxico mas ampliamente utilizado, sélo ¢ en combinacidon con otros
farmacos. Su administracion en monoterapia alcanza sobre un 20-30% de tasa de respuesta en
forma de inyecciones intravenosas en bolo ¢ bien como infusion continua. Sus efectos adversos
mas destacables son mucositis, diarrea, mielosupresion y, cuando fue usado como infusion conti-

nua, puede dar lugar al sindrome de la mano-pie (“hand-foot syndrome™).
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Otros agentes activos en monoterapia usados en el tratamiento del cancer géstrico son la mito-
micina C, las antraciclinas (doxorubicina, epirubicina), cisplatino 6 etopdsido con unas tasas de
respuesta que oscilan del 6-30%. Se han identificado nuevos agentes activos en cancer gastrico
metastasico tales como los taxanos, paclitaxel y docetaxel, irinotecan, UFT, aunque generalmente
la terapia con un Unico agente como tratamiento no presenta ventajas frente a la combinacion de

varios antineoplasicos.
Los regimenes en politerapia que se utilizan son los siguientes:
— Régimen ECF:
5-FU se administro en infusién continua i.v. en dosis de 200 mg/m?/dia llevando una bomba
portatil durante 6 meses. Ademas, epirubicina i.v. en dosis de 50 mg/m”y cisplatino i.v., en

dosis de 60 mg/m” cada 3 semanas en un maximo de 8 ciclos, durante 24 semanas. La toxi-

cidad observada fue alopecia, neutropenia y nauseas y vomitos.
— Régimen DCF:
Docetaxel en dosis de 75 mg/m” el primer dia; cisplatino con 75 mg/m? el dia 1; y 5-FU,

750mg/m*/dia i.v. en infusién continua de los dias 1-5, cada 3 semanas. Se vio toxicidad

hematolégica con neutropenia de grado 3-4 y neutropenia febril, estomatitis y diarrea.

— Régimen PELF:
Cisplatino en una dosis de 40 rng/rn2 los dias 1,5; epirubicina, 30 mg/m2, los dias 1,5; 6S-
leucovorin, 250 rng/rn2 en bolus 1.v. del dia 1-4; 5-FU, 300 rng/m2 en bolus i.v., de los dias
1-4; los ciclos se repiten cada 3 semanas. Se ha observado con este régimen, toxicidad hema-
tologica de grado 1-2, nauseas y vomitos, estomatitis y diarrea.

— Régimen PELF semanal:

Administracién semanal de cisplatino, 40 mg/m*; 35 mg/m” de epirubicina; 250 mg/m’ de
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6S-leucovorin; 500 mg/m* de 5-FU; 1,5 g/m* de glutation el primer dia, seguido por 5pg/Kg
de filgrastim subcutaneo de los dias 2-7. Un ciclo de este régimen consistio de 8 tratamien-
tos de una semana. Se dio toxicidad grave consistente en anemia, neutropenia, trombocito-

penia 6 mucositis y una elevada tasa de respuesta.

— Régimen FOLFOX:

100 mg/m? de oxaliplatino y 400 mg/m? de leucovorin, administrado simultaneamente en
infusioén i.v. de 2 horas, seguido por un bolus de 400 mg/m’ de 5-FU durante 10 minutos y
una infusién continua de 3000 mg/m’ de 5-FU durante 46 horas. La toxicidad observada fue

neutropenia, trombocitopenia, anemia y neuropatia periférica debida al oxaliplatino.
— Régimen PF:
Infusién continua i.v. de 1g/m*/dia de 5-FU durante 5 dias consecutivos e infusién de 1 hora

de 100 mg/m” de cisplatino. Los ciclos se repiten cada 4 semanas. Es un régimen poco utili-

zado. Las toxicidades principales son neutropenia, vomitos y nauseas y mucositis.

— Régimen FAMTX:

Metotrexato i.v. de 1500 mg/m?, seguido por 1500 mg/m’ de 5-FU una hora més tarde el
primer dia y 30 mg/m? de doxorubicina i.v. el dia 15. Los ciclos se repiten cada 29 dias. La

principal toxicidad es la neutropenia.
— Régimen ELF:
Infusion i.v de 300 mg/m? de leucovorin durante 10 minutos, seguido rapidamente por 120

mg/m” de etopdsido i.v. durante 50 minutos, seguido por 500 mg/m” de bolus de 5-FU

durante 3 dias consecutivos. Este ciclo se repite cada 3 semanas.

— Régimen FAM:
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600 mg/m” i.v. de 5-FU los dias 1, 8, 29 y 36; 30 mg/m”i.v. de doxorubicina los dias 1y 29;
y 10 mg/m* de mitomicina el dia 1. Este ciclo se repite cada 8 semanas. Fue muy utilizado

en la década de los 0.

De los regimenes citados, la tasa de respuesta y la supervivencia para FAMTX fue muy supe-
rior que para FAM, con toxicidades similares. Para disminuir la toxicidad, se pens6 en adminis-
trar el régimen ELF, recomendado sobre todo en pacientes de edad avanzada 6 en pacientes con
riesgo cardiaco pudiéndose presentar en algunos casos, mielosupresion.

Son habituales también tratamientos combinados con cisplatino.

La combinacion de etoposido, doxorubicina y cisplatino (EAP) presentd una actividad similar a
FAMTX, pero fue mas toxica que esta ultima.

Régimen de 5-FU y cisplatino (PF) mostré mejor tasa de respuesta que aquel que solo llevaba
5-FU 6 el régimen FAM.

En otro estudio se compar¢ el régimen basado en cisplatino, epirubicina y etoposido (EEP) con
5-FU, epirubicina y cisplatino (FEP), con tasas de respuesta muy similares.

Se vio una escasa eficacia clinica con tasas de respuesta modestas cuando se compararon ELF 6
PF con FAMTX.

El régimen ECF mostr6é mejor tasa de respuesta, mayor supervivencia, mayor intervalo libre de
enfermedad y mejor y més larga calidad de vida que FAMTX.

Sustituyendo epirubicina por mitomicina (régimen ECF por MCF), se comprobd que ambos
tenian similar supervivencia, tasa de respuesta e intervalo libre de enfermedad pero la calidad de
vida era superior con epirubicina (ECF).

Comparando los regimenes FAM y PELF, éste Gltimo mostré mayor toxicidad no hematoldogica
que el primero aunque también mayor tasa de respuesta.

Entre PELF y FAMTX, la mayor tasa de respuesta fue para el primero, siendo similares el
tiempo de progresion, la duracién de respuesta, la supervivencia y la toxicidad exceptuando las
nauseas y vomitos y diarrea que fueron mas severas en el régimen PELF y la mucositis que fue
mas acentuada en el grupo con FAMTX.

Se han incorporado nuevos farmacos en el tratamiento del cancer géstrico, tales como irinotecan
6 docetaxel.

Los taxanos docetaxel y paclitaxel inhiben la despolimerizacion de los microtiibulos y presentan

moderada actividad frente al cancer gastrico.
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El oxaliplatino es un agente alquilante que inhibe la replicacion del DNA formando aductos
entre dos guaninas contiguas 6 entre una molécula de adenina y una de guanina. El régimen basa-
do en la combinacion de oxaliplatino, 5-FU y acido folinico mostrd una buena tasa de respuesta y
eficacia. La combinacion de irinotecan/LVSFU2 (leucovorin y 5-FU segun Gramont) mostré me-
jor tasa de respuesta que cisplatino/LV5FU2 6 LV5FU2 so6lo. Entre DCF (docetaxel, cisplatino y
5-FU) y CF (cisplatino y 5-FU), el primero mostré mejor tasa de respuesta y mejor supervivencia
que el segundo.

Un régimen parecido a éste es el que estd compuesto por docetaxel, 5-FU y leucovorin., entre
75 y 100 mg/m” de docetaxel en una infusion intravenosa de 1 hora el primer dia cada 28 dias.
Los pacientes ademds, recibieron 5-FU (1800 mg/m®) y leucovorin (500 mg/m?), por infusion
intravenosa continua durante 24 horas, los dias 1, 8 y 15 cada 28 horas. Se realizaron 2 ciclos. Se
vio beneficio en pacientes con cancer gastrico avanzado y buena tolerancia. La principal toxicidad
fue la neutropenia.

En Europa hay otro estudio con oxaliplatino usado en combinacioén con epirubicina y capecita-
bina. Los pacientes fueron asignados a uno de los siguientes regimenes: ECF (epirubici-
na/CDADP/ FU), EOF (epirubicina/oxaliplatino/5-FU), ECX (epirubicina/CDADP/capecitabina)
y EOX (epirubicina/ oxaliplatino/capecitabina). Las tasas de respuesta fueron del 31%, 33%, 35%
y 52%, respectivamente.

Dependiendo del avance de la enfermedad, se ha de individualizar el tratamiento, considerando
la necesidad de iniciar tratamiento de quimioterapia 6 por el contrario, desechando tal posibilidad
y empezar con tratamientos paliativos por el estado avanzado del proceso neoplésico. Lo que si
esta claro es que en pacientes en que todavia la quimioterapia puede ser eficaz, la supervivencia

sera mayor después de su administraciéon y no sélo con los cuidados paliativos.

1.4.1. TRATAMIENTO CON 5-FU

En el centro donde se lleva a cabo el estudio existe una amplia experiencia en el estudio de
quimioterapia adyuvante para cancer gastrico, primero con mitomicina séla y después con mito-
micina mas el derivado de 5-FU, Tegafur.

Si bien existen tratamientos estandarizados, ha habido una evolucién en cuanto al tratamiento
adyuvante asi como un perfeccionamiento en las técnicas de cirugia y en la habilidad por parte de

los cirujanos. En un estudio que se realizd con 426 pacientes desde 1975 a 2002 y en el que se
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dividieron en dos grupos por periodos de tiempo en que se llevo a cabo el tratamiento (antes de
1990 y otro teniendo en cuenta a partir de 1990) se comprobd como la supervivencia habia au-
mentado por tratamientos mas adecuados y efectivos (gastrectomia parcial y linfadenectomia D1
con ensayos clinicos como quimioterapia adyuvante ¢ sin tratamiento adyuvante frente a gastrec-
tomia total y linfadenectomia D2 con tratamiento adyuvante a base de 4 ciclos de mitomicina C,
10-20 mg/m” iv 6 MMC y 500 mg/m” de tegafur durante 6 meses). Este hecho se hizo mas patente
para pacientes en estadio I Y IIIA y pacientes con nddulos linfaticos positivos.

Algunos polimorfismos actuan a nivel de metabolismo del 5-fluorouracilo. Para llegar a enten-
der el mecanismo de intervencion y sus consecuencias en la efectividad del tratamiento y posible
toxicidad, primero pasaremos a describir las rutas en que participa el 5-FU, para después ver a
qué nivel acttian los polimorfismos hallados hasta el momento y, en concreto los que son objeto

de nuestro estudio.
Estructura quimica

La molécula de 5-FU se trata de una molécula de uracilo en la que en la posicion 5 existe un

atomo de fluor.
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Estructuras quimicas del uracilo y 5-fluorouracilo
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Mecanismo de accién

Se trata de una pequefia molécula con un pKa (8.0) de la que, en principio, se esperaria una
buena absorcion y biodisponibilidad. Sin embargo, tiene una absorcion irregular cuando se admi-
nistra por via oral. Los niveles de plasma del FU son bastante impredecibles después de la admi-
nistracion oral con marcadas diferencias inter e intraindividuales debido a la actividad variable
del enzima DPYD, especialmente en la mucosa gastrointestinal, por lo tanto, no tan s6lo entre
diferentes pacientes con la misma dosis sino en un mismo paciente después de la administracion
de diferentes ciclos de terapia basada en FU. Esta biodisponibilidad se ha visto que puede ir de un
0% aun 80% y que puede estar influida también por los ritmos circadianos.

Las variaciones observadas en el aclaramiento del 5-FU, en la respuesta del tumor y la toxici-
dad, se puede explicar en parte por diferencias genéticas en las concentraciones de DPYD.

El FU ha llegado a ser uno de los firmacos anticdncer mas ampliamente utilizados en diferentes
neoplasias tales como las de colon, mama, piel, y cabeza y cuello.

A pesar de la extensa experiencia clinica con FU y su efectiva actividad antitumoral, quedan
muchas cuestiones sobre el Optimo uso de este agente, sobre todo en lo referente a la toxicidad de
¢éste, las modestas tasas de respuesta del farmaco solo, la amplia variabilidad farmacocinética in-
ter/intrapacientes y los inciertos factores bioquimicos responsables del metabolismo del FU. A lo
largo de los afios, los investigadores han introducido diferentes métodos para intentar mejorar el
indice terapéutico de esta farmaco, incluyendo la modulacién con leucovorin y otros agentes y
varios esquemas de administracion. El mejor entendimiento de la farmacologia clinica y bioqui-
mica del 5-FU y otras pirimidinas han facilitado la aparicion de nuevas estrategias para conseguir
buenos resultados terapetticos con estos agentes.

El 5-FU esta sujeto a anabolismo y catabolismo. La actividad citotoxica del 5-FU depende de su
anabolismo, que ejerce sus efectos a través de la inhibicion de la actividad de la timidilato sintasa
6 la incorporacion a RNA y/6 DNA. Por catabolismo del 5-FU, éste es enzimaticamente inactiva-
do reduciéndose el anillo de pirimidina a 5,6-dihidrofluorouracilo por el enzima dihidropirimidina
dehidrogenasa (DPYD), el enzima inicial y limitante y que, eventualmente resulta en la formacion
de un metabolito neurotdxico con una larga vida media (t;, = 33 h), la a-fluoro-B-alanina
(FBAL). Se ha demostrado que, aproximadamente el 85% del 5-FU administrado, se degrada a
través de la ruta catabolica en el higado y en tejidos extrahepaticos, mientras que, un 10% se ex-

creta por el rifion. Parece ser que variando las concentraciones de DPYD en humanos se puede
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ver afectada la biodisponibilidad del 5-FU y explicar las diferentes respuestas a éste en pacientes
con cancer. Los productos del catabolismo del 5-FU se han asociado a toxicidad del 5-FU, que
incluyen neurotoxicidad, al acelerarse su descomposicion, y resultando en resistencia a este tra-
tamiento. Se ha demostrado que DPYD no ha mostrado ninguna correlacién con factores clinico-
patologicos [18].

El mecanismo de accioén antitumoral del 5-FU es una consecuencia de la formacion del 5-
fluoro-2’-deoxiuridina-5"-monofosfato (FAUMP) que previene la formacion de la deoxitimidina
monofosfato (ATMP) a partir de la deoxiuridina monofosfato ({UMP) por inhibicion del enzima
TS (TS) y, en ultima instancia, inhibe la sintesis de DNA. Ademas, el anabolismo del 5-FU a
fluorouridina-5"-trifosfato (FUTP) resulta en la incorporacion de ese metabolito en el RNA, resul-
tando en la formacion de un RNA aberrante. Una vez que el 5-FU se ha catabolizado, es incapaz
de ejercer el efecto antitumoral al no estar biodisponible. Las concentraciones de DPYD determi-
nan la cantidad de 5-FU anabolizado a metabolitos activos.

El descubrimiento de la importancia del DPYD en el metabolismo del 5-FU anim6 a continuar
con el estudio de este enzima, resultando en el desarrollo de varios compuestos administrados
oralmente que inhiben 6 aumentan la actividad de la DPYD. Estos agentes, cuando se combinan
con el 5-FU tienen el potencial de incrementar la eficacia de éste y reducir ciertas toxicidades,
ofreciendo mayor facilidad de administracion, a la vez que pueden ofrecer comodidad y una re-
duccion en el coste.

El FU en el tratamiento anticancer se administra como tal ¢ en forma de profdrmaco, transfor-
mandose en la farmaco activa, normalmente una parte en el higado y en el lugar de accion, que
sera la que nos interesara para su actividad terapéutica (ademas de distribuirse a otros tejidos 6
eliminarse).

Hasta recientemente, el régimen standard para el tratamiento con FU era 400-600 mg/m” admi-
nistrado por bolus intravenoso (i.v.) una vez a la semana durante seis semanas, 6 durante 5 dias
consecutivos cada 4 6 5 semanas. Sin embargo, debido a que la t;» del FU es baja (de 5 a 20 mi-
nutos), las células del tumor estan expuestas al principio activo durante un corto tiempo. El desa-
rrollo de mecanismos de acceso venoso y bombas de infusion portables ha permitido la infusion
continua de FU durante periodos prolongados, con el objetivo de prolongar la exposicion de las
células al farmaco y asi conseguir una mayor actividad.

La toxicidad de FU es dosis-dependiente. Se han observado toxicidades severas, incluyendo la

muerte, en pacientes que eran deficientes en DPYD. Para el régimen en bolus 6 después de la
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terapia con 5-FU en pacientes deficientes en DPYD, la toxicidad incluyé mielosupresion, mucosi-
tis oral y molestias gastrointestinales tales como diarrea, nauseas, vomitos...debido a la fosforila-
cion del FU a FUMP por el enzima OPRT en el tracto digestivo en la via anabdlica. Para pacien-
tes con una deficiencia homocigodtica en DPYD tienen elevado riesgo de desarrollar toxicidad
severa al 5-FU a causa de una marcada reduccion en el aclaramiento. La vida media (t;) del 5-
FU en pacientes deficientes en DPYD es larga (> 2,5 h vs 8-22 min.) y estos pacientes excretan
hasta un 90% de la dosis por orina. Pacientes con concentraciones de DPYD < 6 = 0,1
nmol/min/mg de proteina parecen estar predispuestos a toxicidad severa del 5-FU y pueden re-
querir reduccion en la dosis de este agente. Para el régimen en infusion continua, las reacciones
toxicas incluyeron el sindrome “hand-foot” (HFS, dolor dérmico en manos y pies) en la mayoria
de los casos, y menor toxicidad hematoldgica y gastrointestinal [19].

Se puede observar también cardiotoxicidad y neurotoxicidad durante el tratamiento con FU (2-
5% de los casos), pero los sintomas desaparecen cuando se detiene el tratamiento y la reanudacion
del tratamiento con dosis mas bajas es normalmente bien tolerado.

El tratamiento por infusion continua i.v. presenta, ademads, ventajas comparado al tratamiento
por bolus i.v. con respecto tanto a la tasa de respuesta como a la toxicidad, aunque la superviven-
cia no es mejor. A pesar de estos beneficios, la naturaleza compleja del tratamiento (la necesidad
de bombas de infusion continua), su alto coste y otros riesgos afiadidos hacen que sea poco utili-
zado y el tratamiento convencional sea por bolus i.v.

Para incrementar la actividad del FU, se ha propuesto la utilizacion de moduladores bioquimi-
cos. Un modulador bioquimico es un agente farmacoldgico destinado a aumentar el efecto biolo-
gico de un determinado farmaco, incrementando selectivamente la accion antitumor 6 protegiendo
al huésped selectivamente. Un modulador para el FU puede actuar a dos niveles: 1° sobre las vias
anabolicas incrementando selectivamente la actividad antitumor, 6, 2° sobre el catabolismo para
aumentar la biodisponibilidad del principio activo asi como minimizar los efectos toxicos. Se ha
visto que el mas eficiente durante el tratamiento con FU es la sal calcica del 4cido folinico, tam-
bién denominada leucovorin (LV). EI LV actua sobre el anabolismo del FU. Es una fuente intra-
celular de folatos reducidos que estabiliza el complejo ternario que ellos forman con la TS y el
FAdUMP, ademés de incrementar y prolongar la inhibicién de TS y asi incrementar la eficacia de
la fArmaco.

Una vez la molécula de 5-FU se encuentra en el lugar de accion (Farmacodinamia), penetra en

la célula tumoral, atravesando la membrana celular. En el citoplasma celular, el 5-FU sigue dos
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rutas metabolicas: una ruta anabolica, responsable de la formacion de los metabolitos activos del
5-FU (20%) y una ruta catabdlica, por la que el 80% del 5-FU restante es degradado por enzimas
especificos y que es idéntica a la que siguen el uracilo y la timina.

El anabolismo del FU es bastante complejo, con varias reacciones paralelas, idénticas a las vias
de novo seguidas por el uracilo [20]. El 5-FU puede seguir tres vias diferentes interconectadas
entre ellas: 1) Una de ellas esta catalizada inicialmente por la timidina fosforilasa (TP) dando lu-
gar a la 5-fluoro-2"-deoxiuridina (FdUrd); 2) Una segunda via, que da lugar a la 5-fluorouridina
(FUrd) mediante el enzima uridina fosforilasa, que mediante una uridina-quinasa, da lugar a 5-
fluorouridina-5"-monofosfato (FUMP); y 3) Una tercera via, catalizada por la orotato fosforibosil
transferasa (OPRT) que también da lugar al 5-fluorouridina-5"-monofosfato (FUMP) con uso
preferencial de esta via y relacionandose con una sensibilidad mayor a 5-FU en lineas celulares de
cancer humano [21]. Por lo tanto, la via 2 y 3 desemboca en la formacion de una molécula comun
(FUMP) y a partir de aqui siguen una via comun.

El metabolismo del 5-FU por la timidina fosforilasa (TP) resulta directamente en la produccion
de deoxiribonucledsido [22]. Sin embargo, una elevada expresion intratumoral de TP ha sido aso-
ciada frecuentemente con una falta de respuesta a quimioterapia del 5-FU. La correlacion inversa
entre la respuesta quimioterapica al 5-FU y la expresion de TP se debe probablemente a dos cau-
sas: (1) TP es importante en la angiogénesis y su expresion es elevada en tumores agresivos; (2)
La actividad enzimatica de TP es reversible y ademés puede deglicosilar FdU. La actividad de
deglicosilacion de TP y su elevada expresion en tumores agresivos se utilizé en tratamientos con
profarmacos para llevar el 5-FU especificamente a las células del tumor. Las profarmacos capeci-
tabina y tegafur son dos ejemplos de profarmacos disponibles oralmente que requieren TP para su
actividad. La TP, ademas, se ha visto que tiene una alta homologia con el factor de crecimiento
endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF). Se ha demostrado que esta correlacionado con la
profundidad en la invasion del tumor y con la invasion venosa y linfatica. Siguiendo esta primera
via, a partir del FdUrd, mediante la timidina quinasa, da lugar al 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-
monofosfato (FAUMP), un inhibidor de la timidilato sintasa (TS) al formar un complejo ternario
FdUMP-timidilato sintasa-folato. La timidilato sintasa es un enzima necesario para la sintesis de
DNA, con lo que se detendra la produccion de DNA. TS ha sido presentado como un oncogen
cuya sobreexpresion causa transformacion a fenotipo maligno. Por ello, pacientes con baja expre-
sion del gen 7S en tumores sobrevivieron durante mas tiempo que aquellos que tenian una eleva-

da expresion. TS ha mostrado una correlacion significativa sdlo con la invasion venosa. También
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se ha visto que, la inhibicién de TS que sigue al tratamiento con 5-FU continua con induccion de
TS. La inducciéon de TS resulta de una regulacion translacional del gen. TS es una proteina de
union al RNA y se une a su propio RNA asi como al RNAm de otras proteinas, que incluyen el
p53. La unién del metabolito inhibitorio de TS, FAUMP, altera la afinidad de TS por el RNAm y
resulta en la expresion elevada de TS.

Siguiendo la cascada comun para la via 2 y 3, por un lado la 5-fluorouridina-5"-monofosfato
(FUMP) puede seguir dos fosforilaciones sucesivas. Bajo la accion de la pirimidina monofosfato
quinasa, el FUMP se transforma en 5-fluorouridina-5"-difosfato (FUDP) y éste en 5-fluoroiridina-
5’-trifosfato (FUTP) por el enzima pirimidina difosfato quinasa, que se incorpora en el RNA, en
vez del uridina-5’-trifosfato (UTP). EI FUTP también se puede conjugar con azticares dando un
complejo bajo la accion de la UDP glucosa (6 N-acetilglucosamina) fosforilasa.

Otra posibilidad es, en vez de seguir la FUMP las dos fosforilaciones sucesivas, que solo se
produzca una, formandose la 5-fluorouridina-5’-difosfato (FUDP). En este punto, la ribonucle6ti-
do reductasa dehidroxila la ribosa de este compuesto en posicion 2° para dar 5-fluoro-2'-
deoxiuridina-5-difosfato (FAUDP). FAUDP también se forma por la fosforilacion de la FAUMP
proveniente de la primera via por la pirimidina monofosfato quinasa. Todas estas reacciones son
reversibles por lo que se daran tanto en un sentido como en el otro. FAUDP puede ser fosforilado
a 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5"-trifosfato (FAUTP) por la pirimidina difosfato quinasa. La FAUTP
actiia entonces como un sustrato de DNA polimerasa y puede ser incorporado en el DNA alteran-
do su estructura, poniendo freno al desarrollo del cancer.

En la cascada de reacciones anabodlicas que se producen una vez que ha penetrado el 5-
fluorouracilo en la célula, y que provocaran la incorporacion al DNA, la incorporacion al RNA 6
la inhibicion de la sintesis de DNA al inhibirse la timidilato sintasa se pueden dar algunos poli-
morfismos que seran determinantes a la hora de la actuacion del farmaco. Uno de los enzimas que
puede verse afectado por polimorfismo en uno 6 en los dos alelos es la timidina fosforilasa (TP),
en la primera reaccion que se da en una de las vias anabdlicas del FU, que convierte éste en 5-
fluoro-2"-deoxiuridina (FdUrd). Otro de los enzimas que puede verse involucrado en la existencia
de estos polimorfismos es la uridin fosforilasa que provoca el paso del Fluorouracilo a 5-
fluorouridina (FUrd) en la segunda via del anabolismo del FU y también el orotato fosforibosil
transferasa (OPRT) que da lugar al 5-fluorouridina-5"-monofosfato (FUMP) a partir del FU en la
tercera de las vias. La ribonucleotido reductasa también puede sufrir polimorfismo. Este enzima

es comun para las tres vias y participa en una reaccion reversible que forma S5-fluoro-2’-
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deoxiuridina-5"-difosfato (FAUDP) a partir de 5-fluorouridina-5’-difosfato (FUDP) 6 viceversa.
El ultimo polimorfismo que se ha descubierto hasta el momento en la cascada de reacciones del 5-
FU es el que puede darse en el enzima timidilato sintasa (TS), cuya inhibicion por el derivado
uridinico 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5"-monofosfato (FAUMP), ademas, evita la sintesis de novo de
DNA.

La existencia de polimorfismos en cualquiera de los genes que codifican para estos enzimas
provocara variacion de la actividad de éstos, con lo que se estaran bloqueando 6, por contrario,
favoreciendo los pasos para la formacion de metabolitos activos que actuen sobre la célula tumo-
ral, aunque, al tratarse todas, de reacciones anabolicas reversibles, pueden seguirse otros caminos
alternativos para conseguir el objetivo del tratamiento en caso de bloqueo de la via.

Mediante la ruta catabdlica del FU, éste es degradado en un 80% de su concentracion. El primer
paso de esta degradacion ocurre muy rapidamente. Bajo la accion de la dihidropirimidina dehi-
drogenasa (DPYD) y, en presencia de la forma reducida de la nicotinamida adenina dinucleé6tido
fosfato (NADPH), el FU es reducido a 5,6-dihidro-5-fluorouracilo (FUH2). Mediante el enzima
dihidropirimidinasa, se produce la hidrdlisis del anillo de pirimidina entre las posiciones 3 y 4
para dar el acido a-fluoro-B-ureidopropiénico (FUPA). Una tercera reaccion conduce a la forma-
cion de a-fluoro-B-alanina (FBAL), el mayor catabolito del FU, por la liberacion concomitante
del amoniaco del nitrégeno en posicion 3 y didxido de carbono del carbon 2 del anillo de pirimi-
dina, que puede dar lugar a neurotoxicidad sistémica. La urea se forma por el ciclo de la urea des-
de el i6n amonio (NH4) y el dioxido de carbono (CO2).

La mayoria de los esquemas catabodlicos del FU se detienen en estos metabolitos, aunque recien-
tes estudios usando métodos analiticos mas sofisticados han identificado otros catabolitos del FU
incluyendo: un i6n F de la union C-F del FBAL mediante una alanina-glioxilato transferasa; el
N-carboxil-a-fluoro-B-alanina (CFBAL) derivado de la N-carboxilaciéon de FBAL en presencia
de iones bicarbonato (HCO3) (esta reaccion es un equilibrio); 3 conjugados de FBAL con acidos
biliares mediante la N-acilCoa transferasa y, por ultimo, dos metabolitos de FBAL por transami-
nacion: el acido 2-fluoro-3-hidroxipropanoico (FHPA) y fluoroacetato (FAC), se cree que por la

accion del enzima alanina transferasa.
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Por lo tanto, el FU puede actuar 1° incorporandose al RNA de la célula tumoral, 2° inhibiendo la
timidilato sintasa con lo que estaremos evitando la formaciéon de nuevo DNA y 3°, incorporandose
al DNA de la célula tumoral. También se cree que se produce una alteracion de la funcion de la
membrana de las células tratadas con FU debido a una disminucién en la sintesis de glicoproteina
por la formacién de FUDP-azucares y a su incorporacion en las membranas.

1° El 4&tomo de fluor que sustituye el &tomo de hidrogeno en la posicion 5 del uracilo es de tamaiio
comparable, y, durante la transcripcion, FUTP mimetiza el UTP que es reconocido por la RNA-
polimerasa. Esto da lugar a la incorporacion de FU en todas las clases de RNA.

2° El FAUMP es un inhibidor de la TS, que est4a envuelto en la sintesis de DNA. La TS es una
diana para los agentes citotoxicos ya que la timidina es el inico nucleo6tido precursor especifico
de DNA. En presencia del cofactor 5,10-metilentetrahidrofolato (MeTHF), que actia como un
donador de metilos, la TS y el 2’-deoxiuridina-5"-monofosfato (dUMP) forman un complejo ter-
nario que permite transferir un grupo metilo sobre el &tomo de carbono en posicion 5 del dUMP
para formar timidina-5"-monofosfato (dTMP). Después de la exposicion con FU y la formacion

adecuada de FAUMP, la transferencia del grupo metilo no se lleva a cabo debido a que el atomo
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de fluor en la posicion Cs del FAUMP esta mas fuertemente unido que el &tomo de hidrégeno, con
lo que la formacion de dTMP estara bloqueada, ademéas de disminuir la disponibilidad de la timi-
dina-5"-trifosfato (dTTP) para la replicacion y reparacion de la molécula de DNA. El stress geno-
toxico resultante de la inhibicion de la TS puede activar vias de muerte celular programadas.

3° El uracilo no es un normal constituyente del DNA y varios enzimas protegen el DNA de incor-
porar esta pirimidina: por un lado, la deoxiuridina trifosfato pirofosforilasa que hidroliza la 2’-
deoxiuridina-5’-trifosfato (dUTP) en dUMP; y por otro lado, la uracil-DNA-glicosilasa que reco-
noce y escinde el uracilo del DNA. Se cree que la FAUTP no es reconocida por el primer enzima,
con lo que no habré el paso a FAUMP, pudiéndose producir la incorporacion al DNA. Asimismo
se piensa que el segundo enzima no reconoce el FU y por lo tanto no lo escindira de las cadenas
de DNA.

No se conoce cual de estas vias predomina en tumores humanos. Es probable que varie entre
diferentes tipos de tumor y con diferentes modos y dosis de administracion de farmacos. Hoy dia
se cree que la exposicion prolongada a dosis bajas de FU conduce a la muerte celular sobre todo
por el mecanismo dirigido por la TS, mientras que la administracion de bolus de FU resulta en el
proceso mediado por el RNA de muerte celular.

La actividad del FU esté limitada por su rapida degradacion a FUH2 por la accion del enzima
citos6lico DPYD en un 80%. El resto pasa a formar metabolitos activos por anabolismo.

Se ha visto que existe una variabilidad considerable en la actividad de este enzima entre tejidos
normales y del tumor en un mismo paciente y entre diferentes pacientes. La biodisponibilidad de
FU, especialmente después de la administracion oral, es, ademas impredecible. En algunos casos,
la DPYD posee una fuerte actividad con lo que estara disponible una pequena cantidad de FU y
su eficacia serd, consecuentemente baja. Si, por el contrario, la DPYD posee una actividad débil,
los niveles de FU seran elevados y puede conducir a toxicidad por sobredosificacion.

Existen ademas, otros determinantes de la sensibilidad a FU. Entre éstos, la actividad de enzi-
mas envueltos en el anabolismo del FU (ademés de polimorfismos que se pueden dar en algunos
de los enzimas implicados en alguna de las tres vias: timidina fosforilasa, uridina fosforilasa, oro-
tato fosforil transferasa, ribonucleotido reductasa ¢ timidilato sintetasa); la disponibilidad de co-
factores necesarios para la activacion de FU (por ejemplo, el PRPP, cofactor necesario para el
paso de FU a FUMP, mediante el enzima orotato fosforibosil transferasa en una de las rutas ana-

bolicas); el nivel de actividad de la TS 6 de su expresion; el tamafio de folato reducido intracelu-
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lar y endogeno dUMP; la extension en la incorporacion en el RNA y del FAUTP en el DNA y la
actividad intratumoral de la DPYD.

Es conocido y ampliamente estudiado el polimorfismo que puede afectar al enzima DPYD, en
la primera reaccion del catabolismo del FU. Este polimorfismo (se han descubierto para diferentes
puntos de la secuencia de DNA. En nuestro trabajo, se han estudiado para dos cambios de base
concretos en dos posiciones de la secuencia del gen) provocaria pérdida parcial 6 total de la acti-
vidad del enzima, con la consecuente reduccion 6 eliminaciéon de metabolizacion del enzima y
acumulo del farmaco (FU) en el lugar de accion. Esto podria producir una mayor eficacia del

farmaco 6 exceder los niveles terapéuticos y provocar toxicidad.
Influencia de la CDA en el tratamiento con 5-FU

Los nucledtidos pirimidinicos son sintetizados ¢ bien de novo 6 por vias desde compuestos pirimi-
dinicos preformados [23]. Las vias pirimidinicas realizan dos funciones principales: una de ellas es
formar compuestos pirimidinicos para la sintesis de nucledtidos y otra, degradar y conducir a la ge-
neracion de compuestos que sirven como fuentes de carbono y nitrogeno. La citosina, la citidina y la
deoxicitidilato deaminasas pertenecen a la familia de enzimas que deaminan substratos mononucleo-
tidicos y estan envueltos en el mantenimiento de los nucledtidos pirimidinicos en la célula. Estos
enzimas catalizan la deaminacion hidrolitica irreversible de la citosina, citidina y deoxicitidina y

algunos de sus analogos utiles terapeuticamente a sus correspondientes derivados uridinicos:

+ M0 = + NH;

H20 g NH3

Hio =

Uridine

Cytidine
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Los residuos citidina/histidina y dos cisteinas intervienen en la unién del zinc en el lugar de accion,
un requerimiento para la actividad catalitica, y el residuo de glutamina en el movimiento de los pro-
tones durante la catalisis. La familia de enzimas de la CDA tiende a ser un complejo de varias sub-
unidades. Mientras, por ejemplo, el enzima en E. coli es un homodimero con dos sitios activos for-
mado por contribuciones desde cada monoémero, el enzima CDA humano forma un homotetramero
con subunidades de 16,2 kDa, cada una con un sitio activo. Se ha encontrado este enzima similar a la
CDA humana en el Bacillus subtilis de 58 kDa, con estructura de homotetramero con cuatro subuni-
dades idénticas de 14 kDa.

Ademas, este enzima tetramérico consiste en dos tipos de subunidades, M y H, que se pueden
combinar para dar 5 isoenzimas diferentes: Ma; M3H;; MoHo, M Hs; Hy [24].

El gen que codifica para la CDA se encuentra en el cromosoma 1p36.2-p35, tiene una longitud de
31 kb y consta de cuatro exones. Contiene 438 pares de bases que codifican para un polipéptido de
146 aminoécidos con una masa molecular de 16,2 kDa. Las uniones entre exén e intrén no soportan
dominios funcionales para la proteina a la que codifican, y la unién entre los exones 2 y 3 interrumpe
el dominio donde se encuentra el zinc, importante para la actividad catalitica del enzima. La region
5" del gen contiene un promotor dependiente de la orientacion y se caracteriza por la presencia de
lugares de unidn de factores de transcripcion. Todos los intrones comienzan con GT y acaban con
AG. Existe un largo intrén que supone casi la mitad de la longitud del gen y que separa el exon 1 del
2. El exo6n 4 codifica para la region terminal carboxilica de la proteina y para la region 3" del corres-
pondiente mRNA. Los aminoécidos importantes para la funcion catalitica se encuentran entre el
exon 1,2y 3.

Se ha sugerido que la expresion del CDA puede ser atribuible a la regulacion en el nivel transcrip-
cional. El promotor proximal del gen CDA contiene sitios de union para diferentes factores de trans-
cripcion que regulan la expresion del CDA in vivo y que tienen actividad en el promotor in vitro.

El enzima resultante cataliza la deaminacion de la citidina y deoxicitidina a uridina y deoxiuridina,
respectivamente. Ademas cataliza la deaminacion de los andlogos de citosina, agentes antineoplasi-
cos para el tratamiento de la leucemia, lo que da lugar a una pérdida de su funcidn citotdxica y anti-
tumor (resistencia al tratamiento). La actividad antileucémica depende de la fosforilacion por la deo-
xicitidina quinasa del agente antineoplasico. De hecho, lo que hace la CDA es deaminar e inactivar
la 1-B-D-arabinofuranosilcitosina (Ara-C) y la 5-aza-2’-deoxicitidina (Aza deoxi-C), que son dos
agentes anticancer usados muy habitualmente contra la leucemia. Por lo que niveles elevados del

enzima estan implicados en mecanismos de resistencia de la célula leucémica a Ara-C. Ocurre de
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forma similar para individuos infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (SIDA) que pre-
sentan resistencia a los andlogos de citosina. La manera de solucionar este problema es administran-
do inhibidores de la CDA.

El Ara-C biodisponible y que no ha sido degradado por el enzima CDA, no puede ser incorporado
en el DNA en su forma nativa. Como indica el siguiente esquema, y siguiendo el transporte intrace-
lular, la molécula de Ara-C se convierte en el compuesto activo citosina arabinodsido trifosfato (ara-
CTP) y transportado dentro del nucleo donde compite con el dCTP, molécula que participa en la
sintesis de DNA, con lo que esta sintesis se ve frenada y con ello la progresion de la leucemia. Las
células no malignas se ha visto que estan protegidas de los efectos de Ara-C a través de la transfe-
rencia viral de CDA en estas células, que es el efecto que queremos evitar en las células malignas
para evitar la resistencia a estos derivados por metabolizacioén de éstos y paso a metabolitos inactivos

frente a la patologia.

5
AraC A%  AraCMP — AraCDP — AraCTP
i I

AralUMP

nucleus

cyvtoplasma

Metabolismo celular de araC. AraC es transportado al citoplasma y fosforilado a los nucledtidos activos.
El agente es también deaminado a los metabolitos inactivos. 1. Deoxicitidina deaminasa. 2. citidina dea-
minasa. 3. 5'nucleotidasa. 4. deoxicitidilato quinasa. 5. nucleétido difosfato quinasas.

Se ha estandarizado que una unidad del enzima se define como la cantidad de enzima que cataliza
la deaminacion de 1 pmol de citidina por minuto a 37°C.

Los niveles mas elevados para la actividad enzimatica del CDA se encuentran en el bazo, el higa-
do, la placenta, la mucosa del intestino grueso y en el pulmén. Para la actividad del enzima, se re-

quiere zinc que se cree, juega un papel esencial en la catalisis uniendo y activando una molécula de
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agua. Ademads se piensa que se encuentra bajo la forma de un tetrdmero con cuatro subunidades
idénticas de aproximadamente 16 kDa cada una [25].

Una de las funciones que podria desempefiar la CDA, es la de ser utilizada en terapia contra el
cancer para proteger las células normales contra los efectos citotoxicos de los analogos de citosina.
Se ha visto que la CDA juega un papel importante en el metabolismo andlogos nucleosidicos citosi-
nicos antitumorales y antivirales que conducen a su inactivacion farmacolédgica. La deaminacion del
arabinosido de citosina, uno de los agentes quimioterapicos mas utiles usados en el tratamiento del
cancer, da lugar a una pérdida importante de actividad antineoplasica.

Las CDAs estan ampliamente distribuidas en los tejidos eucariotas. Se encuentran bajo control
alostérico y transcripcional. Se ha demostrado la induccion de la transcripcion en respuesta a la dife-
renciacion y al tratamiento con vitamina D3 e interferdn y. Se ha sugerido un papel importante de la
deoxicitidilato (dACMPD) en la replicacion del DNA por varias observaciones en que se ha visto alta
actividad en tejidos con elevada division, y en particular en la fase S de la mitosis. La dCMP deami-
nasa es el mayor abastecedor de dUMP para la TS. Por analogia, la CDA puede ser importante en
proveer substrato para la biosintesis de RNA. Ademas, la CDA humana (HCDA) es un potente in-
hibidor de crecimiento de las células formadoras de colonias de macréfagos.

Una de las funciones descritas importantes de la CDA, hemos comentado, es la de abastecer deo-
xiuridina 5’-monofosfato ({UMP) para la TS. Lo que hace es convertir el derivado citidinico deoxi-
citidina 5"-monofosfato (dCMP) en el derivado uridinico dUMP, substrato de la TS, que mediante
este enzima lo transforma en deoxitimidina 5'-monofosfato (d{TMP), necesario para la sintesis de
DNA. Por lo tanto, las implicaciones prondsticas en la expresion de la TS se puede atribuir al hecho
que esta asociada con la proliferacion celular (sintesis de DNA), ocurriendo su maxima expresion

durante la fase S del ciclo celular [26]:

dCMP citidina deaminasa . dUMP TS . dTMP---mmmmmmmee » SINTESIS DE
DNA

El 5-FU con que se ha tratado a los pacientes que presentan cancer gastrico y que son objeto de
nuestro estudio actia a diferentes niveles. Uno de ellos seria inhibiendo la TS. Con esta inhibicion se

estara evitando la transformacion del dUMP en dTMP y, por lo tanto la sintesis del DNA, en este
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caso tumoral. De esta manera estaremos consiguiendo frenar en cierta medida la progresion del can-
cer. A este hecho se puede unir que exista polimorfismo en el gen TS, que también impedira que se

produzca este paso ademas de la inhibicion por el FU:

timidina fosforilasa timidina quinasa
FU » FdUrd » FAUMP (2)
citidina deaminasa TS
dCMP » dUMP » dTMP---mmeeme—- » SINTESIS

DE DNA (1)

FU, 5-fluorouracilo; FdUrd, 5-fluorodeoxiuridina; FAUMP, 5-fluorodeoxiuridina 5 -monofosfato;
dCMP, deoxicitidina 5'-monofosfato; dUMP, deoxiuridina 5’-monofosfato; dTMP, deoxitimidina

5’-monofosfato.

La inhibicion de la TS en la transformacion de la molécula de dUMP en dTMP por el FU da lugar
a acumulacion de dUMP y de dUrd celular y extracelular. Al estar disminuida la produccion de
dTMP, también lo estara la de dTTP y, por lo tanto, de la molécula de DNA. También se ha visto un

efecto sobre la molécula de dCTP, con una disminucion en su concentracion.

dUMP _ \ ..
5-FU == 5. FAUMP = TS
DPD DHF
dTMP
Dihydro 5-FU (inactive) l
DNA
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Una de las enzimas claves para la sintesis de DNA es la TS. Polimorfismos en el gen que codifica
para la TS también han demostrado influir en la respuesta al tratamiento con 5- FU [27]. Varios es-
tudios han demostrado que, tanto el mRNA TS como los niveles de proteina estdn inversamente re-
lacionados con la respuesta antitumoral (para niveles elevados de 7, tanto su RNAm como el enzi-
ma resultante de la traduccion responsable de una de las reacciones intermedias que daran lugar a la
sintesis de DNA, estaran relacionados con un peor prondstico de la enfermedad y con peor respuesta
al tratamiento) asi como la supervivencia en pacientes con cancer colorectal avanzado siendo infe-
rior si la expresion de TS es elevada. La expresion de TS esta controlada por un polimorfismo. Este
polimorfismo se caracteriza por un nimero determinado de “tandem repeats” de una secuencia de 28
pares de bases en la region 5 del promotor del gen (7SER). Se han descrito alelos conteniendo dos,
tres, cuatro, cinco y nueve copias de la secuencia repetida (TSER*2, TSER*3, TSER*4, TSER*5 y
TSER*9) siendo predominantes aquellos con 7SER*2 y TSER*3. Se ha visto que, a medida que au-
menta el nimero de repeats aumentan los niveles de TS mRNA y la expresion de la proteina. Por lo
tanto, pacientes homocigotos para 7SER*3 tendran mayor actividad TS, peor prondstico y una peor

respuesta al tratamiento con 5-FU que pacientes homocigotos para T7SER*2.
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(1) Una vez se tiene la molécula de deoxitimidina 5’-monofosfato (dTMP), mediante varias reac-
ciones se puede llegar a sintetizar DNA. El dTMP mediante la pirimidina monofosfato quinasa se
transforma en 2’-deoxitimidina-5"-difosfato (dTDP), que, gracias a la pirimidina difosfato quinasa se
convierte en 2’-deoxitimidina-5"-trifosfato (dTTP). EI dTTP es necesario para la sintesis de DNA.

La DNA polimerasa es la enzima encargada de sintetizar DNA a partir del dTTP:

pirimidina pirimidina
monofosfato difosfato DNA
quinasa quinasa polimerasa
dTMP » dTDP , dTTP » SINTESIS

DE DNA

Esta deoxitimidina 5'-monofosfato (dTMP) puede ser sintetizada “de novo” a partir de la timidina
(6 deoxitimidina en este caso) mediante la reaccion de la timidina quinasa ¢ en la reaccion de la TS
por metilacion del dUMP. Se ha visto que, ademas del abastecimiento de dUMP a través de la dCMP
deaminasa a partir del dCMP, hay otras dos maneras de producir dUMP que son inhibidas por dTTP
(podréan ser deducidas por los esquemas reproducidos a continuacion): 1° mediante la fosforilacion
de la deoxiuridina (dUrd), catalizada por la timidina quinasa e inhibida por la dTTP (uracilo «» dUrd
<« dUMP, la primera de las reacciones catalizada por la timidina fosforilasa) y 2°, mediante la re-
duccioén de la uridina-5’-difosfato (UDP) a 2’-deoxiuridina-5’-difosfato (dUDP) por la ribonucleoti-
do reductasa y que, también es inhibida por el dTTP.

La mayor consecuencia de la elevada concentracion de dTTP producido a partir del dUMP por
cualquiera de las tres vias citadas con anterioridad, es el efecto inhibitorio que ejerce éste sobre la
dCMP deaminasa.

La via de producciéon de dUMP en que participa el enzima deoxicitidina deaminasa (dCMP)
(CDAP — dCDAP — dCMP — dUMP) puede ser inhibida por el dTTP en dos sitios diferentes : en
la reaccion de la ribonucleétido reductasa (CDAP reductasa) por la que se produce la reduccion del
compuesto citidinico (CDAP) al compuesto deoxicitidinico (ICDAP), que, en el caso de Escherichia
coli requiere la presencia de ATP ,y, puede ademas ser inhibida en la reaccion de la deoxicitidilato

deaminasa por la que el derivado citidinico (dCMP) se transforma en el derivado uridinico (dUMP).
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Hay evidencia que la produccion de dUMP a través de la reaccion en que participa la deoxicitidina
deaminasa (dACMP) es la més importante cuantitativamente.

La actividad de la dCMP deaminasa es muy elevada en tejidos con elevada tasa de crecimiento
como pueden ser los tumores. La elevada tasa de actividad de este enzima desembocaria en la pro-
duccién de dUMP, y en la cascada de reacciones que darian como resultado la sintesis de DNA, que
estaria amplificada y que puede ser uno de los responsables del crecimiento incontrolado de estas
células. Ademas, se ha podido comprobar que la CDAP reductasa es sobre unas cinco veces mas
activa que la UDP reductasa.

Ademas se ha visto que la dCMP deaminasa se veia inhibida por la dTTP, molécula precursora de
la sintesis de DNA, mas fuertemente de lo que lo estaba la timidina quinasa 6 la CDAP reductasa por
esta misma molécula (dTTP). Sin embargo, la TS no fue inhibida por dTTP, pero era regulada indi-
rectamente por la disponibilidad del sustrato del enzima, dUMP. Si se provocaba la inhibicion de la
TS, se producia acumulacion de dUMP. Y, por ultimo, en este estudio se vio que la acumulacion de
la molécula de dUMP caus6 débil inhibicion de la deoxicitidilato deaminasa (dCMP).

(2) El FU, ademas de actuar inhibiendo la TS, tiene otro nivel de actuacion incorporandose al
DNA frenando la progresion de la enfermedad. El 5-fluorodeoxiuridina 5’-monofosfato (FAUMP),
mediante la pirimidina monofosfato quinasa (uridina monofosfato quinasa), se transforma en 5-
fluorodeoxiuridina 5’-difosfato (FAUDP), que, a su vez, mediante la pirimidina difosfato quinasa
(uridina difosfato quinasa) pasa a 5-fluorodeoxiuridina 5’-trifosfato (FAUTP). El FAUTP, mediante

la DNA polimerasa se incorpora a la molécula de DNA:

pirimidina pirimidina
(2) monofosfato difosfato
FU_TP  , FdUrd _ITK , FAUMP___quinasa  y FAUDP _quinasa FAUTP

), DNA

polimerasa

TS
INCORPORACION
AL DNA
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El uracilo no es un normal constituyente del DNA y varios enzimas protegen el DNA de incorpo-
rar esta pirimidina: por un lado, la deoxiuridina trifosfato pirofosforilasa que hidroliza la 2’-
deoxiuridina-5"-trifosfato (dUTP) en dUMP; y por otro lado, la uracil-DNA glicosilasa que reco-
noce y escinde el uracilo del DNA. Se cree que la FAUTP no es reconocida por el primer enzima,
con lo que no habra el paso a FAUMP, pudiéndose producir la incorporacion al DNA. Asimismo
se piensa que el segundo enzima no reconoce el FU y por lo tanto no lo escindira de las cadenas
de DNA.

De la misma manera, ademas de abastecer dUMP para la sintesis de DNA, siguiendo otra cascada
de reacciones, puede provocar la sintesis de RNA. Por analogia a lo anteriormente comentado, la
citidina 5’-monofosfato (CMP), mediante la CDA, se convierte en uridina 5’-monofosfato (UMP),
una de las moléculas intermedias para sintetizar UTP necesario para la sintesis de RNA por media-
cion del enzima RNA polimerasa. Para la sintesis de DNA, por mediacion de la TS, el derivado uri-
dinico pasaba a derivado timidinico, y en concreto a deoxitimidina 5’-monofosfato (dTMP). Aqui,
para la sintesis de RNA, este paso no es necesario, ya que en la molécula de RNA si puede existir el
uracilo como base complementaria de la adenina (A) (en la molécula de DNA, el uracilo es sustitui-
do por la timina (T)). En cualquier punto de la via, el compuesto desoxirribosa puede convertirse en
ribosidico y continuar el proceso, necesario para la sintesis de RNA (dUMP, dUDP 6 dUTP en
UMP, UDP 6 UTP) mediante una ribonucledtido reductasa. El dUMP, mediante una pirimidina mo-
nofosfato quinasa (en este caso se trataria de una uridina monofosfato quinasa), se transformaria en
2’-deoxiuridina-5"-difosfato (dUDP). El enzima ribonucleo6tido reductasa se encargaria de reducir el
derivado deoxiribosidico dUDP en derivado ribosidico uridina-5’-difosfato (UDP). E1 UDP se con-
vierte en uridina-5'-trifosfato (UTP) mediante una pirimidina difosfato quinasa (uridina difosfato

quinasa), que, a través de una RNA polimerasa, se produciria la sintesis de RNA:

pirimidina pirimidina
monofosfato ribonucledtido difosfato
dCMP CDA _ dUMP__ quinasa dUDP  reductasa =UDP quinasa UTP
RNA
polimerasa
SINTESIS
DE RNA
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Otro proceso posible para la sintesis de RNA, es a través del uridina y no deoxiuridina como ante-
riormente se ha descrito. La uridina (Urd), previa transformacion de la citidina en ésta (mediante el
enzima citidina deaminasa), mediante la uridina quinasa, se transforma en uridina-5"-monofosfato
(UMP). A la UMP se le une una molécula de fosfato y se convierte en uridina-5’-difosfato (UDP)
mediante la pirimidina monofosfato quinasa (en concreto, la uridina monofosfato quinasa), que a su
vez, este UDP, mediante la pirimidina difosfato quinasa (uridina difosfato quinasa), se transforma en

uridina-5’-trifosfato (UTP).

El UTP ya esté en disposicion de dar lugar a la sintesis de RNA gracias a la colaboracion de la RNA

polimerasa:
pirimidina pirimidina RNA
uridina monofosfato difosfato polimerasa
Urd __ quinasa UMP _quinasa , UDP__quinasa , UTP————— SINTESIS
DE
RNA

Cuando se trata a los pacientes con FU, éste se puede incorporar en la molécula de RNA. Por la
primera de las posibilidades anteriormente descritas, el FAUMP, previa pérdida del grupo deoxi en la
posicion 2 del anillo, se incorpora en la molécula de RNA en forma de FUTP. El 4&tomo de fluor que
sustituye el atomo de hidrégeno en la posicion 5 del uracilo es de tamafio comparable, y, durante la
transcripcion, FUTP mimetiza el UTP que es reconocido por la RNA-polimerasa. Esto da lugar a la

incorporacion de FU en todas las clases de RNA:

pirimidina
timidina timidina monofosfato ribonucledtido
fosforilasa quinasa quinasa reductasa
FU »FdUrd —— » FAUMP —— FdUDP » FUDP —»

pirimidina

difosfato RNA

quinasa polimerasa

> FUTP » INCORPORACION AL RNA
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En la segunda de las posibilidades, el FU se convierte en FUMP, para llegar a formar FUTP que es

reconocido por la RNA polimerasa y es incorporado en la molécula de RNA:

FU

orotato
fosforibosil

uridina
fosforilasa

uridina
quinasa
FUrd — FUMP

pirimidina
monofosfato
quinasa

v

FUDP
pirimidina
difosfato
quinasa

v
FUTP

RNA
polimerasa

v

INCORPORACION
AL RNA

Ademas de la incorporacion al RNA mediante el enzima RNA polimerasa, el FUTP se puede conju-
gar a azucares dando lugar a azicares FU-nucledtidos (FUDP-azucares) bajo la accion de la UDP

glucosa (6 N-acetilglucosamina) pirofosforilasa.
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Todo lo descrito anteriormente se puede resumir en el siguiente esquema:

uridina

FUrd _ fosforilasa , FU

timidina fosforilasa

uridina orotato
quinasa fosforibosil
transferasa ( + PRPP ) FdUrd
FUMP timidina
quinasa
pirimidina
monofosfato
quinasa
FUDP » FAUDP » FAUMP
ribonucledtido pirimidina
pirimidina  reductasa monofosfato
difosfato quinasa
quinasa
v
FUTP FdUTP complejo ternario
AN FdUMP-timidilato
RNA polimerasa DNA polimerasa sintasa-folato
v
INCORPORACION INCORPORACION INHIBICION
EN EL RNA EN EL DNA DE LA TIMIDILATO
SINTASA

dUMP—X—» dTMP
FUDP-azucar

FU, S5-fluorouracil; FUrd, S5-fluorouridina; FUMP, 5-fluorouridina-5"-monofosfato; FUDP, 5-
fluorouridina-5"-difosfato; FUTP, 5-fluorouridina-5’-trifosfato; FdUrd, 5-fluoro-2’-deoxiuridina;
FAUMP, 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5"-monofosfato, FAUDP, 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-difosfato;
FAUTP, 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato; PRPP, 5'-fosforibosil-1-pirofostato.
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En la cascada de reacciones que tienen lugar hasta la incorporacion del FU en la cadena de DNA,
en la cadena de RNA 6 bien hasta la inhibicion del enzima TS, pueden existir polimorfismos a dife-
rentes niveles. Estas variaciones en el genotipo del gen codificante para el enzima responsable de
una determinada reaccion pueden provocar variaciones de la actividad de dicho enzima que, en al-
gunos casos, puede desembocar en la ineficacia del tratamiento con 5-FU (en determinados genes, la
existencia de un polimorfismo puede suponer un aumento en la actividad del enzima). En realidad, la
pérdida de la actividad del enzima puede no siempre comportar la ineficacia del tratamiento ya que
existen vias alternativas que pueden desembocar en la funcion esperada, aunque la eficacia puede ser
menor.

Uno de los enzimas que puede ser objeto de polimorfismo es la uridina fosforilasa que convierte el
FU en FUrd (Ver esquema anterior). El hecho de ser homocigoto para el polimorfismo puede supo-
ner la pérdida de la actividad del enzima, pero este hecho no se ha estudiado. Sin embargo, si asi
fuese, se puede llegar a la formacion del FUMP a través de otro enzima, el OPRT. Pero, a nivel del
orotato fosforibosil transferasa, también se puede dar polimorfismo. En este caso puede no producir-
se 6 solo parcialmente el paso de FU a FUMP, aunque se pueden dar vias alternativas, como la ante-
riormente mencionada ¢ bien la que comporta la transformacion del FU en FdUrd mediante la timi-
dina fosforilasa. También se podria dar una actividad aumentada del enzima. Pero la timidina fosfo-
rilasa también puede sufrir polimorfismo. A medida que se produzcan mayor numero de polimorfis-
mos a nivel de cualquiera de los tres anteriormente citados enzimas, la posibilidad de actuacion del
5-FU sera el resultado de la suma de los distintos efectos que provocan los polimorfismos sobre cada
uno de éstos (uridina fosforilasa, orotato fosforibosil transferasa y timidina fosforilasa). Otro poli-
morfismo a destacar se da en el enzima ribonucleodtido reductasa, que convierte el FAUDP en FUDP
y viceversa. Polimorfismos a este nivel pueden dar lugar que esta conversion se produzca en mayor
6 menor medida. Si partimos del FUDP, la existencia del polimorfismo supondra variacion en el
paso a FAUDP vy, por lo tanto, que haya mayor ¢ menor incorporacion del FU en la molécula de
DNA. Si no se produjese esta incorporacion se habra de conseguir por la via en la que el FU pasa a
FdUrd por la timidina fosforilasa... Si, por el contrario, partimos del FAUDP, y existe este polimor-
fismo, habra variacion en la incorporacién del FU en la molécula de RNA. Si no se incorporara el
FU en la molécula de RNA, también se habra de buscar una via alternativa para que se produjese, en
concreto aquella que transforma el FU en FUMP... Por tltimo, otro enzima sobre el que se ha descu-
bierto que puede existir polimorfismo, es sobre la TS, que, ademas, se encuentra ampliamente estu-

diado. Se pueden dar diferentes polimorfismos dependiendo del nimero de “tandem repeats” en una
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determinada secuencia de 28 pares de bases en la region 5 del promotor del gen (2, 3, 4, 5 6 9, sien-
do predominantes 2 6 3). A mayor nimero de repeticiones en la secuencia, habra una mayor expre-
sion de la proteina y mayor actividad produciéndose un aumento en la sintesis de DNA. Si supone
una disminucién en la actividad, este efecto se vera aumentado con la inhibicion propia que provoca
el FU sobre el enzima TS, que vendra a inhibir la accion de éste. El 5-FU se relaciona indirectamente
con la CDA a través de la timidilato sintetasa. El 5-FU se ha visto inhibe la TS. La TS necesita del
substrato que le provee la CDA (dUMP) para que se produzca la sintesis de DNA. Mediante la in-
hibicion de la TS, se produce se produce la inhibicion en la sintesis de DNA, con lo que estaremos
frenando la sintesis de DNA tumoral y por lo tanto, el cancer.

En ambos casos, tanto en la sintesis de DNA como en la sintesis de RNA, el enzima CDA ha con-
vertido el derivado citidinico en derivado uridinico, necesario para las posteriores reacciones.

Es logico pensar que elevada expresion de citidina deaminasa aumentara la sintesis de DNA y
RNA, en este caso tumoral, que conllevara un peor prondstico de la enfermedad.

El 5-FU actuara a nivel de inhibicién de la TS, y por analogia a las reacciones llevadas a cabo por
el uracilo, el 5-FU, ademas, se incorporara al DNA engaiando a la DNA polimerasa ya que el uraci-
lo es una base que no es propia de la cadena de DNA, y ademas, se incorporara al RNA.

La CDA existe en forma de dos variantes: CDA1 y CDA2, con una sustituciéon de un aminoacido
en el codon 27: CDAI lleva un residuo de glutamina (Gln) y CDA2 un residuo de lisina (Lys), y
parece no ser importante en la actividad del enzima. CDA2 tiene menor migracion electroforética
que CDAT [28].

Respecto a la relacion que puede existir entre la expresion de CDA y cancer gastrico, se ha inves-
tigado (John Wiley & Sons, Ltd, 2002) que CDA1 se expreso6 en todos los lugares donde existia me-
taplasia intestinal (IM), y en el 41% de los carcinomas gastricos; en el caso de CDA2 se expreso en
17/18 lugares con metaplasia y en el 54% de los canceres géstricos.

Un punto de accion del enzima citidina deaminasa es la transformacion de la profarmaco capecita-
bina (Xeloda) en su metabolito activo (5-FU) después de su administracién en pacientes con cancer
gastrico. La capecitabina (N4-pentiloxicarbonilo-5"-deoxi-5-fluorocitidina), una vez en el higado, se
transforma, mediante el enzima carboxilesterasa, en el 5'dFCR (5'-deoxi-5-fluorocitidina), que, me-
diante la citidina deaminasa (CDA)-que tiene su lugar de accion tanto en higado como en el propio
tumor-pasa a 5'dFUrd (5 -deoxi-5-fluorouridina). El 5°dFUrd en el tumor (también actua a nivel del
higado), gracias al enzima timidina fosforilasa, pasa a FU, que sera el metabolito activo. Por lo tanto,

personas que no dispongan de uno de estos enzimas ¢ tengan reducida su expresion, impediran el
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paso a FU, con lo que no habra respuesta al tratamiento. Uno de los motivos de esta pérdida de acti-
vidad puede estar en la existencia de polimorfismos para cualquiera de ellos. En nuestro estudio se
ha estudiado en concreto un polimorfismo que puede afectar al enzima citidina deaminasa. En teoria,
pacientes con este polimorfismo, si éste provocara disminucion de la expresion de la proteina ¢ diese
como resultado una proteina con actividad reducida, deberian tener menor 6 ninguna accion, por lo
tanto, no serian capaces de convertir el profarmaco capecitabina en su metabolito activo, 5-FU, con
la imposibilidad de que éste actuase. Por tanto, no existiria respuesta a este tratamiento. Si de ante-
mano, hubiéramos sabido de la existencia de este polimorfismo, hubiéramos prescindido desde el
inicio de este tratamiento con el correspondiente ahorro de tiempo, y nos habriamos dirigido hacia
aquel que el paciente sabemos que responde. Sin embargo, se ha visto que el hecho de presentar el
polimorfismo, no varia en gran medida la actividad del enzima y su expresion se encuentra aproxi-
madamente en la misma proporcion en cancer gastrico tanto si se trata de uno u otro genotipo (tanto
se tiene el polimorfismo como si no).

Otro profarmaco del 5-FU es el ftorafur. Este profarmaco necesita de un enzima de la familia del
citocromo P450, en concreto, el CYP2A6 para ser metabolizado. Este enzima metabdlico es predo-
minantemente hepético. Tiene como sustratos, la nicotina ¢ la cumarina y ningun farmaco antican-
cer, a excepcion de la conversion del ftorafur en fluorouracilo. Por lo tanto, polimorfismos 6 defi-
ciencias en este enzima, haran que el profarmaco no se convierta en el metabolito activo y por lo
tanto el 5-FU no sea efectivo como tratamiento. O, por el contrario, si el citocromo tiene genotipo
wild-type, pasard todo el profarmaco a fArmaco activo y el tratamiento es efectivo. Esta circunstan-
cia, unido al hecho de tener algun otro polimorfismo que provoque acimulo de FU, como por ejem-
plo, tener un polimorfismo que reduzca la actividad del enzima DPYD, podria provocar toxicidad y
mermar la seguridad del farmaco, aunque todo son suposiciones y se habria de disponer de un niime-
ro suficiente de pacientes para hacer este estudio.

La metaplasia intestinal, como se ha descrito con anterioridad, es uno de los pasos intermedios
para la aparicion de cancer gastrico, con la colaboracion de Helicobacter pylori (gastri-
tis—atrofia—>metaplasia—displasia—cancer gastrico). Se ha visto que existe cierta tendencia por
desarrollar metaplasia en la zona del antro. Se caracteriza por la presencia de marcadores de diferen-
ciacion intestinal tales como la apomucina MUC2, junto con CDA1 y CDAZ2. Se han investigado
enzimas, factores de crecimiento y proteinas para caracterizar las diferentes fases de diferenciacion
de la metaplasia. Enzimas y mucinos, estos Ultimos sobre todo de forma sulfatada, se encuentran

normalmente en el epitelio intestinal y estan asociados con la transicion a metaplasia intestinal, ade-
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mas de la sucrasa-isomaltasa, la fosfatasa alcalina, la vilina y la “trefoil family factor 3” (TGf3). La
expresion del factor de crecimiento alfa estd aumentada en la metaplasia intestinal géstrica y esofa-
gica respecto a la mucosa normal. Dos moléculas relacionadas con la adhesion celular, la E-caderina
y la conexina, estan disminuidas en la metaplasia intestinal de la mucosa géstrica. Esta disminucion
puede estar asociada con la progresion a carcinoma causada por la pérdida de interacciones entre
célula y célula.

Las proteinas CDA1 y CDAZ2 se expresan en el epitelio del intestino delgado y en el colon, donde
juegan un papel crucial en la regulacion de la proliferacion celular y diferenciacion. CDA1 esté pre-
dominantemente expresado en las células indiferenciadas de las criptas intestinales, mientras que
CDAZ2 esta presente en los “villi” 6 en células diferenciadas del intestino delgado [29].

Segun un estudio de Silberg et al, la expresion aberrante de CDA1 se observo en areas del estoma-
go y del es6fago que tenian metaplasia intestinal (IM), y mas concretamente en el nucleo de las célu-
las, mientras si que existian en el citoplasma de las células géstricas. CDAL1 jugaria un papel en la
transdiferenciacion de la mucosa en un tipo intestinal, caracteristico de la metaplasia intestinal y
CDAZ2 en el mantenimiento de la diferenciacion intestinal. De hecho, se ha visto que en ratones en
que se ha inactivado un alelo del gen CDA2, se produce una pérdida parcial de la diferenciacion in-
testinal.

Por lo tanto, CDA1 y CDA2 esta ausente del nucleo de las células de la mucosa géstrica normal, y
solo se encuentra en esta disposicion de forma aberrante cuando existe metaplasia intestinal (IM).
CDALI1 si se encuentra normalmente en el citoplasma de las células de las glandulas del antro en la
mayoria de los casos, mientras que CDA2 se observo en la region supra-nuclear (Golgi) en las glan-
dulas gastricas, asi como en la mayoria de c€lulas del epitelio foveolar del antro en todos los casos.

Se ha investigado la fuerte asociacion existente entre la expresion de CDA1 y CDA2, asi como
entre CDA2 y MUC?2, que es mas fuerte que entre CDA1 y MUC2.

Segun lo expuesto anteriormente, en aquellos individuos que tengan por algiin motivo deficiencia
en el gen, la expresion del enzima CDA estard disminuida y la posibilidad de aparicion de cancer
serd menor. Al estar relacionada la expresion de este gen con la aparicion de metaplasia intestinal,
desencadenante de cancer gastrico, seria ldgico pensar que pacientes que tengan menor expresion de
CDA tendran menor probabilidad de padecerla y, por lo tanto, la neoplasia.

Estas son las dos variantes que se han encontrado del enzima CDA hasta el afio 2003. Segtin un
estudio realizado posteriormente por Fitzgerald SM et Al. se han identificado 6 nuevos polimorfis-

mos en el gen que codifica para este enzima [30]: -92A>G, -205C>G, -451C>T, -897C>A, -
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1075A>G y -1181G>A. Segtn la base de datos TRANSFAC disponible a través de las paginas Web
http//www.gene-regulation.com 6 http//www.genomatrix.de muestra que 5 de los 6 SNPs identifica-
dos conducen a la pérdida 6 ganancia de un sitio de unién a un factor de transcripcion. De este mo-
do, el polimorfismo en —-92A>G lleva a la ganancia de un sitio AP2A y AP2G; el —-451C>T conduce
a la pérdida del sitio ETS1 y a la ganancia de LYF1; el cambio —897C>A conduce a la pérdida del
sitio de union FOXF2 y a la ganancia del sitio IK2; el cambio que da lugar al polimorfismo —
1075A>G conduce a la ganancia del sitio NYK3.2 y, por tltimo, -1181G>A conduce a la pérdida del
sitio FXR.

Como ya se ha dejado entrever con anterioridad, la citidina deaminasa pertenece a la familia de
enzimas que catalizan la deaminacion hidrolitica de su substrato citidinico al correspondiente pro-
ducto uridinico. En un principio se pensd que tan sélo existia a en el citoplasma. Posteriormente se
ha comprobado que también puede encontrarse en el nucleo. De hecho, se han identificado dos gru-
pos aminoacidicos de naturaleza basica cerca del extremo amino de la secuencia del gen que tienen
similitud a la clasica sefial de localizacion nuclear, denominada NLS (“Nuclear localization signal”).
Estas sefiales de localizacion nuclear son regiones cortas existentes en algunas proteinas que, me-
diante un determinado mecanismo son capaces de introducirse en el nucleo. Estas sefiales tienen un
elevado contenido de aminoacidos basicos arginina y lisina y pueden contener residuos tales como la
prolina. Constan de dos series de aminodcidos bésicos separados por una region entre ellos. Las
NLSs, a diferencia de otras sefiales, pueden estar en cualquier posicion de la secuencia primaria de la
proteina. Las proteinas nucleares que llevan un NLS bésico son reconocidas por un receptor deno-
minado importina, compuesto por 2 subunidades: la importina o y la importina . La identificacion
de una NLS en el enzima de la citidina deaminasa llevé a considerar si este enzima podria ser nu-
clear en su localizacion. Ademas, la localizacion nuclear de la citidina deaminasa puede ser impor-
tante a la hora de proporcionar substrato para la biosintesis de RNA. Las proteinas nucleares (en
concreto la citidina deaminasa que se ha estudiado) se acumulan en el nucleo de la célula ya que
contienen sefiales que provienen de éste que permiten entrar selectivamente a través del complejo del
poro nuclear. De hecho, la region amino-terminal del gen que codifica para el enzima de la citidina
deaminasa contiene la NLS. Provocando la deleccion de los primeros 10 aminodcidos de la citidina
deaminasa, que incluye la primera serie de residuos aminoacidicos de la NLS, se vio que la localiza-
cion de la proteina mutante era citoplasmatica, con la exclusion completa del nucleo, confirmandose
asi que la distribucion de la citidina deaminasa no es debida a difusion pasiva. Estos resultados sugi-

rieron que la primera serie de aminoacidos en el extremo amino del gen es esencial para la localiza-
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cion nuclear de la secuencia y que la region amino-terminal del enzima es determinante para esta
localizacion. El transporte de proteinas nucleares que contienen una NLS cléasica comporta la union a
un complejo de receptor citoplasmatico heterodimérico (importina a-B/kariopherin a-f) y el paso a
través del poro nuclear. Una de las subunidades de este complejo de 60 kDa, la importina a, recono-
ce y se une a proteinas que contienen una NLS. Se ha comprobado como la citidina deaminasa inter-
acciona con la importina o y entra en el nucleo por la maquinaria de transporte importina o/p 6 por
una via andloga. Especificamente la “sefial de localizacion nuclear” (NLS) del enzima citidina dea-
minasa consta de una serie que contiene un residuo de lisina y un residuo de arginina, una region de
19 aminoacidos de separacion y una segunda serie de dos residuos de lisina. La presencia de un resi-
duo de prolina en la NLS indica la presencia de un giro en el esqueleto del polipéptido. Si se mutaba
el residuo de prolina situado tras la primera serie de residuos aminoacidicos basicos, no se producia
ningun efecto sobre la localizacion nuclear. Aunque la presencia del residuo de prolina no es siempre
esencial para la funcion de la NLS, se cree que en la citidina deaminasa el residuo de prolina que
sigue la primera serie de aminoacidos podria jugar un papel de compensar la longitud de la region
separadora entre las dos series de aminodcidos, ajustando la NLS en la conformacion requerida y asi
las dos series basicas sean capaces de adherirse a los puntos de union del receptor.

Existen diferentes tipos del enzima CDA, cada uno con una funcién concreta sobre la secuencia
del gen 6 como se verd, sobre la molécula de RNA. Una base de datos reveld la presencia del lugar
activo para el enzima como hemos descrito con anterioridad, que se conserva en la amplia familia de
la citidina deaminasa. De hecho, el efecto inhibitorio de THU (3, 4, 5, 6- tetrahidrouridina) y de la
quelacién del zinc sobre la actividad del enzima sugiere que el proceso de deaminacion puede ser
similar en los diferentes tipos de CDA. La familia se puede clasificar en deaminasas “RNA-editing”,
en citidina deaminasas y en CMP deaminasas, basadas en la especificidad por el substrato y por
homologia de la secuencia en el lugar activo. La APOBEC-1 (“RNA-editing”) y la citidina deamina-
sa tienen un grupo pseudoactivo en el extremo del carbono, que es necesario para formar un homo-
dimero, mientras al otro grupo, la CMP deaminasa, le falta tal grupo y forma homotetrdmeros. Uno
de los subgrupos que existen, la AID (“Activation-induced Cytidine Deaminase™) estd mas cercana
al subgrupo de las deaminasas “RNA-editing” mas que a las citidina deaminasas 6 a las CMP dea-
minasas. La region rica en leucina localizada en el extremo carbono del gen APOBEC-1 se ha pro-
puesto ser importante para la interaccion entre proteina y proteina. El AID también contiene la re-

gion C-terminal rica en leucina, en que cuatro leucinas de AID se conservan entre varias especies de
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animales y el APOBEC-1 humano. Esta secuencia es mas corta pero similar a la del grupo pseudoac-
tivo de APOBEC-1, indicando que AID pertenece al grupo de la citidina deaminasa de APOBEC-1.

El “editing” del RNA es la modificacion post-transcripcional del RNAm que altera su secuencia
nucleotidica y consecuentemente, su capacidad codificante [31]. Este mecanismo para regular la
expresion del gen se encontr6 en primer lugar en la mitocondria de protozoos. Posteriormente se ha
encontrado en otros organismos, que incluyen plantas y paramixovirus. Se han descubierto un eleva-
do numero de RNAm que pueden ser “editados”en mamiferos, incluyendo la apolipoproteina B
(apoB) RNAm, el receptor glutamato RNAm, el Wilms tumor-1 RNAm, la a-galactosidasa RNAm,
la neurofibromatosis tipo-1 RNAm y el tRNA*". La APOBEC-1, uno de los componentes de la
familia de las citidina deaminasas, deamina el RNAm de la apolipoproteina B para generar un “stop
codon” prematuro. La apolipoproteina (apo) B48 es producida en el intestino de mamiferos por un
mecanismo especifico en el tejido de “RNA-editing”, que media la conversioén de una citosina (C) en
un uracilo (U) en la posicion 6666 del RNAm del apoB, con la aparicion de un “stop codon” (UAA)
en lugar de una glutamina (CAA) en la posicion 2153. La apoB48 es una proteina de 242 kDa. El
“editing” del RNAm conduce a la produccion de la apoB48 que comprende los residuos 1-2152 de la
apoB100. La apoB100 es sintetizada en el higado, contiene 4536 aminoécidos y 512 kDa y es produ-
cido desde una apoB RNAm “unedited”. La apoB100 y la apoB48 son productos de traslacion del
apoB RNAm ineditado y editado, respectivamente, y estas proteinas tienen funciones fisiologicas
completamente diferentes. Ambas proteinas son las mayores constituyentes de las lipoproteinas del
plasma. Se ha visto que la subunidad p27 del enzima “editing” RNAm de la apolipoptoteina B es la
subunidad catalitica y se cree que contiene un atomo de zinc en su centro activo. APOBEC-1 tiene
un grupo que contiene 2 residuos de fenilalanina y residuos de 4 aminoacidos a lo largo del centro
activo. Este grupo se encuentra presente en los miembros de la familia de APOBEC, incluyendo la
“activation-induced cytidine deaminase” (AID), la APOBEC2, y la APOBEC3A junto con la APO-
BEC3G. AID es esencial para iniciar la “class-switch recombination”, la hipermutacion somatica y
la conversion del gen. La familia APOBECS3 es unica en primates. La APOBEC3G es capaz de pro-
teger las células del virus de inmunodeficiencia humana (SIDA) y de otras infecciones virales. Esta
funcién no es tnica de APOBEC3G; otros miembros de la familia APOBEC3 también tienen esta
habilidad. La sobreexpresion de enzimas de esta familia puede causar cancer, sugiriendo que genes
para la familia de proteinas APOBEC son proto-oncogenes [32].

Independientemente a lo expuesto hasta ahora y relacionado con la actividad de la CDA, se han

usado bacterias recombinantes tales como Clostridium y Salmonella atenuada para transferir CDA
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selectivamente al entorno del tumor de raton, resultando en efectos antitumor debido a la conversion
de la 5-fluorocitosina (5-FC) en el citostatico 5-FU. El 5-FU y sus metabolitos pueden ser detectados
en tumores no invasivos y en higado mediante espectroscopia de resonancia magnética (F-MRS)
asociandose la concentracion de 5-FU con el resultado del tratamiento. En animales en los que se
detectod concentracion de 5-FU durante el periodo de seguimiento se consideraron como sensibles al
tratamiento, mostrandose un significativo retraso en el crecimiento del tumor. Para la misma canti-
dad de 5-FC, mismo nivel de colonizacién (mismas bacterias viables), misma expresion de CDA y
mismo nivel de hipoxia del tumor, se detectaron diferencias significativas en la cantidad de 5-FU
entre animales que respondieron al tratamiento y aquellos que no respondieron, siendo menor en
aquellos que no respondieron. Se creyo era debido a la presencia de un factor inhibitorio en los tu-
mores de los que no respondieron 6 por la falta de factores necesarios para la actividad de la CDA.
Cofactores tales como Fe*" u otros iones divalentes necesarios para la actividad catalitica de la CDA
no presentaban diferencias significativas. Sin embargo, un pH intratumoral bajo 6 altas concentra-
ciones de citosina endogena que pudieran competir con el 5-FC en el lugar activo podrian reducir la
actividad de la citidina deaminasa. Mediante cromatografia en capa fina se comprobod que, al anadir
medio nutritivo al tumor de los que no respondieron se produjo la conversion de 5-FC a 5-FU. Por lo
tanto, el diferente comportamiento frente al enzima CDA podria deberse a la falta de nutrientes ne-
cesarios para su actividad catalitica [33].

En conclusion, se puede considerar que el enzima citidina deaminasa participa en procesos anabo-
licos. Por un lado, independientemente del tratamiento aplicado, favoreciendo la sintesis de DNA y
RNA en la célula tumoral, con la participacion del enzima TS, que supondra un aumento de la divi-
sion celular y, por otro lado, cuando se aplica a pacientes en tratamiento a base de FU, la citidina
deaminasa favorece, por analogia, la incorporacion de éste en la molécula de DNA y en la molécula
del RNA, provocando la aparicion de DNA y RNA aberrante inactivando el DNA tumoral, ademas
de proveer substrato para la accion de la TS, que, a su vez se encuentra inhibida por el 5-FU, impi-
diendo la formacion de DNA tumoral.

Por el contrario, el enzima DPYD, que también se ha estudiado, participa en procesos catabdlicos,
y en concreto en la metabolizacion del antineoplasico administrado (FU), como se describira poste-

riormente.
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Influencia de la DPYD en el tratamiento con 5-FU

1° Dihidropirimidina dehidrogenasa es el enzima inicial y limitante que cataliza la reduccion de
uracilo y timina a 5,6-dihidrouracilo y 5,6-dihidrotimina, respectivamente, mediante una ruta meta-
bolica de tres pasos. Uno de los productos finales de esta via es la B-alanina, que en mamiferos es la
unica manera de obtener este aminoacido. La deficiencia del DPYD da lugar a timina-uraciluria,
cuyos sintomas mas comunes son convulsiones (epilepsia), microcefalia y retraso mental. 2° Tam-
bién es responsable del catabolismo y consecuente inactivacion del agente anticancer 5-FU por la via
anteriormente citada. Su deficiencia puede provocar acimulo del 5-FU con la consiguiente toxicidad
que se manifiesta por neutropenia, trombopenia y dafio neurologico. Se ha visto que la toxicidad
observada a 5-FU es del mismo rango en individuos heterocigotos y homocigotos para la mutacion.
Debido a este hecho seria conveniente, antes de instaurar el tratamiento con 5-FU, determinar si el
paciente con cancer presenta deficiencia del enzima por haberse producido una mutacioén en el gen
que haya dado lugar a una proteina mutada, asi se determinara si el tratamiento puede ser efectivo 6
por el contrario hemos de iniciar otro diferente. Ademas, es la manera de ahorrar tiempo a la hora de
intentar frenar el desarrollo de la enfermedad. 3° Los efectos y toxicidad del 5-FU estan relacionados
con el anabolismo del fArmaco a sus nucleodtidos, que pueden producir citotoxicidad a través de la
inhibicion de la actividad de la timidilato sintasa ¢ la inhibicion de la sintesis de RNA y/o de DNA.

La actividad del enzima se expresa como nanomoles de catabolitos totales formados a lo largo del
tiempo por miligramo de proteina.

La determinacion de la actividad del enzima DPYD antes de la administracion del 5-FU seria
aconsejable a causa de la potencial toxicidad que puede producir este agente.

Estas deficiencias en el gen DPYD pueden ser debidas a mutaciones en uno de los alelos (heteroci-
gotos para la mutacion) 6 en los dos alelos (homocigotos para la mutacion).

DPYD es un enzima citosolico que forma homodimeros con una masa molecular de aproximada-
mente 200 a 216 kDa, dependiendo de la especie. La secuenciacion del cDNA humano y porcino
reveld que se trataba de una proteina de 1025 aminodcidos con una masa molecular de 111 kDa. Se
encontrd que el gen DPYD estaba situado en el cromosoma 1p22 y contenia 23 exones, con diferen-
tes tamafios que van desde las 69 pares de bases del exon 15 a los 961 pares de bases del exon 23
[34], con un total de 3075 bp. El gen DPYD tiene por lo menos 950 kb de longitud con 3 kb de “co-
ding sequence” y un promedio de tamafio de intron de aproximadamente 43 kb [35]. En la secuencia

de la proteina se identificaron lugares de unioén para la nicotinamida-adenina dinucleotido fosfato
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(NADPH), para la flavin-adenina dinucledtido (FAD), para el uracilo y dos grupos hierro-sulfuro,
colocados desde el grupo amino terminal hasta el grupo carboxilico terminal, respectivamente. El

lugar proteolitico esta localizado cerca del grupo carboxilico y abarca los centros hierro-sulfuro.

NADPH

NADP* FAD/FMN  URACIL 2X [4Fe-45]

s HHH—HHH

192 =2 a 5 R Tna ] in 11 12 13 14 1516 17 1R 19 20 21 22 23

Diagrama esquematico del DPYD humano y dominios funcionales en la proteina
DPYD. La relacion entre los dominios de la proteina DPYD y los exones DPYD se
indica por las lineas intermitentes. La flecha marca el locus sensible proteolitico
para la proteina DPYD.

La actividad del enzima ha sido detectada en numerosos tejidos humanos, pero es mayor en el higa-
do y en los linfocitos.

Antes de explicar con mas detenimiento el mecanismo de accion del 5-FU y el punto en que actia
el enzima que estudiaremos (DPYD), se pasara a enumerar algunas de las mutaciones de éste y que
dan lugar a que no pueda actuar, haya acimulo de 5-FU con la consecuente toxicidad, ademas de
producirse timina-uraciluria en estos individuos. Los polimorfismos que son objeto de nuestro estu-
dio son el DPYD Arg29Cys y el DPYD Ile543Val. Mientras la primera de las mutaciones no es muy
habitual, no ocurre lo mismo con el DPYD Ile543Val, que estd ampliamente extendida. EL DPYD
[1e543Val es el cambio de una adenina por una guanina (A/G) que da lugar al cambio de una isoleu-
cina por una valina (Ile/Val). El DPYD Arg29Cys es el cambio de una citosina por una timina (C/T)
dando lugar a un cambio de aminoacido: Arginina por Cisteina (Arg/Cys). Por ultimo, la mutacion
en el CDA es provocada por el cambio de una adenina por una citosina que da lugar a un cambio de
aminacido: lisina por glutamina (Lys/Gln).

Hasta 2004 se han identificado 39 diferentes mutaciones y que incluyen 1 “splice-site mutation”, 5
“frameshift mutations”, 2 “nonsense mutations”, 23 mutaciones/polimorfismos y 8 mutaciones in-
tronicas:

Exo6n 2: 61C>T; 62 G>A; 74 A>G ; 85T>C.
Exo6n 3: 100delA.
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Exo6n 4: 257C>T; 295-298delTCAT.

Exo6n 6: 496 A>G; 545T>A; 601 A>G; 632 A>G.
Exo6n 7: 703C>T.

Exon 8: 812delT.

Exo6n 10: 1003G>T ; 1039-1042delTG ; 1108 A>G.
Ex6n 11: 1156G>T.

Exonl12: 1475C>T.

Exo6n 13: 1601G>A ; 1627A>G ; 1679T>G ; 1714C>G.
Exo6n 14: 1896T>C ; 1897delC ; IVS14+1G>A.
Exo6n 18: 2194G>A.

Ex6n 19: 2329G>T.

Exo6n 21: 2657G>A.

Exon 22: 2846 A>T.

Exo6n 23: 2933A>G ; 2983G>T.

Exon i ¢ 3 4 & & ¥ B 8B W M 12 "3 14 15 W ¥ 18 1§ 20 21 2 23
Size (bp) +130 711 RS AR 187 @7 R} A% IMR 170 11 iRS A 1R FfA R4 131 4130 43 iR 1dd 14 211
e l:tH‘\H “Ij‘ﬂ m HI‘!’I’
':? ?:'G “# '\T?‘-Tﬁ?"ﬁé" Uﬁ a '\ ?7' o i: 55
‘{F‘ ‘éj *’f"&@k@ L w .}ﬁi@' e .\F .\'I-'\ J‘,, '. @;@3 3 .-EPL ﬂ,.dgj
-
o

o

Organizacion del gen DPYD (DPYD). Los colores representan los 5 dominios funcionales:
verde para el dominio | (grupos Fe-S N-terminales), amarillo para el dominio Il (unién FAD),
naranja para el dominio lll (union NADPH), rojo para el dominio IV (union FMN/pirimidina) y
azul para el dominio V (grupos Fe-S C-terminales). Se indican las diferentes mutaciones y
polimorfismos identificados en pacientes con una deficiencia parcial 6 completa en el gen.

El enzima DPYD actaa a nivel de catabolismo del FU. Al contrario de lo que pasa con la CDA,
que actua a nivel de anabolismo y en concreto favoreciendo la sintesis de DNA y RNA ¢ de incorpo-
racion en la molécula de DNA 6 de RNA en el caso de pacientes tratados con FU, la DPYD, la fun-
cion que tiene es la de metabolizar el FU y favorecer su degradacion, y asi evitar que éste actue 6
hacerlo en menor grado dependiendo de la velocidad de degradacion. Un polimorfismo a este nivel,

tendré el efecto contrario, o sea, la de evitar que se metabolice el FU y haya mayor concentracion del
61



antineoplasico en el lugar de accion, hecho que es positivo para el freno de la progresion del cancer

aunque también es posible un aumento de la toxicidad por acumulacion del FU.

Exon 1 2 ¥ 4 5 5 T & &8 W0 10 12 42 14 15 18 17 18 & 0 21 2 23

Siza (bp] 120111 B3 B8 &2 O7 B2 8B 906 170 211 186 216 185 80 B4 121 120 143 130 44 141 21
R21K Mwan VHSL. Em 5534;,; n???’a
IﬁUUS
== h1BaY waz.l 5949"'
I543v
C2eR
IVE14+1G=0

Mutaciones y polimorfismos en DPYD de pacientes que padecen toxicidad severa
asociada al 5-FU. Cada simbolo representa un paciente homocigoto (0) 6
heterocigoto (e) para la mutacion indicada.

En el caso del enzima CDA, un polimorfismo en el gen también supondria un efecto favorable al
dejar de actuar como convertidor del derivado citidinico al derivado uridinico del dCMP 6 CMP a
dUMP 6 UMP necesario para la sintesis de DNA y RNA, respectivamente en el caso que esta varia-
cion de base diera lugar a una disminucion 6 una pérdida de la actividad.

En la siguiente pagina se puede ver detallado todo el proceso de catabolismo del FU, en que el
enzima DPYD actia a nivel de la primera reaccion de reduccion de FU a FUH, (5,6-dihidro-5-
fluorouracilo) en presencia de la forma reducida del fosfato dinucledtido adenina nicotinamida
(NADPH).

Después de la administracion del 5-FU, mas del 80% de la dosis inyectada se degrada.

Parece ser que variando las concentraciones de DPYD en humanos se puede ver afectada la bio-
disponibilidad del 5-FU y dar lugar a diferentes respuestas al 5-FU en pacientes con cancer.

Los productos del catabolismo del 5-FU se han relacionado con varias toxicidades al 5-FU que

incluyen neurotoxicidad.
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En el estudio realizado, se veran los individuos tanto homocigotos para el “wild-type”, heterocigo-
tos que tengan un alelo mutado y otro wild-type y los individuos que son homocigotos para la muta-
cion para los tres diferentes genes (DYPD lle543Val, DYPD Arg29Cys y CDA Lys27GIn). Estadisti-
camente, se comprobara si el hecho de tener determinado genotipo es significativo a la hora de tener
mayor 6 menor supervivencia ya que se esta trabajando con pacientes que padecen cancer gastrico
(en el caso de que no lo padecieran, también se podria comprobar si el hecho de tener un determina-
do polimorfismo supone un incremento en el riesgo de padecer cancer gastrico). Ademas, en el caso
de la DPYD, al ser un enzima responsable del catabolismo del agente antineoplasico 5-FU, el hecho

de estar mutado, dara como resultado que no se produzca esta reaccion, con lo que el 5-FU no se
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metabolizard y su concentracion en plasma sera mayor con lo que habra una mayor respuesta al tra-
tamiento asi como una mayor toxicidad.

No solo sera importante determinar el genotipo del enzima DPYD sino que saber qué variante es la
que se da en el enzima de la TS (TSER) podria ser ttil para seleccionar pacientes que puedan tolerar
y responder a la terapia con 5-FU. Y, en el caso que el tratamiento con 5-FU no fuese el adecuado,
existen disponibles otros agentes antitumorales como pueden ser irinotecan, oxaliplatino..., que pue-
den ser aplicados solos 6 en combinacién con 5-FU en el caso que la concentracion del enzima TS
sea elevada 6 se detecten deficiencias en el enzima DPYD (bien sea por deficiencia congénita 6 por

la existencia de polimorfismos).

1.4.2. TEGAFUR COMO PROFARMACO DEL 5-FU

Hasta ahora se ha comentado el anabolismo y catabolismo del FU y su mecanismo de accion,
pero no siempre se administra la firmaco como tal, sino que se hace en forma de profarmaco.
Como se ha dicho con anterioridad, el FU es relativamente eficiente ya que puede presentar varios
inconvenientes. En primer lugar, es relativamente toxico, causando mielosupresion y molestias
gastrointestinales, debido principalmente a la fosforilacion del FU en el aparato digestivo. Esta
toxicidad también se debe a la falta de selectividad del farmaco en los tumores. Tiene una eficacia
limitada por su corta ti2 en el plasma, por su baja biodisponibilidad debido a la actividad del en-
zima DPYD (catabolismo) y por la resistencia al FU de algunos tumores con fuerte expresion de
TS, 6 bajas reservas de folatos reducidos. Su modo de administracion es también un problema.
Cualquier administracion i.v., sea en bolus 6 en infusion continua, requiere la presencia del pa-
ciente en el hospital, mientras el tratamiento oral se puede llevar a cabo en casa con un descenso
del stress. Ademas, la administracion i.v. puede dar complicaciones como trombosis venosa ¢
infeccion alrededor del catéter.

Por todos estos motivos citados, uno de los objetivos de la investigacion oncologica esta enca-
minado al desarrollo de profairmacos del FU que disminuyan algunas de estos inconvenientes:
reduccion de la toxicidad evitando ciertas rutas de degradacion (el profarmaco no es substrato de
los enzimas de degradacion) ¢ haciendo selectiva la diana del farmaco sobre el tumor (profarma-
cos que liberan el principio activo selectivamente en las células del tumor); aumento de la activi-
dad reduciendo el catabolismo (uso de inhibidores de DPYD) 6 incrementando el anabolismo;

mejora en la calidad de vida del paciente desarrollando profarmacos orales.
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El profarmaco es un compuesto farmacologicamente inactivo que se convierte en un agente
activo por una biotransformacion metabdlica. Por la accion del enzima, este profarmaco se des-
compone liberando el principio activo. En la mayoria de los casos, un grupo quimico se une cova-
lentemente al principio activo. Este grupo no debe ser toxico e inactivo biolégicamente. Este gru-
po a menudo condiciona la solubilidad del farmaco, su estabilidad, la tasa en que se libera el prin-
cipio activo y el enzima requerido para la transformacion.

El profarmaco es disefiado para ser absorbido intacto por el tracto gastrointestinal y convertido
enzimaticamente en FU en el higado 6 en el propio tumor para exponer el farmaco en el lugar de
accion durante un largo periodo de tiempo pero en mas bajas concentraciones que aquellas obser-

vadas después de bolus i.v., minimizando la toxicidad.
Estructura quimica

Ftorafur (FTO), el 1-(2-tetrahidrofuril)-5-fluorouracilo, también denominado Tegafur (FT) 6
Futraful es el profarmaco administrado a los pacientes de nuestro estudio. Este profarmaco esta
compuesto de 5-FU y uracilo, previniendo de esta manera la degradacion del FU y asegurando asi

que la concentracion de 5-FU permanece en niveles sostenidos tanto en plasma como en el tumor.

HN J\|
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o
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Estructura quimica del UFT
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Mecanismo de accién

Después de la administracion oral, el FT se absorbe rapidamente e intacto por el organismo. Es
metabolizado principalmente en el higado por el citocromo P-450 A6, produciéndose una hidroxi-

lacién en la posicion 5°del anillo de furano para producir 5°-hidroxitegafur.

T\ B OH ] H
N Q
0
CYp o ]
—_— e MH
N. o N._.0 F
T L
| NH 0
NH F
F 0
O . |
TEGAFUR 5’-HIDROXITEGAFUR 5-FU

Vias metabélicas propuestas de conversion de Tegafur en 5-FU via CYP.
Tegafur es hidroxilado por el enzima CYP a 5-hidroxitegafur, que es inestable y espontaneamente se
degrada a 5-FU y aldehido succinico.

Este proceso de bioactivacion se cree que esta mediado por CYP, ya que se requiere NADPH
para la conversion de FT a 5-FU en los microsomas del higado, y su tasa de conversion se ha de-
mostrado que se puede acelerar con el pretratamiento de ratones con fenobarbital, un conocido
inductor de CYP. Sin embargo, la isoforma encargada de este proceso de bioactivacion del tega-
fur no esté clara. La identificacion de la isoforma humana de CYP responsable del metabolismo
de ésta como de cualquier otra farmaco que se esté estudiando, es util para valorar la variabilidad
interindividual en su metabolismo, particularmente cuando esta isoforma presenta polimorfismo
genético. Ademas, existen datos disponibles del numero de compuestos que inhiben 6 inducen
isoformas especificas de CYP asi como de la variabilidad en el metabolismo 6 en interacciones
del farmaco [36].

La participacion del enzima CYP2AG6 en la bioactivacion de la molécula de tegafur se evidencia

por: (a) la tasa de formacion de 5-FU desde el FT en 10 muestras de microsomas de higado
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humano se correlaciond con la actividad de la cumarina 7-hidroxilasa, un marcador de la activi-

dad del CYP2A®6, pero no esta correlacionado con otras actividades de CYPs (ver gréfica);

250+
r=0.98, P<0.001

b
=
2
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?

CYP2A6 (pmol/mg/min)

u I K ] B I v I s I v H i 1
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Correlacion entre la formacion de 5-FU y la actividad del enzima CYP2A6 en microsomas

hepaticos humanos en comparacion con la actividad de la cumarina 7-hidroxilasa cataliza-

da también por el CYP2A6.

(b) la cumarina, un substrato especifico de CYP2A6, inhibio la formacion de 5-FU en los micro-
somas del higado humano de una manera dependiente de la concentracion; (c) el anticuerpo anti-
CYP2AG6 inhibio la formacion de 5-FU en un 90% en los microsomas del higado humano; (d) el
cDNA a partir del CYP2A6 mostro la actividad mas elevada para la formacion de 5-FU entre los
10 cDNA de los CYPs con una K, similar a aquella encontrada para el componente de mayor
afinidad en los microsomas del higado humano. Aunque el cDNA para el CYP2C9 mostr6 la se-
gunda mas alta actividad para la formacion de 5-FU desde el tegafur, no parece contribuir signifi-
cativamente a la bioactivacion del FT en los microsomas del higado humano, a causa que el acla-
ramiento intrinseco (Vmax/Km) para la formacion de 5-FU desde el tegafur era mucho mas pequena

que para el CYP2A6.
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Tasa de formacion de 5-FU desde Tegafur en microsomas de células B-linfoblasticas que

expresan CYPs humanos.

Segun este grafico, los enzimas que mayoritariamente participan en el metabolismo por el cito-
cromo P-450 son el CYP2A6 y el CYP2C9, mientras que en algin otro articulo se indica que el
tegafur se transforma en el farmaco activo 5-FU por los citocromos P450 1A2, 2A6 y 2C8 en los
microsomas del higado humano asi como que se han encontrado polimorfismos genéticos en el
CYP1A2 y en el CYP2A6 [37]. También existe contribucion a este paso por el enzima timidina
fosforilasa (TP) en el citosol del higado. La TP, purificado de tejidos de tumor géstrico humano,
se ha visto que cataliza la formacion de 5-FU desde el tegafur asi como la formacién de timina
desde la timidina ¢ de 5-FU desde el 5'-dFUrd (sin embargo, la formacion de uracilo desde uridi-
na no la realiza este enzima sino el enzima UrdPase). Los niveles 6 actividades de TP en tejidos
de cancer de mama 6 de pulmon son de 10-20 veces mas elevados que en tejidos normales, asi
como en estdmago, colon y ovario. Se conoce la existencia de polimorfismos genéticos en la TP.
Ademas, hay grandes variaciones interindividuales en los niveles de TP (de 10 a 320 veces mas
elevado) en varios tejidos de cancer que incluyen el higado. Se ha visto que los niveles de TP se
pueden ver aumentados por algunos factores como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y far-

macos anticancer tales como el paclitaxel 6 la ciclofosfamida [38].
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La formacion de 5-FU a partir del FT en los microsomas del higado humano se realiza en pre-
sencia de un sistema generador de NADPH. Sin embargo, la formacion de 5-FU en el citosol del
higado humano se realiza en ausencia de NADPH.

La conversion de FT a fluorouracilo ocurre principalmente en el higado. El FT supone un depo6-
sito de FU, que libera lentamente 5-FU en el organismo, comparable a la administraciéon de FU
por infusién i.v. continua. Por lo tanto, cabria esperar efectos adversos comparables a los obser-
vados en infusion continua, pero con la ventaja que la administracion oral es de reducido coste,
representa mayor comodidad para el paciente y un menor riesgo de complicaciones. Desafortuna-
damente, los ensayos clinicos no han demostrado una eficiencia superior de FT administrado por
la via oral respecto a la infusion i.v. continua. Ademas, FT frecuentemente presenta molestias
gastrointestinales severas y su liposolubilidad da lugar a un aumento de la concentracion del far-
maco en el fluido cerebroespinal conduciendo a neurotoxicidad severa.

Por ser el CYP2AG6 el principal enzima responsable del proceso de bioactivacion del FT, poli-
morfismos genéticos de este enzima ¢ interacciones del farmaco afectan la formacion de 5-FU
desde el FT y pueden modificar el resultado de la quimioterapia del cancer usando FT/uracilo.

El citocromo CYP2A6 es un enzima que muestra polimorfismo genético. Se han encontrado
cuatro alelos mutados, designados como CYP2A6*2, *3, *4 y *5, ademas del alelo “wild-type”
(CYP2A6*1). CYP2A6*2 presenta una mutacion en una base (T—A), conduciendo a un cambio
de una Leucina a una Histidina en la posicion 160 en el exén 3, que resulta en la formacion de un
enzima inactivo. CYP2A6%*3 es también inactivo, a causa que estaba formado por la conversion
del gen “wild-type” en los exones 3, 6 y 8, aunque su funcionalidad no est4 del todo clara a causa
de la baja prevalencia de los homocigotos para este alelo mutante. CYP2A6*4 es un alelo con una
deleccion parcial 6 completa del gen CYP2A6. Los microsomas preparados del higado de un
homocigoto con la deleccion de CYP2A6 estan desprovistos de la proteina. Por tltimo,
CYP2A6*5 es un nuevo alelo defectuoso.

Las vias para el metabolismo del FT a 5-FU envuelven la oxidacién en C-5 por los enzimas
microsomales y una hidrdlisis en C-2 por los enzimas citosolicos. Los enzimas responsables del
metabolismo del FT de momento son desconocidos. Los productos de oxidacion en C-3" y en C-
4’ (los metabolitos hidroxi-FT) y el metabolito dihidro-FT (localizacién indefinida de la doble
cadena en el anillo tetrahidrofurano) también han sido aislados como productos de excrecion uri-
narios en ratas, conejos y humanos pero son componentes metabolicos minoritarios. Ademas,

estos metabolitos no son citotoxicos y solo el metabolito C-4 hidroxi-FT se convierte a 5-FU en
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una proporcion de un 5% en humanos por la TP. Por lo tanto, el metabolismo del 5-FU parece ser
la ruta predominante para el aclaramiento del FT.

Se ha comentado la transformacion que ha de producirse desde el profarmaco sea cual sea ésta,
hasta que tenemos la molécula de 5-FU, pero éste también ha de transformarse para que actue
sobre la célula tumoral, por lo que podremos considerar al 5-FU como un profarmaco que requie-
re la activacion a 5-fluoro-2’-deoxiuridina monofosfato (5-FdUMP). Sera el 5-FAUMP la molécu-
la encargada de inhibir la replicacion de la célula tumoral a través de la inhibicion de la TS (TS),
un enzima necesario para la sintesis de novo de pirimidinas.

Una vez se tiene el FU en el lugar de accion, el 20% pasard a la ruta del anabolismo para formar
metabolitos activos, mientras que el 80% restante se catabolizard para ser degradado. El principal
enzima responsable del catabolismo del FU es la DPYD. Se ha demostrado que la expresion de
los genes TS y DPYD en el cancer gastrico era diferente dependiendo de la diferenciacion histolo-
gica; mientras el gen 7S estaba mas expresado en adenocarcinomas diferenciados, el gen DPYD
lo estaba en adenocarcinomas indiferenciados. También se ha visto que al afadir un inhibidor del
enzima DPYD tal como el 5-cloro-2,4-dihidroxipiridina aument6 la cantidad de 5-FU formado.
Polimosfismos en este enzima disminuiran 6 eliminaran su actividad, con lo que el farmaco se
metabolizara en menor medida 6 no se metabolizara, con el consecuente aumento de la actividad
y/6 posible toxicidad.

Con el objetivo de mejorar el indice terapéutico del FT, se prepar6 una formulacion especial de
FT, denominada UFT, una mezcla de FT y uracilo (U) en proporciones molares de 1:4. El uracilo
(U) actua como un modulador del catabolismo del FU. Siendo, como se ha comentado anterior-
mente, un substrato natural para el enzima DPYD, ¢ste compite con el FU (en la forma de FT).
Debido a que su concentracion molar es mucho més elevada que la de FU (en la forma de FT,
solo una pequefia cantidad de FU se degradara por la DPYD y por lo tanto sera mas disponible a
la ruta anabolica de activacion. Por lo tanto, la coadminstracion de FT (lenta liberacion de FU en
el organismo) y U (degradacion reducida de FU) produce una reserva constante de FU y de sus
metabolitos activos, minimizando tanto la produccion de metabolitos inactivos como de metaboli-
tos potencialmente toxicos. El uracilo modula bioquimicamente el 5-FU inhibiendo la DPYD,
conduciendo a concentraciones mas elevadas de 5-FU en sangre y mayor actividad antitumoral.
Se comprobo6 que en pacientes que recibieron dosis equimolares de FU por infusion continua (en
este caso 250 mg/m*/dia durante 5 dias) 6 UFT oral (370 mg/m*/dia durante 28 dias), se obtuvo

una exposicion al FU similar medida como area bajo la curva (AUC). Ademas, este estudio de-
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mostroé una prolongada vida media de eliminacion (t;2) de FU después de la administracion oral
de UFT. Estudios recientes demuestran que el tratamiento con UFT fue bien tolerado y tuvo acti-
vidad significativa en pacientes con canceres de colon, estbmago y mama.

Mientras el 5-FU no tiene un centro de rotacion, FT contiene un carbon asimétrico en la posi-
cion 2’del anillo tetrahidrofurano y tiene dos estereoisomeros, el R-FT y el S-FT.

Dependiendo de una configuracién u otra, la molécula tendra mayor disponibilidad a ser atacada
por determinados enzimas y producirse ciertas reacciones. El R-FT se metaboliza 5,6 veces mas
rapido que el S-FT por los microsomas del higado por lo que su vida media (t;2) es menor y exis-
tird eliminacion preferencial de este isomero. De esta manera, la cantidad de FU formado a partir
del profarmaco serd mayor para el compuesto racémico, seguido por el R-FT (debido a esta rapi-
dez en su metabolizacion) y, por ultimo, el S-FT. Sin embargo, las concentraciones en el plasma
asi como su concentracion maxima (Cpax) y €l tiempo necesario para conseguir esta Cuax (Tmax)
fueron similares para los dos isémeros, por lo que no presentan diferencias importantes en cuanto
a su cinética de absorcion. La vida media (t;,) del estereoisdémero S-FT fue similar a la del com-
puesto racémico que indico que la cinética del racemato es gobernada por el S-FT, mientras que
la vida media del FU es similar a la del estereoisomero S-FT. La inhibicion en el crecimiento del
tumor se produjo en mayor medida en el estereoisomero S-FT seguido del R-FT y, por tltimo del

racémico [39].

Estructura del tegafur.

A continuacion se muestran varias tablas en las que se pueden observar ensayos en fase I de pa-
cientes tratados con UFT, en fase II para pacientes con cancer colorectal tratados con UFT, en

fase I y II tratados en combinacidn con otros agentes para cancer colorectal, ensayos en fase [ y II
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tratados con UFT en combinacion con LV 6 LV junto a radioterapia, y, por Gltimo, ensayos en

fase II en pacientes con cancer gastrico combinado con otros agentes.

Ensayos en fase I en pacientes tratados con UFT:

Namero is d incioal Dosis
Estudi de MTD del Dosis de Principales recomendada
studios . efectos adver-
pacientes UFT LV para la fase
SOS
evaluados 1
Muggia et fatiga .
al.(1996) 26 400 mg/m?/d* diarrea 400 mg/m/d
[40] nauseas
2, 4b
Pazdur ef 19 800 mg/mz/db granulocitopenia 800 mg/mz/dc
al.(1996) 2 360 mg/m°/d
'[ 41] 23 400 mg/m-/d° diarrea
20 mg/m” iv vomitos
Spicer et los dias estomatitis
al. (1991) 14 300 mg/m?/d 18,1522 diarrea
[42] partir del 2° leucopenia
ciclo
Gonzalez- d1: 500 mg/m’ estomatitis
Baron et 24 5 v . me/m2/d¢
al.(1993) 390+10mg/m*/d° d2-d14: 30 . idlaasrézal‘ o s
[43] mg/d oral pig g
Mer(;p ol . 60+45+45mg/d diarrea -
al (16996) 26 350 mg/m*/d en 3 dosis ora- | nauseas,vomitos | 350 mg/m’/d
'[ 447 les fatiga
Pazdur et 2, 4f . 2 4f
al.(1997) 14 350 mg/m/d 150 mg/d en 3 diarrea 350 mg/m°/d
'[ 45] dosis orales
Pazdur et ) 2
al.(1998) 18 350 mg/m~/d° 150 mg/d en 3 diarrea 300 mg/m~/d*
'[ 46] dosis orales

MTD: “Maximum tolerated doses”(Méxima dosis tolerada)

- 0 O 0 o

: administrado oralmente durante 28 dias en 3 dosis diarias cada 6 semanas
: administrado oralmente durante 5 dias en 3 dosis diarias cada 3 semanas

: administrado oralmente durante 28 dias en 3 dosis diarias cada 5 semanas
: administrado oralmente durante 28 dias cada 5 semanas
: administrado oralmente durante 14 dias en 2 dosis diarias cada 4 semanas
: administrado oralmente durante 14 dias en 3 dosis diarias cada 4 semanas
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Ensayos en fase II en pacientes tratados con UFT en cancer colorectal:

N° de . Tasa
_ : . Dosis de MDR I
Estudios pacientes Dosis de de Principales
evalua- UFT LV respuesta MST efectos adversos
dos (95% IC)
Malik et MST g )
al.(1990) 600 mg/d* 17% 34 erupcion cutanea
[47] 36 (6%-33%) sem.
Pazdur et 150 o )
al.(1994) 300-3250b mg/d en 4012 % . MST diarrea
48] 45 mg/m-~/d 3 dosis |(28% 58%) 15,8 m
orales
15 mg/d MDR:
;ilfggest) 350 en 3 25% 7m diarrea
'[ 49] 20 mg/m°/d dosis | (6%-44%) MST: mucositis
orales 12+m
diarrea
mucositis
39% nauseas, vomitos
(28%-50%) Abad et al.(1997)
[51]77(=72a)
400
mg/d 45 mg/d
17% (9%-27%)
d1:500 MST 14,4 m nau-
Gonzalez- mg/m2 MDR: seas,vomitos,
Baron et 390 v 10 m diarrea
al.(1995) 75 mg/m*/d d2-d14: MST: | Feliu et al.(1997)
[50] 30 mg/d 13,5m [52] 38 (>70a)
oral 390 mg/m?/d* d1:
500 mg/m” iv
d2-d14: 30 mg/d
oral 29% (15%-
46%) MDR 9m
MST 12,5 m
diarrea, mucosi-
tis,

nauseas, vomitos
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18 90 me/d diarrea
Meropol et cancer g 0% pancreatitis
300 en 3 , .
al.(1999) colorectal 2, 1b ) nauseas, vomitos
) mg/m°/d dosis . ST
[53] resistente hiperbilirubine-
orales :
a bolo de mia
FU
150
0
Aranda et 300 mg/d %1 %o . MST diarrea
al.(1999) 11 2, b en 3 (14%-30%) .
[54] mg/m-~/d dosis 13m nauseas, vomitos
orales
Lin et 30+15+
al.(2000) 300 15 mg/d 33% nauseas,vomitos
[55] 40 mg/m?/d® gélsfs (18%-47%) diarrea
orales
Ichikawa 15 mg/d MDR: _
et 400 en 3 35% 95d diarrea
al.(2000) 20 mg/m?/d° dosis (14%-56%) MST: mucositis
[56] orales 228+d

MDR: “Median duration of response”(Duracion media de respuesta);

time”’(Tiempo de supervivencia medio)
a : administrado oralmente en 3 dosis diarias; duraciéon media de tratamiento:10 semanas
b : administrado oralmente durante 28 dias en 3 dosis diarias cada 5 semanas
d : administrado oralmente durante 14 dias en 2 dosis diarias cada 4 semanas
e : administrado oralmente 2 dosis diarias durante 5 dias, seguido por un periodo de 2 dias de

descanso, cada 4 semanas

MST: “Median survival

Resultados recientes de ensayos en fase I/Il y en fase II en pacientes tratados con UFT combinado

con otros agentes anticancer para carcinoma colorectal :

Estudios

MTD 6 dosis
escaladas

Dosis de
LV

Toxicida-

des

dependien-
tes de dosis

Namero
de pacien-
tes eva-
luados
Tasa de
respuesta
Tiempo de
supervi-
vencia
media
(MST)

Dosis reco-
mendadas
para fase Il
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16(UFT

2 UFT 250
UFT 250 25 Org? m/ o gmd
Hill et al. mg/m*/d* fiebre neu- LV 90
(2000) [57] | CPT-11300 90 mg/d tropénica | oLl mg/d oral
mg/m2 b e diarrea 2502 b CPT-11 250
mg/m™) mg/m2 b
25%
Escudero et EF;%/SC?C 13 UFT 250
al.(2000) CP]%-I 1120 diarrea 0% mg/m*/d°
[58] 2d fatiga CPT-11110
mg/m 2d
mg/m
Gravalos et UFT %006
al. (2000) mg/m’/d . . 13
CPT-11 300 45 mg/d diarrea 54%
[59] 2f
mg/m
Mel et al.
(2000) [60] UFT 200-350
Vazquez mg/m?/d¢ 28
Estevez et raltritexato diarrea 21%
al.(2000) 2-3 mg/m?"
[61]
UFT 390 rfl/ﬁgh UFT 300
Dorta et al. mg/m?/d’ : ﬁgl . di 34 mg/m?/d’
(2000) [62] | oxaliplatino rtusion 1v larrea 35% LV d1:250
85 mg/m?! d2- nauseas, mg/m*2h
d14:15mg/d vomitos . ..
infusion iv
oral
Jakobsen et EF;%%?( 63
al.(2001) hi d%oxiurea levoLV %2,5 gastrointesti 22%
[63] 0,5 o/d* mg/d nal MST 11m
a : administrado oralmente durante 14 dias cada 3 semanas
b : administrado i1.v. en dia 1 cada 3 semanas
¢ : administrado oralmente durante 21 dias en dosis diarias divididas cada 4 semanas
d : administrado en infusién i.v. durante 60 minutos los dias 1, 8 y 15 cada 4 semanas
e : administrado oralmente durante 14 dias en 3 dosis diarias durante 3 semanas
f : administrado en infusion i.v. durante 90 minutos en dia 1 cada 3 semanas
g : administrado oralmente durante 28 dias en 3 dosis diarias cada 6 semanas
h : administrado en infusion i.v. durante 15 dias los dias 1 y 21 cada 6 semanas
1 : administrado oralmente durante 14 dias en 2 dosis diarias cada 4 semanas
j : administrado los dias 1 y 14 cada 4 semanas
k : administrado oralmente durante 28 dias cada 5 semanas
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Ensayos en fase [ y II en pacientes con carcinoma rectal tratados con UFT combinado con LV 6

LV y radioterapia :
Otro . Ndmero de
_ : compuesto Toxicida- pacientes _
Estudios Dosis y/6 des evaluados Dosis reco-
UFT tratamiento depen- Tasa mendada
administrado dientes de para fase II
de dosis respuesta
(95% 1C)
Sanchiz & 2a LV 90 leucopenia 52
Milla [64] | 000 mg/m me/m?/d* 40%
de la Torre 2 LV 30mg/d
et al.(1999) 300 mg/m“/d oral diarrea 32
' dg§-d35 d8-d35 82%
[65] : .
radioterapia
45Gy
LV d1:500 UFT 300
mg/m’ mg/m~/d
infusion iv diarrea 28 Lvdl :5200
Feliu ef al. 300 6 350 d2-d14:30 vomitos (54;1 ‘?60/) ingfi/grll y
2/4b mucositis o-
(1999)[66] mg/m-~/d rgrga/fi ° d2-d14-
: . 30 mg/d oral
radioterapia : )
45Gy radioterapia
45Gy
18
89%
Pfeiffer et 150-300 ) pacientes
al.(2000) mg/m*/d° leV(r)II;\// d%2’5 diarrea vivos
[67] & después de
una media de
45 sem
LV 90 mg/d* 14 EF /{n?z’/sd%
Hoff et 250-400 radioterapia diarrea 21% LV % 0 me/d"
al.(2000) mg/m?/d* 45Gy anorexia (respuesta radio terag a
[68] preoperativo preoperativo natseas completa)® 45 Gyp
preoperativo

a : administrado oralmente durante 14 dias en 3 dosis diarias cada 4 semanas
b : administrado oralmente durante 14 dias en 2 dosis diarias cada 4 semanas, 3 ciclos
¢ : administrado oralmente en 3 dosis diarias durante 5 dias (mismos dias que la radioterapia)

seguido por un descanso de 2 dias

76



d : administrado oralmente en 3 dosis diarias durante 5 dias (mismos dias que la radioterapia)

seguido por un descanso de 2 dias durante 5 semanas consecutivas

e : evaluacion patoldgica de especimenes quirurgicos

Estudios clinicos en fase II en pacientes con cancer gastrico tratados con UFT y otros agentes

anticancer :
NUme-
ro Otrol/s
_ de Dosis de | COMPues- Tasa de MDR Principales
Estudios | pacien- UFT to/s respuesta MST efectos
tes adminis- (95% IC) adversos
eva- trado/s
luados
Malik et
al.(1990) 18 600 6%(0,3%- MST erupcion
[47] mg/d” 30%) 12sem cutanea
cisplatino
50 mg/d
Hashimo- infusion
as to © continua anorexia
of 400 mg/d di-2 31% nau- ‘
13 d8-28 FU 500-750 seas,vomitos
al.(1993) . )
[69] mg/d leucocitopenia
infusion
continua
d2-7
mitomicina
Jin et al. C .
(1994) 93 450 mg/d | 20 mgiiv 1 60% debilidad
[70] vezala leucopenia
semana
Sat(; et cisplatino zlil;):ree);a
al. 30 mg/m’ nau-
(1995) 14 mg‘/‘gg (o |1V durante 3 43% MST 11,4m | geqs vomitos
[71] dias cada 4 leucocitopenia
semanas
VP16
' d1:100
Feliu et mg/m’ iv :
al. d2,d3:200 oo _ diarrea
(1996) 46 39(% mg/m oral 35%(22%- MDR: 10m anemia
[72] mg/m~/d° LV d1:500 51%) MST: 9m nau-
mg /m'g v seas,vomitos
d2-d14:30
mg/d oral
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Kim et LV 25 diarrea
al. 14 480 me/m2/d 29%(5%- MST:25 mucositis
(1996) mg/m*/d* & 52%) sem nau-
oral ..
[73] seas,vomitos
Kim et LV MDR:30 diarrea
al. 37 360 25me/m>/d 27%(15%- sem mucositis
(1997) mg/m>/d* £ 43%) MST:30 nau-
oral ..
[74] sem seas,vomitos
d1 epirubi-
cina 50
2 .
al. 360 2 54%(40%- ) ..
(2000) 46 mg 2/ 60 nilég/m 69% MST: 10m seI;ai;\C/g;nﬁlitsos
[75] d1-d21 LV diarrea
45 mg/d
oral
epirubicina neutropenia
2
Chaves et 16 di3o0 |0megmy 19% MST: nau-
al.(2000) cisplatino ° .
mg/d 2 10m seas,vomitos
[76] 60 mg/m .
iv alopecia
d8 cisplati-
Sato et
Cll. (2000) 41 4002 . no 5 51 %(35%- MDR: 85d neutropenia
[77] mg/m-~/d 80 mg/m 67%) MST:8,3m
v
a : administrado oralmente en 3 dosis diarias; duracion media del tratamiento: 6 semanas
b : administrado oralmente durante 28 dias
¢ : administrado oralmente durante 14 dias cada 4 semanas
d : administrado oralmente durante 21 dias en dosis diarias divididas cada 4 semanas
e : administrado oralmente durante 21 dias en 2 dosis diarias cada 4 semanas

Seguidamente se pasaran a comentar algunas caracteristicas sobre el enzima citidina deaminasa

(CDA). Este enzima interviene en la conversion del profarmaco capecitabina (CAP) en su meta-

bolito activo FU, pero no en el FT, aunque si se cree que participa indirectamente en algiin punto

en el desencadenamiento de procesos que favorecen el desarrollo del cancer. La CAP es metabo-

lizada en principio por la carboxilesterasa en el higado pasando a 5’-deoxi-5-fluorocitidina

(5’dFCR), que, a su vez, se transforma bien sea en el higado 6 en la célula tumoral por la CDA

(que se encargara de convertir el derivado citidinico en derivado uridinico) en 5’-deoxi-5-

fluorouridina (5'dFUrd). El 5'dFUrd pasa también en el higado 6 en la célula tumoral por la TP a

FU. Polimorfismos en el gen que codifica para la CDA, cuando se administra capecitabina, haran
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disminuir la actividad del enzima 6 lo inactivaran, con lo que no habré paso del profarmaco a FU
y no actuara el fArmaco. También se pueden dar polimorfismos en la TP que influyan en la con-
version del profarmaco FT y, en concreto de la 5’-deoxi-5-fluorouridina (5'dFUrd) en FU.

Se ha visto que la CDA provoca resistencia a los andlogos nucleosidicos de la citosina al degra-
darse por esta via, similar a lo que ocurre con la DPYD, que es el gen encargado del metabolismo
6 degradacion del FU. Sin embargo, también se sabe que estos compuestos presentan toxicidad
hematopoiética que limita su efectividad en la terapia del cancer.

Una estrategia para prevenir esta toxicidad seria insertar un gen para la resistencia del fArmaco
en las células de la médula dsea.

La CDA puede deaminar e inactivar 5-aza-2’-deoxicitidina (5-AZA-CDAR), 2°,2'-
difluorodeoxicitidina (dFdC) y citosina arabinosido (ARA-C).

Por otro lado, se ha visto que el enzima CDA existe a nivel de las células del higado y en las
células del tumor.

Si al aplicar un inhibidor de la CDA estos compuestos tienen mayor efectividad, hace pensar
que en las células del tumor existe este enzima. Por lo tanto, si en las células del tumor existe
CDA, para prevenir la resistencia a estos analogos nucleosidicos de citosina, se puede administrar
un inhibidor de la CDA, el 3, 4, 5, 6-tetrahidrouridina (THU). Existen ademas, nucledsidos deri-
vados de pirimidina, que son reducidos por el mismo proceso que para el THU, que son también
potentes inhibidores de la CDA. No se ha estudiado si el FT 6 alguno de los productos interme-
dios de su degradacion, asi como el 5-FU, pueden actuar como inhibidores de la CDA pero podria
ser factible que actuara mediante este mecanismo. En el caso del profairmaco CAP, si se adminis-
trara un inhibidor de la CDA (en este caso el 5-FU en el caso que actuara como tal) estariamos
evitando su conversion al farmaco activo (5-FU) y por lo tanto que fuese efectivo el tratamiento.
Esto no ocurre con el FT ya que este enzima no interviene en el paso de farmaco inactivo al far-
maco activo.

Otro de los procesos que hacen que la actividad del enzima disminuya 6 se inhiba es la existen-
cia de polimorfismos en el gen que codifica para este enzima, que es objeto de nuestro estudio.

Independientemente del tratamiento aplicado, la alta expresion del enzima CDA es una caracte-
ristica de mal pronostico en leucemias linfociticas cronicas (CLL). Este hecho no ha sido estudia-
do para céncer géstrico.

Existen numerosos ensayos posteriores a los enumerados en los que se ha estudiado la supervi-

vencia variando los regimenes donde participaba el FT. Existe, por ejemplo un estudio publicado
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en 2003, en el que se combinaba FT junto a mitomicina y se comparaba con un grupo que solo
habia recibido como tratamiento adyuvante, mitomicina. Se demostr6 que la supervivencia era
mayor cuando se administraba TG-MMC que la mitomicina sola, cuando el estadio era menor,
con ganglios linfaticos negativos y el hecho de ser mujer frente a los varones.

En otro estudio del mismo afio, se estudio la influencia que ejercia la expresion de la proteina

TS en la eficacia del tratamiento con FT y mitomicina 6 mitomicina sola.

1.4.3. OTROS PROFARMACOS DEL 5-FU
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i
BOF-A2 FTO \FTO Lj
'
UFT
Estructura del 5-FU y sus profarmacos
Se han desarrollado nuevos agentes que parecen aumentar los efectos citotoxicos del 5-FU admi-
nistrado oralmente sin potenciar los efectos toxicos.
Estos agentes son clasificados como pirimidinas fluoradas 6 fluoropirimidinas e incluyen CAP,
un profarmaco del 5-FU que se convierte en 5-FU en los tejidos del tumor; eniluracilo (etinilura-
cilo), un inhibidor selectivo irreversible de la DPYD; uracilo combinado con FT (ftorafur, FT-
207, FTO) 6 UFT, un inhibidor no selectivo de la DPYD y dos menos desarrollados pero prome-
tedores inhibidores de la DPYD, S-1 (BMS-247616) y BOF-A2.
Capecitabine
CE*
5'-DFCR
CyD
l DNA
UFT 5'-DFUrd

Cyto P450

Degradation

UK
FUMP ———% p FUDP ———— FAUDP

Vias metabdlicas del 5-FU y sus prodrogas en relacion a la inhibicion de la sintesis de DNA
[78]
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Capecitabina

Es la N*-pentiloxicarbonil-5"-deoxi-5-fluorocitidina, conocida también como Xeloda®.

Siguiendo la administracion oral, la CAP atraviesa la mucosa gastrointestinal, reduciendo la
probabilidad de toxicidad gastrointestinal. Una vez en el higado, la CAP se convierte en 5’-deoxi-
fluorocitidina (5'dFCR) por la carboxilesterasa, que puede ser convertido en presencia de la CDA
hepatica 6 del tumor a 5’-dFUR. En el tumor, el 5'-dFUR se convierte en 5-FU por el factor de
angiogénesis TP, denominado también factor de crecimiento endotelial (“platelet-derived endot-

helial cell growth factor”).

o 3
N 5
o J\
N
Heo _~°
HO oH

Estructura quimica de la capecitabina

Debido a que la conversion final de la capecitabina a 5-FU ocurre en el tumor, se evita el catabo-
lismo del 5-FU en otros tejidos. Sin embargo, no se previene el catabolismo del 5-FU en el tumor
que contiene DPYD.

Siguiendo la administracion oral, la capecitabina atraviesa la barrera gastrointestinal reduciendo
asi la posibilidad de toxicidad gastrointestinal. Una vez en el higado pasa a 5'"dFCR por la car-
boxilesterasa que, en presencia de la CDA del tumor 6 del higado pasa a 5'dFUrd y finalmente a

FU por el factor angiogénico TP.
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Via metabolica de la capecitabina

La eficacia de la capecitabina depende de la conversion del 5'-dFUR a 5-FU por la TP en teji-

dos del tumor, e, inversamente, con la concentracion de DPYD del tumor, que cataboliza el 5-FU

a metabolitos inactivos.

5-dFUR
Capecitabine

Capecitabine

l

5'-dFUR

m DPD

4w

| 5-FU

FAUMP

Debido al metabolismo de la CAP, ésta puede presentar varias ventajas. Una de ellas, ya mencio-

nada anteriormente, se evita el metabolismo del 5-FU en el tracto gastrointestinal, reduciendo el

riesgo de la toxicidad tipica gastrointestinal inducida por el 5-FU. En segundo lugar, debido a que

ciertos tumores contienen elevadas concentraciones de TP, se cree que el 5-FU se libera selecti-

vamente en el tejido del tumor. Sin embargo, las

concentraciones de TP en los tejidos del tumor

son altamente variables, con lo que la conversion a FU es impredecible.
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En pacientes con la funcion hepatica comprometida, las concentraciones en plasma de CAP, 5-
FU y 5’-dFUR fueron mas elevadas, mientras que las de 5’dFCR mads bajas.

La eficacia de la CAP deberia teéricamente ser optimizada en tumores con altas concentracio-
nes de TP y bajas concentraciones de DPYD.

Se han propuesto varios esquemas de administracién que incluyen un esquema de dos veces
diarias continuas, asi como dosis intermitentes (dos veces diarias durante 14 dias y descanso de 7
dias) en tumores solidos multiples. Se ha estudiado tanto sdlo como en combinacioén con leucovo-
rin. Se ha demostrado efecto antitumoral positivo en canceres de mama y colorectales, por lo me-
nos igual que en la terapia convencional con FU. Las toxicidades observadas con la administra-
cion de CAP fueron de grado 3 a 4 y consistieron para cadnceres de mama y colorectales en di-
arrea, nauseas, dolor abdominal, vértigo y sindrome “hand-foot”.

Los resultados de los ensayos en fase II mostraron que la administracion de CAP sola tiene efi-
cacia comparable a la combinacion de ciclofosfamida, Metotrexato y 5-FU (CMF) en pacientes
con cancer de mama avanzado. Su actividad fue comparable al paclitaxel en pacientes con cancer
de mama. Tiene actividad antitumoral positiva en cancer colorectal avanzado.

En la siguiente tabla quedan plasmadas las reacciones adversas de la CAP en comparacion a la

combinacion de 5-FU/leucovorin:
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hand-foot syndrome nausea vomiting fatigue

alopecia

diarrhea stomatitis

Reacciones adversas de cualquier grado en 2 20% de pacientes tratados con capecitabina 6 la

combinacion de 5-FU/leucovorin. *p<0,0002, significativo estadisticamente.
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Eniluracilo
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Estructura quimica del etiniluracilo

El eniluracilo 6 5-etiniluracilo es un compuesto pirimidinico con estructura similar al uracilo y
al 5-FU. Es un potente inactivador del enzima DPYD, que se traduce en un incremento de uracilo
en el plasma e inhibicion de la actividad metabolica de la DPYD. De esta manera, existe un au-
mento de la actividad del uracilo y ademas de su toxicidad. La biodisponibilidad del 5-FU combi-
nado con eniluracilo fue mucho mayor comparado a la que se conseguia con FU s6lo. También se
vio aumentada la vida media (t;,) de 8 a 22 minutos a 4,5 horas. Debido a la inhibicion del
DPYD, la principal via de eliminacion fue la renal.

Se da un cambio en la transformacién desde la via catabdlica neurotoxica a la via anabodlica
citotoxica.

Existen diferentes ensayos en fase I, I y III. Un numero de ensayos en fase [ y II estan evaluan-
do la eficacia de la administracion concomitante de eniluracilo y 5-FU en varios cénceres, sobre
todo en tumores del tracto gastrointestinal.

Dada la participacion en el metabolismo y la biodisponibilidad del 5-FU, la coadministracion de
eniluracilo con 5-FU podria tener beneficios en la farmacocinética y resultados terapéuticos. Por
un lado, todos los pacientes recibirian dosis mas bajas de 5-FU oral que el recibido por bolus in-
termitente ¢ infusion intravenosa continua. Las variaciones tanto individuales como del tumor por
la eliminacion del eniluracilo en la DPYD asi como la influencia circadiana de esta DPYD desen-
cadenaria una toxicidad previsible en los pacientes, y, especialmente en aquellos que genética-

mente les falta la DPYD, ademas de incrementar el indice terapéutico de 5-FU. La eliminacion
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del 5-FU predominantemente por excrecion renal en lugar de por metabolismo hepéatico contribu-
ye a la obtencion de mejores métodos de determinar ajustes en la dosis basados en la funcién re-

nal.
Emitefur

El BOF-S (EMITEFUR) se trata de la combinacion de dos farmacos, el profarmaco del 5-FU
1-etoximetil 5-fluorouracilo (EM-FU) y el inhibidor de la DPYD, 3-ciano-2,6-dihidroxipiridina
(CNDP) en una ratio molar de 1:1. EM-FU es relativamente resistente a la degradacion y es me-
tabolizado a 5-FU por los microsomas del higado. In vitro, CNDP es aproximadamente 2000 ve-
ces mds potente que el uracilo en inhibir la degradacion del 5-FU, sin apenas afectar las vias ana-

bolicas del 5-FU. Su administracion da lugar a una prolongada vida media (t;,) del 5-FU.
S-1

S-1 es una fluoropirimidina oral que combina el profarmaco TG y dos moduladores del 5-FU, el
5-cloro-2,4-dihidroxipiridina (CDAHP) 6 gimeracilo y oxonato de potasio (OXO) u oteracilo, en
una ratio molar de 1:0.4:1. Ni CDAHP ni OXO tienen actividad antitumoral por si mismos.
CDAHP es 200 veces mas potente que el uracilo en inhibir el enzima DPYD. Esta combinacion

de agentes farmacoldgicos resulta en una eficacia antitumoral potente y una baja toxicidad.

OH 0
F

Jo s L T
o - HO MN o w/‘\ COOH
- |

Tegafur CDHP Oxonate
(1) (0.4) (4]

Estructura quimica de S-1. CDAHP= 5-cloro-2,4-dihidroxipiridina.
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La exposicion al 5-FU siguiendo la administracion del TG estd mediada por enzimas microso-
males hepaticos, mientras que el CDAHP, un inhibidor competitivo de la DPYD, prolonga la vida
media del 5-FU. Se ha visto que el OXO inhibe selectivamente la fosforilacion del 5-FU sobre
todo a nivel del tracto gastrointestinal, por el enzima orotato fosforibosil transferasa (OPRT) dis-
minuyendo la formacion del FUMP de una de las vias anabdlicas del 5-FU proporcionando pro-
teccion del riesgo de padecer diarrea u otras toxicidades gastrointestinales. Los niveles de FUMP
se encuentran disminuidos, sobre todo en el intestino delgado, asi como los niveles de FU incor-
porado en el RNA, resultado de esta via anabdlica, aunque se pueden dar vias alternativas.

0XO, ademas protege la actividad de la TS disminuyendo el FAUMP via FUMP en tejido gas-
trointestinal, que conduce a la reduccion de la toxicidad gastrointestinal.

S-1 presenta una inhibicion en el crecimiento del tumor mucho mayor que la que presenta el
UFT y una mayor supervivencia.
Ensayos en fase II han confirmado el gran potencial antitumoral de este compuesto y la baja

toxicidad.

1.4.4. EFECTOS ADVERSOS DE LAS FLUOROPIRIMIDINAS

Las preferencias del paciente, la mejora en la calidad de vida y consideraciones econdmicas
estan conduciendo al desarrollo de quimioterapia administrada oralmente. Las pirimidinas fluora-
das, que han sido usadas extensamente en Japon, estdn generando un interés cada vez mayor para
proveer un tratamiento adecuado, menos toxico sin afectar la eficacia. Las toxicidades asociadas
a las fluoropirimidinas orales son generalmente bien toleradas. Las fluoropirimidinas orales pue-
den atenuar las toxicidades secundarias a la inyeccion del bolus del 5-FU. Ademas, prolongan la
exposicion al 5-FU con concentraciones con picos mas bajos. Dependiendo de la dosis adminis-
trada, la farmacocinética de las fluoropirimidinas orales puede imitar la farmacocinética de la
infusion continua de 5-FU [79].

Los perfiles de toxicidad pueden diferir entre los compuestos que compiten con el DPYD 6 que
inhiben irreversiblemente este DPYD (tales como UFT, eniluracilo, S-1, BOF-A2) y aquellos que

no actian por estos mecanismos (como la CAP).
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EFECTOS ADVERSOS COMUNES DEL 5-FU Y FLUOROPIRIMIDINAS ORALES

Efecto adverso 5-FU Capecitabina Eniluracilo UFT S-1 BOFA-2
Diarrea X X X X X X
Natseas/vomitos X X X X
Neutropenia X X X

Mucositis y estomatitis X X

Sindrome “hand foot” X

Anemia X

5-FU = fluorouracilo; UFT = uracilo + tegafur

UFT y leucovorin no estan asociados con una significativa mielosupresion, mucositis, sindrome
“hand-foot”, 6 alopecia; la diarrea es la toxicidad mas destacable. Con la administracion cronica
de CAP, las toxicidades dependientes de la dosis son la mucositis, diarrea, y sindrome “hand-
foot”, que ocurre generalmente después de un mes de tratamiento. Para el eniluracilo y el 5-FU, la
supresion de la médula dsea es la toxicidad dependiente de la dosis, siendo la diarrea para S-1'y
BOF-A2. Con inyecciones de bolus intermitentes de 5-FU, la toxicidad que se presenta es mielo-
supresion, y, cuando se administra junto a leucovorin, se da ademas diarrea, mucositis y neutro-
penia, de los que aproximadamente el 20-30% de pacientes requieren hospitalizacion. La adminis-
tracion de 5-FU por infusion intravenosa continua se asocia con estomatitis y sindrome de “hand-

foot™.
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En la tabla se puede ver como la diarrea es el efecto adverso que ocurre mas frecuentemente
tanto en el 5-FU como en las nuevas fluoropirimidinas orales, que se puede controlar con antidia-
rreicos, tales como la loperamida 6 octreotida.

El tratamiento del sindrome “hand-foot”, observado en estudios con CAP es sintomatico, e in-
cluye crema de manos 6 posiblemente vitamina B oral.

La prevencion de nauseas y vomitos incluye profilaxis con un antiemético, que puede darse en

combinacion con dexametasona.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

90



2.1. HIPOTESIS

Se han estudiado genes que participan en varios puntos de la via del 5-FU, 6 bien de progresion de
la enfermedad como es en este caso del enzima CDA que convierte el derivado citidinico en uridini-
co, necesario para la sintesis de DNA, o bien en la metabolizacion del farmaco, que sera responsable
que este antineopléasico actie en mayor 6 menor medida al estar en mayor 6 menor biodisponibili-
dad, respectivamente. Se ha hipotetizado que, al participar la enzima CDA en la sintesis de DNA de
la célula tanto normal como tumoral, puede tener consecuencias para un paciente con cancer por
encontrarse activada dicha sintesis. Lo mismo ocurre con DPYD que, al intervenir en procesos me-
tabolicos puede relacionarse con la eficacia del tratamiento con 5-FU al participar en la conversion
del farmaco activo en metabolito inactivo.

Mientras, para el gen DPYD, el hecho de poseer un polimorfismo, supone una pérdida de activi-
dad del enzima, no se producird la metabolizacion del farmaco administrado, con la consiguiente
mayor biodisponibilidad de éste para su actuacion en la célula cancerosa del paciente (y también
mayor probabilidad de toxicidad), para el gen CDA, supone que habra una variacion en la transfor-
macion del derivado citidinico en derivado uridinico con lo que se producira la sintesis del DNA de

la célula cancerosa en mayor 6 menor medida.

2.2. OBJETIVOS

El objetivo de este estudio es analizar polimorfismos de genes y comprobar si estan implicados en
el metabolismo celular del 5-fluorouracilo, en pacientes con cancer gastrico, y comprobar si se rela-
ciona con el pronostico en pacientes tratados con quimioterapia adyuvante.

Se han tomado muestras del tumor de pacientes con cancer géastrico que han recibido 5-FU (el
analogo FT) y se han analizado los prolimorfismos de los siguientes genes:

1. DPYD lle543Val
2. DPYD Arg29Cys
3. CDA Lys27GIn

Mediante la técnica de discriminacion alélica por PCR cuantitativa a tiempo real se ha determinado

su estatus “wild-type”, heterocigoto u homocigoto para el polimorfismo. Estos cambios se han rela-

cionado con las variables clinicas patoldgicas y toxicidad.

91



Se han estudiado estos genes por relacionarse con el metabolismo de estos farmacos y su implica-
cion en otros tipos de cancer, como en el cancer colorectal y en leucemias. Se desconoce su accion
en cancer gastrico.

Se quiere demostrar si el hecho de tener un polimorfismo en el gen DPYD en un determinado pun-
to de la secuencia de DNA (en concreto en el aminoécido 543 de la secuencia provocando el cambio
Ile/Val al existir un cambio de bases A/G 6 en el aminoéacido 29 de la secuencia de DNA con el
cambio Arg/Cys al haber un cambio de una citosina por una timina) y/6 en el gen CDA (en el ami-
noacido 27 de la secuencia del gen con el cambio de dicho aminoacido Lys por Gln al cambiar las
bases A/C) es significativo en términos de supervivencia en pacientes con cancer gastrico que han
sido sometidos a gastrectomia parcial 6 total y posterior quimioterapia adyuvante. Segun sea DPYD
[le543Val 6 DPYD Arg29Cys, el polimorfismo afecta a un nucledtido u otro en la secuencia génica.

Ademas de ver como afecta para cada gen ser homocigoto “wild-type”, heterocigoto 6 homocigoto
para el polimorfismo, se han estudiado diferentes combinaciones, teniendo en cuenta, ¢ bien los 3
genes 0 2 de ellos, y se ha comprobado si estadisticamente podia influir en la supervivencia y en la

toxicidad después del tratamiento.
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3. PACIENTES Y METODOS
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3.1. PACIENTES. SELECCION DE PACIENTES.

El estudio se ha llevado a cabo con muestras de anatomia patoldgica de 53 pacientes consecuti-
vos de cancer gastrico, diagnosticados, tratados y revisados en el Servicio de Oncologia del Hos-
pital Clinic de Barcelona en el periodo comprendido entre mayo de 1985 y noviembre de 2003 y
que han sido motivo de diversas publicaciones.

Se buscaron todas las biopsias a partir de una base de datos prospectiva de Oncologia Médica del
Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Clinico de Barcelona.

Se han revisado las historias clinicas para la obtencion de las variables demogréficas, clinicas e
histopatoldgicas y se han recuperado muestras de tejido, para estudiar, mediante técnicas de Bio-
logia Molecular (BM), la presencia de polimorfismos en los genes DPYD y CDA.

El estudio realizado en esta tesis se corresponde a un estudio retrospectivo, descriptivo, no alea-

torizado.

3.2. VARIABLES CLINICAS.

De los 53 pacientes seleccionados con cancer gastrico se han recogido los datos siguientes:

— Aspectos demograficos como edad, sexo..

— N°de historia.

— Localizacion del cancer (antro, cuerpo 6 cardias).

— Tipo de cirugia (gastrectomia total ¢ subtotal) y quién la realizo.

— La existencia 6 no de ganglios positivos. En el caso de existir, n® de ganglios positivos.

— Tratamiento aplicado segun protocolo terapettico desarrollado por el Servicio de Oncolo-
gia del Hospital Clinic de Barcelona. En este caso, el estudio se llevo a cabo con pacientes
tratados con cirugia mediante gastrectomia total 6 subtotal y quimioterapia basada en
FU/MMC.

— El estadio TNM segun el protocolo de la AJCC basada en el examen clinico, estudio ra-
dioldgico mediante radiografia y Tomografia axial computerizada (TAC) del estdémago.

— Fecha de inicio de la quimioterapia.

— Fecha de la ultima visita, sea por exitus, por remision de la enfermedad, por abandono del

tratamiento 6 con seguimiento del mismo.
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— Fecha de recaida, si la ha habido y en que 6rgano/s.

— Intervalo libre de enfermedad (Ile): tiempo que ha pasado entre el diagnostico y la apari-
cion de una nueva lesion local 6 la Gltima visita comprobada en el que el paciente estaba
libre de enfermedad 6 no habia sufrido ninguna recaida.

— Supervivencia, que se considero el tiempo entre el diagndstico y la muerte del paciente 6

hasta la altima visita, con 0 sin recaida.

Los pacientes sometidos a estudio han sido intervenidos quirirgicamente mediante gastrectomia
total 6 parcial. Después de la cirugia, a todos los pacientes se les determind el estadio segun el
sistema TNM del “American Joint Committee on Cancer” (AJCC) publicado en 1988. La resec-
cion gastrica fue realizada segun la localizacion del tumor primario y la reseccion de los nddulos
linfaticos, siguiendo la clasificacion y normas de la “Japanese Research Society for the Study of
Gastric Cancer”. Dependiendo del tipo de intervencion, se realiza un tipo de reseccion u otro. La
gastrectomia subtotal se lleva a cabo con reseccion D1, incluyendo todos los nodulos linfaticos
que estan a menos de 3 cm desde el tumor primario, clasificados como nddulos linfaticos de
Compartimento . La gastrectomia total necesita de reseccion D2, incluyendo diseccion de nodu-
los linfaticos del Compartimento I y II mas esplenectomia. El Compartimento II se compone de
los nédulos linfaticos a lo largo de la arteria gastrica izquierda, de la arteria hepatica comun, alre-
dedor del eje celiaco y a lo largo de la arteria esplénica. Cuando el cancer se localiza en el tercio
mas bajo del estdmago, los nodulos linfaticos a lo largo de la arteria esplénica se denominan de
Compartimento III.

Fueron sometidos a tratamiento adyuvante con quimioterapia, habiendo recibido cuatro ciclos de
20 mg/m? de MMC el primer dia de tratamiento y 500 mg/m? de FT oral del dia 1 al 45 del inicio del
ciclo cada 6 semanas.

En un principio se dispuso de 60 muestras de cancer gastrico, de las que 7 fueron excluidas al no
haberse realizado en estos pacientes el tratamiento adyuvante completo debido a la negativa del pa-

ciente, recidiva precoz 6 infeccion post-operatoria que impidi6 dicho tratamiento.
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GGA

3.3. METODOS. CONCEPTO DE POLIMORFISMO (SNP).

El estudio se basa en la identificacion de polimorfismos en los genes DPYD y CDA y efecto que

provocan en la supervivencia cuando se ha administrado un determinado tratamiento.

Los polimorfismos 6 SNPs son variaciones de un solo nucledtido en la cadena de DNA que no

implican un fenotipo patoldgico a diferencia de las mutaciones, que pueden ser cambios de un nu-

cleotido pero que suelen estar asociadas a fenotipos patoldgicos. Los polimorfismos pueden influir

en la efectividad a un determinado tratamiento al actuar sobre enzimas metabolizadores de farmacos,

sobre transportadores, dianas de farmacos...

El siguiente seria un ejemplo de polimorfismo:

GGA

-

HETEROCIGOTO

GGA

L,

GGG

-

HOMOCIGOTO-SNP

GGG

L,

— GGG

<

Los SNPs se pueden localizar en cualquier zona del genoma. Su importancia fenotipica dependera de la

localizacion del SNP:

Zona promotora:

Zona exonica:

resultante).

* Aumento de la expresion génica.

* Reduccion de la expresion génica.

» Missense (la variacion de una base supone cambio de aminoacido en la proteina
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» Nonsense (cambio de base que trunca la sintesis proteica).

+ Silentes (cambio de base que no cambia ningiin aminoacido en la proteina resultante).
— Zona intronica:

+ Sin efectos.

+ Efectos si se producen en areas de splicing.

3.4. TECNICAS DE LABORATORIO.

3.4.1. MATERIAL DE ESTUDIO

A partir de 53 muestras parafinadas de tumores gastricos, se ha procedido a la extracion del DNA.
Previamente a su extraccion, y a partir de las biopsias, se han efectuado 8-10 cortes del tejido parafi-

nado de 5-6 um, que se han colocado en tubos eppendorf estériles y conservado en el congelador.
3.4.2. EXTRACCION DE DNA DE TEJIDO PARAFINADO
Este proceso, basado en el Quit Qiagen y siguiendo el protocolo del fabricante:

I- Desparafinacion del tejido.
IT- Lisis del tejido.

II1- Purificacion de restos de materia organica.
I - Desparafinacion del tejido:

1 — Adadir 1200 pl de xilol a cada una de las muestras para eliminar la parafina.

2 — Vortex fuerte durante 15-30 segundos.

3 — Centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos.

4 — Eliminar el sobrenadante con pipeta sin tocar el pellet.

5 — Ainadir 1200 pl de alcohol absoluto. Como minimo 2 veces para
6 — Vortex fuerte durante 15-30 segundos. eliminar los restos de xilol
7 — Centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos.

8 — Eliminar sobrenadante con pipeta sin tocar el pellet, e
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9 — incubar los tubos con la muestra en el bafio a 55°C durante 5-10 minutos para eliminar los

restos de alcohol y vigilar hasta que éste se evapore.

IT— Lisis del tejido:

10—
11—
12—
13-
14 -
15—
16 —
17—
18—
19—
20—
21—
22—
23—

Resuspender el pellet en 180 ul de Buffer ATL.

Anadir 20 pl de proteinasa K a cada una de las muestras.
Vortex fuerte durante 15 segundos.

Incubar a 55°C durante toda la noche.

Conectar un bafio a 70°C sin apagar el de 55°C.

Vortex fuerte durante 15 segundos.

Afadir 200 ul de Buffer AL.

Vortex fuerte durante 15 segundos.

Incubar de las muestras a 70°C durante 10 minutos.
Afadir 200 ul de Etanol absoluto hasta conseguir una solucién homogénea.
Vortex fuerte durante 15 segundos.

Pasar todo a una columna.

Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto,

Descartar filtrado 6 tubo colector.

IIT — Purificacion de restos de materia organica:

24 —
25 -
26 —
27 -
28 —
29 —
30 -
31 -
32 -
33 -

Anadir 500 ul de Buffer AWI.

Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

Descartar filtrado 6 tubo colector.

Afadir 500 pl de Buffer AW2,

centrifugar a maxima velocidad durante 3 minutos.

Descartar el tubo (para asegurar que no queda etanol).
Centrifugar de la columna vacia durante 1 minuto a 14000 rpm.
Pasar la columna a un tubo de 1,5 ml.

Anadir 100 ul de Buffer AE precalentado a 55°C.

Incubar las muestras a 55°C durante 5 minutos.
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34 — Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

3.4.3. ANALISIS DE LA CALIDAD DEL DNA

1- Electroforesis en geles de agarosa.

2— Cuantificacion espectrofotométrica.

1- Electroforesis en geles de agarosa:
Se preparan geles de agarosa al 1% en tampon TBE, se tifien con bromuro de etidio y se transfie-

ren electroforéticamente a 110 V durante 15 minutos.

2— Cuantificacion de las muestras:
Mediante espectrofotometro se cuantifican por duplicado las concentraciones de DNA. Se calcula
la media de los dos valores, tanto de la concentracion como de las ratios. Para que los valores se
consideren correctos, la ratio nos ha de dar un valor entre 1,8-1,9. Con estos valores se considerara

que el DNA esta en condiciones de analisis.

3.4.4. DILUCION DE LAS MUESTRAS

Con la finalidad de trabajar con cantidades homogéneas de DNA se ha procedido a diluir las mues-

tras en agua bidestilada. Se han homogeneizado todas las muestras a 50 ng/ml.

3.4.5. DISCRIMINACION ALELICA POR PCR CUANTITATIVA AT REAL

Seleccion de primers:

Se han escogido tres polimorfismos para el estudio, dos pertenecientes al gen dihidropirimidina
dehidrogenasa, y otro polimorfismo perteneciente al gen citidina deaminasa.
En la tabla anterior se pueden observar cada una de las posiciones de cada uno de los polimorfismos
en la secuencia de DNA y el cambio de base que supone en los tres casos también un cambio de ami-

noacido.
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GEN CROMOSOMA |POSICION |CODON AA |CODON |AA |GENOTI-
WT SNP POS
AA
DPYD 1p22 Exén 13 ATA 5431le GTA Val AG
GG
cC
DPYD 1p22 Exon 2 CGT 29Arg TGT Cys CT
TT
AA
CDA 1p36.2-p35 Exén 1 AAG 27Lys CAG Gln AC
cC

La técnica usada en el estudio ha sido una amplificacion por PCR de las muestras de DNA. La

deteccion del polimorfismo en el DNA del paciente se realiza mediante lectura laser en sistema ABI

Prism 7500 de Applied Biosystems. En el DNA de los individuos se pueden detectar estas variacio-

nes en la secuencia de DNA para el gen que se quiere estudiar y en determinada posicion, que preci-

sara ademads de un sistema de Primers y sondas marcadas con fluorocromos que son liberados duran-

te la PCR y leidos por el sistema laser.

DETECCION POBLACION WT
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Mediante esta técnica se consigue, por un lado la discriminacion alélica y por otro, la cuantifica-
cion de las cadenas homocigotas wild-type, las homocigotas para el polimorfismo y las heterocigotas
para los tres tipos de SNP, dos de ellos en el gen DPYD (dihidropirimidina dehidrogenasa) y otro
para el gen CDA (citidina deaminasa).

A continuacién, pasaré a citar con detenimiento los polimorfismos descritos en la tabla anterior,
denominacion para cada uno de ellos, tanto el rs como el cddigo que da Applied Biosystems al Pri-

mer y la secuencia de DNA contigua al cambio de base de cada uno de los polimorfismos.

Polimorfismo N°1 en DPYD:

— r151801159.

— Comercializado por Applied Biosystems (AB) con el codigo C_1823316.20 Assay on De-
mand.

— Los Primers y sondas estan localizados en la siguiente secuencia:
TGTAGAAATGGCCGGATTGAAGTTT (A/G) TAAATCCTTTTGGTCTTGCTAGCGC

— Localizacion cromosomica: 1p22.

— Gen formado por 23 exones y 22 intrones.

— SNP localizado en el exon 13 y en el aminoéacido 543.

— Tipo de variacion missense con cambio de una Isoleucina (Ile) por una Valina (Val).

Intron 12
Exon 1 | | Exon 12 Exon 13 | | Exon 23

| :

Secuencia WT: ATA Variacion SNP: GTA

' |

AA codificado: lle AA codificado: Val
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Polimorfismo N°2 en DPYD:

rs1801265

— Comercializado por Applied Biosystems (AB) con el codigo C_9491497.10 Assay on De-
mand.

— La secuencia donde estan localizados los Primers y sondas es la siguiente:
TCGAACACAAACTCATGCAACTCTG (C/T) GTTCCACTTCGGCCAAGAAATTAGA

— Localizacion cromosomica: 1p22.

— Gen formado por 23 exones y 22 intrones.

— SNP localizado en el ex6n 2 y en el aminoacido 29.

— Tipo de variacion missense con cambio de una Arginina (Arg) por una cisteina (Cys).

Intr 1
Ex1 Ex 2 | | Ex 23

. '

Secuencia WT: CGT Variacion SNP: TGT
AA codificado: Arg AA codificado: Cys

Polimorfismo N°3 en CDA:

— 152072671

— Comercializado por Applied Biosystems (AB) con el codigo C_25472931.20 Assay on De-
mand.

— La secuencia donde estan localizados los Primers y sondas es:
GCTGGTTTGCTCCCAGGAGGCCAAG (A/C) AGTCAGCCTACTGCCCCTACAGTCA

— Localizacion cromosomica: 1p36.2-p35.

— Gen formado por 4 exones y 3 intrones.
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— SNP localizado en el ex6n 1 y en el aminoacido 27.

— Tipo de variacion missense con cambio de una lisina (Lys) por una glutamina (Gln).

Intr 1
Ex1 Ex 2 | | Ex 4

v '

Secuencia WT: AAG Variacion SNP: CAG

| |

AA codificado: Lys  AA codificado: GIn

Una vez que se han hecho las diluciones, el siguiente paso es amplificar nuestras muestras con el
objetivo de determinar, para los polimorfismos a estudiar (DPYD 1le543Val, DPYD Arg29Cys y
CDA Lys27Gln), si son homocigoticos para el gen (wild-type), heterocigoticos para el polimorfismo
(con un alelo del gen y otro con el polimorfismo), u homocigotos para el polimorfismo (ambos ale-
los han sufrido un cambio de un nucleétido), para, posteriormente, mediante un analisis estadistico,
medir la variable que nos interese.

El resultado final donde se ven plasmados los genotipos de las diferentes muestras examinadas

seria del tipo:
Gln
\GIn/GIn L

-
PS4 A
“'“" ad  Aa
A A§

NTC

A
i




siendo para el gen CDA, los puntos en rojo de la grafica de la parte de abajo a la derecha, las mues-
tras que son homocigotas para la lisina (Lys/Lys), los tridngulos de color verde de la parte superior
derecha, las muestras que son heterocigotas para el polimorfismo que contienen glutamina en vez de
la lisina 6 para el “wild type” (Lys/Gln) y, por ultimo, los rombos en azul de la parte superior iz-
quierda del grafico, las muestras que son homocigotas para el polimorfismo (Gln/Gln).

En este trabajo, se ha estudiado la supervivencia segun si el paciente pertenecia a cualquiera de
estos 3 grupos para cada determinado SNP, y si era estadisticamente significativo teniendo en cuenta
que habia sido tratado después de la gastrectomia, con quimioterapia consistente en 4 ciclos de mi-
tomicina C y tegafur. Por lo tanto, el poseer un determinado genotipo para un polimorfismo concre-
to, puede ser significativo en términos de supervivencia. Pueden también combinarse varios genoti-
pos (para varios polimorfismos: por ejemplo, que DPYD Ile543Val y DPYD Arg29Cys sean hetero-
cigotos para el polimorfismo). Por lo tanto, que hayan sobrevivido teniendo un determinado genoti-
po, y que tener este genotipo sea significativo estadisticamente, sera indicio que el tratamiento apli-
cado en ese paciente ha sido efectivo, ademas de otros condicionantes dependientes del paciente

tales como estado inmunolodgico antes del tratamiento...

Técnica de PCR

De las muestras diluidas, se ha cogido una alicuota de 2,5 pl, que sera fija para todos los pocillos
de la placa de PCR. Se dejan los dos primeros para el agua como controles negativos ya que no con-
tienen DNA y en el resto se ird introduciendo la muestra junto con los reactivos. Se prepara la Mas-
ter que consistira en 6,25 ul de solucion Tagman, 3,5 pl de H,O y 0,25 pl de Primer (el Primer sera
el gen a estudiar).

Entre la Tagman, el H,O y el Primer han de sumar 10 ul. Teniendo en cuenta que son 53 muestras
de pacientes, 2 de controles negativos con el HyO y 2 mas por errores que se pueden producir a la
hora de pipetear, la cantidad total de Taqman sera de 356,25 pl, 199,5 de H,O y 14,25 pl de Primer.
Por lo tanto, se tendra un volumen total de 570 pl de la Master. Primero se pondra la muestra de 2,5
pl de DNA en cada pocillo. Después los 10 p correspondientes a la Master. Se pone a centrifugar.
Una vez estan las muestras centrifugadas, se han de poner a la maquina. Primero se prepara la “Pre-
Read” en “Allellic Discrimination” para uno de los 3 genes de los que se quiere estudiar el polimor-
fismo. Se fijan VIC y FAM que seran las sondas que emiten la fluorescencia que sera la que detecta-

ra la maquina PCR y nos indicara el genotipo, de tal manera que, en este caso VIC (1) en el eje de
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las X, nos determinara “wild type” para el gen, FAM (2) en el eje de las Y, el homocigoto para el
polimorfismo y, en el caso que sea heterocigoto para el polimosfismo, se dara una mezcla de los 2
(VIC/FAM: %) que se vera en la grafica en la parte central sin ubicacion clara sobre el eje de las X
ni de las Y. Se ha indicado un volumen final de 13 pl, que, aunque éste era de 12,5 pl, se ha puesto
algo mas por defecto. Luego se ha preparado la Carrera, que sera la cuantificacion en si, en Absolute
Quantification, para un volumen final también de 13 pl. Y esta operacion se ha realizado para los
tres genes en diferentes dias. El proceso tarda 1'% horas hasta obtener los resultados. No siempre los
resultados se han podido interpretar claramente con lo que, ha sido necesario repetir la PCR para
estas muestras.

Se ha estudiado en primer lugar el gen CDA Lys27Gln para continuar con el gen DPYD Arg29Cys
y posteriormente, con el gen DPYD Ile543Val.

En este estudio, los datos eran analizados retrospectivamente. Una vez obtenidos los resultados se

han anadido a la base de datos.

3.5. ESTADISTICA

Una vez se han obtenido los resultados, se hace un analisis estadistico con el objeto de saber si el
hecho de poseer uno u otro genotipo es significativo en términos de supervivencia. Para el analisis
estadistico se utilizé el programa SPSS (version 11.0, SPSS Inc, Chicago). Para poder comparar los
resultados en base a los diferentes genotipos en funcion de las caracteristicas de los pacientes, se
utiliz6 el test de la t-Student y test Chi.cuadrado 6 el test de Fisher. El analisis del coeficiente de
correlacion de Spearman se uso para determinar la “correlacion” entre los diferentes genotipos. Las
probabilidades en cuanto a supervivencia se determinaron por el método de Kaplan-Meier y el test
log-rank se utiliz6 para evaluar la diferencia entre curvas de supervivencia. Se consider6 un valor de
p de 0,05 como el limite de significancia para todos los andlisis. Se aplicé el modelo proporcional de
Cox con covariables para los diferentes valores pronosticos (género, ndédulos linfaticos positivos y

polimorfismos).
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4. RESULTADOS
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4.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

Antes de pasar a enumerar los resultados de nuestro estudio, se han realizado unas curvas de su-
pervivencia en las que se ha plasmado esta caracteristica teniendo en cuenta la edad del paciente, el
sexo, la localizacion en el estdmago, el estadio del cancer, el tipo de cirugia realizada, el hecho de
haber sufrido una recidiva..., y si realmente han sido significativas ¢ decisivas en la evolucion de la

enfermedad. Estos datos se han reflejado en los siguientes puntos:

— EDAD: 16 pacientes con una edad < 61 afios y 37 pacientes con > 61 afios. La supervivencia ha

sido mayor para pacientes mayores 6 de 61 aios pero la p no es significativa (p = 0,2702).

— SEXO: De los 53 pacientes que se han incluido en el estudio, 21 eran mujeres y 32, hombres. La

mayor supervivencia ha correspondido a las mujeres, pero la p no es significativa (p = 0,5460).

— LOCALIZACION: Segun sea la localizacion del cancer géstrico (en antro, cuerpo 6 cardias) se ha
determinado la supervivencia con los datos de que disponiamos y se ha comprobado que la mayor
supervivencia correspondia a pacientes con el cancer en el antro (n = 18), seguido de cuerpo

(n=26)y, por ultimo, de cardias (n = 8) con una p= 0,3472 (no significativa).

— ESTADIO: Teniendo en cuenta el estadio de la enfermedad, la supervivencia disminuye a medida
que éste avanza, correspondiendo incomprensiblemente la menor supervivencia a un estadio II. El
resto queda de la siguiente manera: mayor supervivencia para un estadio IB con 4 pacientes con
esta caracteristica, seguido por un estadio IIIA con 18 pacientes, un estadio II1IB (n =9), estadio
IV (n = 8) y, por ultimo, estadio II (n = 14). La p es muy significativa (p = 0,0010), por lo que la

supervivencia dependera del estadio en que se encuentre la enfermedad.

— TNM: Esta variable esta relacionada en gran medida con el estadio de la enfermedad, con lo que a
medida que avanza el TNM, el estadio también es mayor. La p es 0,0001, de gran significancia.
Los pacientes del estudio presentan los siguientes TNM: para T2NOMO, hay 4 pacientes; para
T2N1MO, 2 pacientes; 1 paciente con T2N2MO; 12 pacientes con T3NOMO; 17 pacientes con
T3N1MO; 9 pacientes con T3N2MO; 7 pacientes con T3N3MO y, por ultimo, 1 paciente, T4AN1MO.
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— CIRUGIA: Dependiendo del tipo de cirugia aplicada, la supervivencia también varia, pero, en este

caso, la p no es significativa (p = 0,2636), correspondiendo la mayor supervivencia a pacientes a

los que se ha realizado una gastrectomia subtotal + esplenectomia (n = 1), seguido de aquéllos a

los que se les realizo una gastrectomia total (n = 38), una gastrectomia subtotal (n = 13) y, por

ultimo, una gastrectomia total + esplenectomia (n = 1).

— RECIDIVA: El hecho de haber padecido una recidiva influye en la supervivencia del paciente

como lo demuestra la p resultante. De los 53 pacientes, 20 recidivaron, y éstos, claramente son los

que tuvieron una menor supervivencia.

NUMERO >
SEXO Mujeres 21
Hombres 32
EDAD 40-55 afios 10
56-70 afios 23
71-85 afios 20
LOCALIZACION Cardias i
Cuerpo 26
Antro 19
1B 4
II 14
ESTADIO IIA 18
111B 9
v 8
Gastrectomia total 39
Gastrectomia parcial 14
CIRUGIA Reseccion ganglionar DO 1
Reseccion ganglionar D1 4
Reseccion ganglionar D2 48
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4.2. TOXICIDAD

De los pacientes seleccionados para el estudio, no todos acabaron todos los ciclos de quimioterapia

por presentar toxicidad (10 pacientes). En concreto, fueron los pacientes siguientes:

PACIENTE TOXICIDAD PRESENTADA

A.AO. (1) Recibi6 75% de quimioterapia. Toxicidad
por plaquetopenia.

F.G.M. (3) 75% de quimioterapia. Toxicidad por
leucopenia y plaquetopenia en grado I.

JR.S.(9) 50% de quimioterapia. Exitus por infec-
cion provocada por quimioterapia.

C.V.P.(17) Toxicidad por falta de tolerancia por edad
avanzada.

L.A.B. (24) 80% de quimioterapia. Toxicidad por
hepatotoxicidad.

M.L.O. (36) 75% de quimoterapia. Posibilidad de pre-
sentar astenia si recibia mayor dosis.

JNJ. (41) Toxicidad por leucopenia en grado 2.

M.O.R. (42) 50% de quimioterapia. Toxicidad por
bilirubina elevada.

D.P.F. (43) 80% de quimioterapia. Toxicidad por
leucopenia.

ARP.(51) Parada de quimioterapia en el 3° ciclo por

toxicidad gastrointestinal previa.

En general, el tratamiento con mitomicina y tegafur fue bien tolerado. La astenia leve ha sido el

efecto toxico mas comun. No se han dado diferencias estadisticas importantes segtin el genotipo de-

bido al bajo grado de toxicidad en general aunque en algunos pacientes se ha reducido la dosis por

toxicidad y en concreto en 10 pacientes (19%), debida en 5 de estos pacientes a diarrea, 2 por neu-

tropenia, 2 por hepatotoxicidad y 1 por vomitos.
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4.3. RECIDIVAS

Otros pacientes, habiendo recibido ¢ no todos los ciclos de quimioterapia, presentaron recidivas

(20 pacientes):

PACIENTE RECIDIVA
A.A.O. (1) Metastasis hepatica
M.CR. (2) Metéstasis 0sea
G.GL.4) Metastasis 0sea
JH.G. (5) Metastasis peritoneal
FM.G. (6) Metastasis peritoneal
M.O.B. (7) Metéstasis peritoneal
M.P.H. (8) No especificada
J.R.S. (9) No especificada
L.S.B. (10) Metastasis hepatica
F.AN. (11) Metéstasis 0sea
M.L.L. (12) Metastasis renal
R.M.M. (13) Metastasis 0sea
M.M.D. (14) Metéstasis retroperitoneal
M.M.T. (15) No especificada
R.M.A. (16) Metéastasis 0sea
C.V.P.(17) Metastasis hepatica y peritoneal
M.V.A. (18) Metéstasis peritoneal
A.G.S. (21) Metastasis peritoneal
A.D.V. (28) Metéstasis peritoneal
J.L.D.G. (52) Metastasis peritoneal

111




4.4. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS

Después de realizar la PCR, se ha visto que de las 53 muestras de los pacientes estudiados, 17 de
ellas nos han salido que son homocigotos para el gen CDA (VIC; “wild type”; eje de las X: 1;
Lys27Lys), 10 de ellas que son homocigotos para el polimorfismo (FAM; homocigoto para el SNP;
eje de las Y: 2; GIn27GIn) y las 26 muestras restantes, heterocigotos para el polimorfismo
(VIC/FAM; heterocigoto; no estan claramente ni en el eje de las X ni en el de las Y: %2; Lys27Gln).

Posteriormente, se ha estudiado el gen DPYD Arg29Cys, con 28 muestras homocigotas para el gen
(“wild type”), 7 muestras homocigotas para el polimorfismo y 18 heterocigotos.

Y, por ultimo, para el gen DPYD Ile543Val, los resultados han sido: 37 pacientes homocigotos
para el gen que no presentan el polimorfismo, 3 pacientes homocigotos para el polimorfismo con los

dos alelos con el cambio de nucledtido, y, 13 pacientes heterocigotos para el polimorfismo.

En la siguiente tabla se ven desglosados segun los diferentes genotipos con sus frecuencias alélicas,

los genes estudiados:

DPYD lle543Val DPYD Arg29Cys CDA Lys27GIn
ch\z :\I/l_g_cT|$Sg © 37 (70%) 28 (53%) 17 (32%)
f;iﬁ)omﬂtggo 13 (24,5%) 18 (34%) 26 (49%)
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En el siguiente esquema se pueden observar los posibles genotipos para los genes DPYD Ile543Val,
DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GlIn y sus frecuencias alélicas segin los pacientes estudiados asi co-

mo la p ¢ significancia de poseer una u otra:

GEN AFECTADO | GENOTIPO AA n (%) p-value Survival
POR EL SNP

AA Tle543Tle 37 (70%) _

DPYD AG lle543Val 13 245%) | P00580
GG Val543Val 3 (5,5%)
CC Arg29Arg 30 (53%)

5PYD CT Arg29Cys 19 (34%) p=0,5379
TT Cys29Cys 7 (13%)
AA Lys27Lys 19 (32%)

CDA AC Lys27Gln 27 (49%) p=0,1434
cC GIn27Gln 10 (19%)

DPYD lle543Val

6%

DPYD Ile543Val A/A

DPYD 1le543Val A/G

DPYD 1le543Val G/G

O WO

69%
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DPYD Arg29Cys

13%

DPYD Arg29Cys C/C
O
B DPYD Arg29Cys C/T

(] DPYD Arg29Cys T/T
53%

CDA Lys27GlIn

19%

O D4 Lys27Gln A/A
B CD4Lys27Gn A/C
[0 b4 Lys27GIn C/C

49%
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Estos son los resultados del estudio. A continuacion, se pasara a comparar estas frecuencias res-

pecto a la poblacion mundial:

FRECUENCIAS

FRECUENCIAS A

SNP GENOTIPOS DE NUESTRO NIVEL MUNDIAL
ESTUDIO

80%
AA 70%

DPYD lle543Val 17%
AG 24.5%

rs1801159 3%

GG 5,5% )

(caucasiano)

3%
CC 53%

DPYD Arg29Cys 27%
CT 34%

rs1801265 70%
TT 13%

(europeo)

40%
AA 32%

CDA Lys27GIn 50%
AC 49%

rs2072671 10%
CC 19%

(europeo)

Por lo observado en la tabla de frecuencias de los distintos genotipos para cada uno de los 3 poli-

morfismos, la mayor diferencia observada es para el polimorfismo en DPYD Arg29Cys, posiblemen-

te debido al escaso numero de pacientes.
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4.5. SUPERVIVENCIA

Se han estudiado las graficas para cada genotipo individualmente (ser homocigoto para el “wild
type”, heterocigoto u homocigoto para el polimorfismo) y se ha observado que s6lo uno es significa-
tivo aisladamente en términos de supervivencia. En concreto, el genotipo que es significativo de cara
a tener una mayor supervivencia es ser homocigoto para el “wild type” del DPYD en la posicion 543
de la secuencia del gen frente a aquellos pacientes que tienen el polimorfismo, ya sean homocigotos
para éste 6 heterocigoto (p=0,0580). También puede observarse como ser heterocigoto u homocigoto

para el polimorfismo tiene tendencia a la significancia (p=0,1835 y p=0,2296, respectivamente).

SNP GENOTIPO p-value Survival
AA p=0,0580
DPYD lle543Val AG p=0,1835
GG p=0,2296
cC p=0,5379
DPYD Arg29Cys CT p=0,8406
TT p=0,2139
AA p=0,1434
CDA Lys27GIn AC p=0,7045
CcC p=0,7500

También se observa tendencia a la significancia cuando DPYD Arg29Cys es homocigoto para el

polimorfismo (T/T) y cuando CDA Lys27GIn es homocigoto para el “wild type” (A/A).
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Para el gen citidina deaminasa (CDA), se han cuantificado los genotipos para los pacientes inclui-
dos en el estudio. Se ha observado cémo algunos de los pacientes experimentaban un cambio en una
base en la secuencia de DNA, que resultaba en un cambio de aminodcido en el enzima resultante de
la traduccion del gen. El gen sin el polimorfismo presentaba una adenina en el triplete correspon-
diente al aminoacido (lisina) de la posicion 27 de la proteina (triplete AAG), mientras que si tenian
el polimorfismo, la adenina era sustituida por una citosina en esta posicion (triplete CAG), que daba
lugar a un cambio de aminoécido (glutamina).

La grafica resultante de poseer un polimorfismo en el enzima CDA (heterocigoto: A/C u homocigo-

to: C/C) frente a no poseerlo (ser homocigoto para el “wild type”: A/A):

Funciones de supervivencia

1.1
1.04 I_
.94 L

.8+

e

CDA Lys27GlIn

1

.61

o

SNP (112 6 212)
S +

4 A “wild type” (1/1)

Supervivencia acum

0 40 80 120 160
20 60 100 140

SURVIVAL
p=0,1434

El namero de pacientes con genotipo “wild type” (1/1) es de 17 y 36 de los 53 pacientes totales
tienen polimorfismo: 10 que son homocigotos para el polimorfismo (2/2) y 26 heterocigotos para el

polimorfismo (1/2).

117



Esta p no es significativa. Por lo tanto, el hecho de tener el polimorfismo, no influye en la supervi-

vencia de los pacientes que han recibido el tratamiento con FTR-MMC.

Se ha hecho lo mismo para la dihidropirimidina dehidrogenasa (tanto para el DPYD Ile543Val,
como para el DPYD Arg29Cys). En el caso del DPYD lle543Val:

El hecho de poseer un cambio de una adenina (A) por una guanina (G) supone un cambio de codon
no sinébnimo que provoca una alteracion en la proteina, en este caso del enzima, al variar el aminoa-
cido que codifica. De esta manera, en el DPYD Ile543Val, este cambio de nucleétido da lugar a un
cambio de aminoécido: de una Isoleucina (Ile) por una Valina (Val), con alteracion en la actividad

del enzima (triplete ATA— triplete GTA).

Funciones de supervivencia

1.1

1.0

94 +

8+ L+
e s ppyD lle543Val
o
S 64 "
T b ©  SNP(1/2 6 212)
% 54 Hy 4
2
s, .
Q- + + “wild type” (11)
o
N 3 - +

0 40 80 120 160

20 60 100 140
SURVIVAL

p=0,0580

El nimero de pacientes con genotipo “wild type” (1/1) es de 37 (70%) y de individuos con poli-
morfismo, 16 (30%):
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DPYD lle543Val

| DPYD Ile543Val “WILD TYPE”

Bl DPYDlle543Val POLIMORFISMO

70%

3 (19%) que son homocigotos para el polimorfismo (2/2) y los 13 restantes (81%), heterocigotos
(1/2):

POLIMORFISMO EN DPYD lle543Val

19%

O HOMOCIGOTO PARA EL POLIMORFISMO

[ HETEROCIGOTO PARA EL POLIMORFISMO

En este caso ha salido significativo. Esto nos sugiere que el hecho de existir un polimorfismo en el
DPYD lle543Val (ser heterocigoto u homocigoto para el polimorfismo) influye en la supervivencia
de los pacientes que se han visto sometidos al tratamiento con FTR-MMC. Por lo tanto, el hecho de
producirse este cambio de aminoacido supone una alteracion en la actividad del enzima que conduce
a una menor metabolizacion del 5-FU con una mayor biodisponibilidad del farmaco. Al encontrarse

el firmaco mas biodisponible, también actuard en mayor medida frente al cancer.
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Por ultimo, se ha realizado el mismo andlisis estadistico para el DPYD Arg29Cys. Este polimor-

fismo supone un cambio de una citosina (C) por una timina (T) que da lugar a un cambio de aminoa-

cido y por lo tanto, en la secuencia de la proteina. El cambio de nucledtido da lugar al cambio de una

Arginina (Arg) por una Cisteina (Cys) ( triplete CGT—triplete TGT).

La grafica resultante es la siguiente:

11

Supervivencia acum

Funciones de supervivencia

DPYD Arg29Cys

o SNP (112 6 2/2)

+
+ “wild type”
e + (1)
O 40 80 120 160
20 60 100 140
SURVIVAL
p=0,5379

28 pacientes son homocigotos para el genotipo “wild type” (1/1) y 26 pacientes tienen el polimor-

fismo: 7 son homocigotos para el polimorfismo (2/2) y 18, heterocigotos (1/2).

Viendo las dos graficas para el gen DPYD, en el caso del DPYD Ile543Val se observa como la

diferencia en la supervivencia entre pacientes sin y con el polimorfismo es mayor que en el caso del
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DPYD Arg29Cys y que el hecho de poseer el polimorfismo en el caso del DPYD Arg29Cys no su-
pone un cambio substancial para la supervivencia. Ademas, en este ultimo caso, la p no ha salido
significativa, con lo que este cambio de aminoacido no supone una variacion importante en la activi-
dad del enzima, que supondria una mayor 6 menor metabolizacion del farmaco con la consecuente

influencia en la supervivencia del paciente.

Haciendo el mismo tipo de analisis estadistico para los tres genes pero en este caso, no teniendo en
cuenta el hecho de tener el polimorfismo (homocigoto 6 heterocigoto), sino s6lo el hecho de ser

heterocigoto para cada uno (ser homocigoto para el “wild type” 6 para el polimorfismo frente a hete-

rocigoto):
Para la CDA:
Funciones de supervivencia
1.1
:I..O'\~L
94
+
& CDA Lys27GIn
= :
§ .7' H
© FHH— B heterocigoto (1/2)
O .6
5 “ -
=
S 54
L b + homocigoto (1/1 6 2/2)
>
n 4 - +
0 40 80 120 160
20 60 100 140
SURVIVAL

p=0,7045
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Para el enzima CDA, se observa que estadisticamente no es significativo. Se habria de disponer de
un mayor numero de pacientes para comprobar que este hecho es realmente asi.
De los 53 pacientes de los que se dispone para nuestro estudio, n=27 para pacientes homocigotos
para el genotipo “wild type” (1/1: A/A) 6 para el polimorfismo (2/2: C/C). De estos 27 pacientes, 17
son “wild type” y 10 homocigotos para el polimorfismo. 26 pacientes son heterocigotos para el po-
limorfismo (1/2: A/C).
Para la dihidropirimidina dehidrogenasa con cambio en el aminoacido 543 del enzima (DPYD

[le543Val):

Funciones de supervivencia

1.1
1.09
94 +
.8
S+ +
S DPYD lle543Val
3 1w
] H-
S Y heterocigoto (1/2)
S .61 i
o HE +
=
S 5
g homocigoto (1/1 6 2/2)
U:) 4 —+ + +
0 40 80 120 160
20 60 100 140
SURVIVAL

p=0,1835
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Se observan 40 pacientes homocigotos: 37 homocigotos para el genotipo “wild type” (1/1: A/A) y
3 que son homocigotos para el polimorfismo (2/2: G/G). 13 individuos son heterocigotos (1/2: A/G).

No es significativo estadisticamente aunque si tiene tendencia a la significancia. Si asi lo fuese, el
hecho de ser heterocigoto seria una caracteristica favorable para que se aplicase el tratamiento a base
de FU-MMC ya que la supervivencia seria mucho mayor, 6 por el contrario, si se detectase que el
paciente es homocigoto (para el “wild type” 6 el polimorfismo) no seria conveniente aplicar el tra-
tamiento a base de FU-MMC ya que la supervivencia seria minima. Directamente se optaria por un
tratamiento mas efectivo avalado con otro tipo de estudios.
Para el enzima dihidropirimidina dehidrogenasa con un cambio en el aminoacido 29 de la secuencia

proteinica (DPYD Arg29Cys):

Funciones de supervivencia

11

1.0

£ DPYD Arg29Cys
3 7
o -
© ] heterocigoto (1/2)
(@] 6 L T
) +
=
>
3 > B homocigoto (111 6 2/2)
) +

0 40 80 120 160

20 60 100 140
SURVIVAL

p=0,8406
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35 pacientes son homocigotos: 28 para el genotipo “wild type” (1/1: C/C) y 7 para el polimorfismo
(2/2: T/T) y 18 son heterocigotos (72: C/T).

La grafica no es valida estadisticamente. La supervivencia para el heterocigoto es mayor que para
homocigotos, pero en menor cuantia que para el polimorfismo en DPYD Ile543Val. Aqui la diferen-
cia entre las supervivencias es menor, pero el hecho de ser homocigoto da una supervivencia mayor
que lo que ocurria con el DPYD Ile543Val que era casi nula. Ninguna de estas graficas ha salido
significativa. Lo que si dio un resultado positivo fue el hecho que existiera algiin heterocigoto para

cualquiera de los tres polimorfismos:

Funciones de supervivencia

1.2
1.094 o
.89
6 Ly
S5 . - 3 polimorfismos
@© o+
@ algun/-os heterocigotos
o 24
< +
3]
=
S ] :
5 00 todos homocigotos
o1
w» -2} 000 +
0 40 80 120 160
20 60 100 140
SURVIVAL

p=0,0061

15 pacientes no han tenido ningtn heterocigoto (1/2) para ninguno de los 3 primers estudiados, a la
vez que han presentado una menor supervivencia mientras que los 38 pacientes restantes han tenido
al menos un heterocigoto para uno de los polimorfismos estudiados. La supervivencia en estos casos

es significativamente mayor.
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3 POLIMORFISMOS

@ HOMOCIGOTOS
W ALGUN HETEROCIGOTO

Posteriormente, se ha tenido en cuenta las graficas al unir los genes de dos en dos:

» En primer lugar, se ha tenido en cuenta el hecho de que los genes sean homocigotos para el
“wild type” y haciendo las distintas combinaciones posibles (primero, que uno y otro gen tengan los
alelos ambos homocigotos para el “wild type”’; segundo, que uno y/6 otro gen tenga los alelos homo-
cigotos para el “wild type” y, tercero, que uno u otro alelo sea homocigoto para el “wild type”). Se-

gun esto, en primer lugar, se ha considerado que ambos alelos sean homocigotos:

o DPYD Arg29Cysy CDA Lys27GIn sean homocigotos para el “wild type”: p=0,2538 donde el
numero de pacientes que cumplen estas caracteristicas son 8.

o DPYD lle543Val y DPYD Arg29Cys sean homocigotos para el “wild type”: p=0,7394 con
n=18.

o DPYD Ile543Val y CDA Lys27GIn sean homocigotos para el “wild type”: p=0,2775 con 13

pacientes con estas caracteristicas.

Ninguno de estos genotipos nos ha dado significativo, con lo que se pasa a probar que uno y/6

otro alelo del gen sea homocigoto para el “wild type™:

o DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27GlIn sea homocigoto para el “wild type” con una p=0,1330y
37 pacientes incluidos en este grupo.

o DPYD lle54Val y/6 DPYD Arg29Cys sea homocigoto para el “wild type” con p=0,2191 y 47
pacientes con estas caracteristicas.

o DPYD lle543Val y/6 CDA Lys27Gln sea homocigoto para el “wild type”: p=0,2636 y n=41.
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Tampoco ninguna de estas combinaciones ha salido significativa.
Por tultimo, se comprobara si ha salido significativo el hecho de que uno u otro alelo sea homoci-

goto para el “wild type™:

0o DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn homocigoto para el “wild type” con una p=0,0280 y con
29 pacientes.

o DPYD lle543Val 6 DPYD Arg29Cys homocigoto para el “wild type” con una p=0,5721 y 29
pacientes con este genotipo.

o DPYD lle543Val 6 CDA Lys27GIn homocigoto para el “wild type” con p=0,9735 y n=28.

Ahora si que ha salido significativo el hecho de tener el gen DPYD Arg29Cys 6 el CDA
Lys27GIn homocigoto para el “wild type” (6 presentar el polimorfismo ya sea en forma homoci-

gota ¢ heterocigota) con una p significativa (p=0,0280):

2 POLIMORFISMOS (DPYD Arg29y
CDA Lys27GIn)

45% o DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn
HOMOCIGOTO PARA EL “WILD

TYPE”

NINGUNO DE LOS 2 ES
55%M  HOMOCIGOTO PARA EL
“WILD TYPE”
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Segun la grafica, se da una mayor supervivencia en aquellos pacientes que tienen 6 el DPYD
Arg29Cys 6 el CDA Lys27GIn homocigoto para el “wild type” (o sea, para DPYD en el aminoacido
29, tener los alelos C/C en el gen que codifica para la arginina ¢ para CDA en el aminoacido 27,
tener los alelos A/A en el gen que codifica para la lisina). Se han hecho combinaciones teniendo en
cuenta que uno de los dos sea homocigoto para el “wild type” y cambiando el genotipo del otro gen
(DPYD Arg29Cys homocigoto para el “wild type” y CDA Lys27Gln, homocigoto para el polimor-
fismo con p=0,9321; DPYD Arg29Cys homocigoto para el “wild type” y CDA Lys27GlIn, heteroci-
goto con p=0,1276); CDA Lys27GIn homocigoto para el “wild type” y DPYD Arg29Cys homocigo-
to para el polimorfismo con p=0,1934 y CDA Lys27GIn homocigoto para el “wild type” y DPYD
Arg29Cys, heterocigoto con p= 0,0734). Asi, la combinacion maés significativa ha sido cuando el
CDA Lys27GlIn era homocigoto para el “wild type” y el DPYD Arg29Cys era heterocigoto con una p

con tendencia a la significancia aunque s6lo con 6 pacientes con estas caracteristicas:
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Posteriormente, y seglin este genotipo, se ira cambiando el DPYD Ile543Val para comprobar si pue-
de influir que éste sea homocigoto para el “wild type”, homocigoto para el polimorfismo ¢ heteroci-

goto.

» Ahora se considerara que, combinados de dos en dos, los genes sean homocigotos para el poli-
morfismo (primero que uno y otro gen tengan los alelos ambos homocigotos para el polimorfismo;
segundo, que uno y/6 otro tengan los alelos homocigotos para el polimorfismo y, tercero, que uno u
otro alelo sea homocigoto para el polimorfismo). Primero, que ambos sean homocigotos para el po-

limorfismo:

o DPYD Arg29Cysy CDA Lys27GIn sean homocigotos para el polimorfismo, con una

p=0,1826 y 3 pacientes con estas caracteristicas, con menor supervivencia para €stos.
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o DPYD lle543Val y DPYD Arg29Val sean ambos homocigotos para el polimorfismo. No exis-
te ningun paciente que sea homocigoto para el polimorfismo en DPYD Ile543Val y DPYD
Arg29Cys.

o DPYD lle543Val y CDA Lys27GIn sean homocigotos para el polimorfismo. Tampoco existe
ningln paciente que tenga ambos genes con polimorfismos y que ambos alelos sean homoci-

gotos para éste.

Ninguna de las tres posibilidades es significativa, por lo que no influirdn estos genotipos en la
supervivencia de estos pacientes sometidos al tratamiento, si bien es cierto que el primero de los
casos tiende a la significancia aunque el nimero de pacientes es pequeio.

Probando que uno y/6 otro alelo sea homocigoto para el polimorfismo:

o DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27Gln sea homocigoto para el polimorfismo. 14 pacientes
cumplian con estas caracteristicas y nos ha salido una p=0,5612.

o DPYD 11543Val y/6 DPYD Arg29Cys sea homocigoto para el polimorfismo. n=10y la
p=0,8039.

o DPYD lle543Val y/6 CDA Lys27GlIn con 13 pacientes homocigotos y con una p=0,6745.

Ninguna de estas combinaciones ha salido significativa.

Se prueba ahora que uno u otro alelo sea homocigoto para el polimorfismo:

o DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn sea homocigoto para el polimorfismo, con 11 pacientes
incluidos y una p=0,9672.

o DPYD lle543Val 6 DPYD Arg29Cys sea homocigoto para el polimorfismo, con una n=10y
p=0,8039.

o DPYD lle543Val 6 CDA Lys27GlIn sea homocigoto para el polimorfismo, con 13 pacientes

con este genotipo frente a los 40 restantes. p=0,6745.
Ninguna de estas combinaciones nos ha dado una p significativa.

En conclusion para este segundo punto, ninguna combinacién de dos genes objeto del estudio

(homocigoto para el polimorfismo), ha salido significativo para la supervivencia de los pacientes.
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» En tercer lugar, se tendra en cuenta que exista cualquier homocigoto (para el “wild type” 6
para el polimorfismo). Asimismo, se tendra en cuenta que ambos genes tengan cualquier homo-
cigoto, para pasar posteriormente a considerar que uno y/6 otro tengan cualquier homocigoto v,
por ultimo, que uno u otro tengan cualquier homocigoto. Por lo tanto, en principio, se considera-

ra que ambos sean homocigotos:

o DPYD Arg29Cys 'y CDA Lys27GIn sean ambos homocigotos para el “wild type” 6 para el
polimorfismo. En este caso el nimero de pacientes encontrado ha sido de 17 y ha dado

una p=0,0416 con menor supervivencia para los que presentan estas caracteristicas.

2 POLIMORFISMOS (DPYD Arg29Cys y
CDA Lys27GIn)

I DPYD Arg29Cys 'y CDA Lys27GIn )
HOMOCIGOTOS (PARA EL “WILD TYPE” O EL
POLIMORFISMO)

B 1 HOMOCIGOTO O NINGUN HOMOCIGOTO

o DPYD lle543Val y DPYD Arg29Cys homocigotos, siendo n=26 y p=0,3104.

o DPYD lle543Val y CDA Lys27GIn sean ambos homocigotos, con 23 pacientes con estas
caracteristicas y una p=0,2094.

Como se puede observar, por los resultados obtenidos, en el primer caso, la p ha salido significa-

tiva (p=0,0416) y se relaciona un peor prondstico con aquellos pacientes que son homocigotos

para el gen DPYD Arg29Cys y para el gen CDA Lys27GlIn (sea para el “wild type” 6 para el po-

limorfismo).

130



Funciones de supervivencia
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Ahora se considerara el hecho que los dos o uno de ellos sea homocigoto para el “wild type” 6

para el polimorfismo. De esta manera, se ha obtenido que:

o DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27Gln sean homocigotos (para el “wild type” 6 para el

polimorfismo) con 45 pacientes que cumplen estas condiciones y una p=0,0372.
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2 POLIMORFISMOS (DPYD Arg29Cys y CDA
Lys27GlIn)

15%
o DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27 Gln

HOMOCIGOTO (PARA EL “WILD TYPE”
O EL POLIMORFISMO)

H NINGUN HOMOCIGOTO

85%

o DPYD lle543Val y/6 DPYD Arg29Cys sean homocigotos con n=49 y p=0,5176.
o DPYD lle543Val y/6 CDA Lys27Gln sean homocigotos con 44 pacientes y p=0,6766.

En el primer caso, la grafica ha dado una p significativa con una mayor supervivencia para los
pacientes que presentan estas caracteristicas (DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27GIn homocigotos

para el “wild type” 6 para el polimorfismo):
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p=0,0372
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Por ultimo, se comprueba que uno u otro sea homocigoto (para el “wild type” 6 el polimorfismo)

y las p resultantes en la grafica de Kaplan-Meier:

o DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn sea homocigoto para el “wild type” ¢ para el polimorfis-
mo, o, dicho de otra forma, que exista algun heterocigoto. El nimero de pacientes ha sido de

28y p=0,0012.

2 POLIMORFISMOS (DPYD Arg29Cys
y CDA Lys27GlIn)

47%

[ DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27Gln HOMOCI-
GOTO (PARA EL “WILD TYPE” O EL PO-

530,  LIMORFISMO)

2 HOMOCIGOTOS O 2 HETEROCIGO-
C TOS

o DPYD lle543Val 6 DPYD Arg29Cys sea homocigoto para el “wild type” 6 para el polimor-
fismo, 6 uno de ellos sea heterocigoto. n=23 y la p=0,5285.

o DPYD lle543Val 6 CDA Lys27GlIn sea homocigoto (6 uno de ellos, heterocigoto). 21 son los
pacientes que estan dentro de este grupo y la p=0,3427.

De los tres, el nico caso en que ha salido significativo es en el primero otra vez (cuando se estu-

diaban DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn conjuntamente). Esta caracteristica se ha ido repitien-

do durante las combinaciones de dos en dos cambiando los genotipos.

133



Esta ha sido la gréfica resultante con p=0,0012:
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La mayor supervivencia se ha dado en pacientes que eran homocigotos (para el “wild type” 6 pa-
ra el polimorfismo) para el DPYD Arg29Cys 6 para el CDA Lys27GlIn, o, dicho de otra manera,
que, 6 el DPYD Arg29Cys 6 el CDA Lys27GIn fuese heterocigoto.

Si ahora se tiene en cuenta en el caso que el DPYD Arg29Cys 6 el CDA Lys27GlIn sea hetero-
cigoto (p=0,0012). De esta manera, si se considera que el DPYD Arg29Cys es homocigoto (para
el “wild type” o para el polimorfismo), y que CDA Lys27GlIn es heterocigoto, da un valor de
0,0761. Si ahora se considera que el CDA Lys27Gln es homocigoto (para el “wild type” o para el
polimorfismo), y DPYD Arg29Cys es el heterocigoto, el valor de p es 0,0709.

» En cuarto y tltimo término, se considera el hecho de ser heterocigoto (primero, se tendra

en cuenta, que ambos genes sean heterocigotos; posteriormente, que uno y/6 otro sean
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heterocigotos y, por ultimo, que uno u otro sea heterocigoto):

Por lo tanto, siendo ambos heterocigotos, las graficas resultantes daran unos resultados en

numero de pacientes y de p siguientes:

o DPYD Arg29Cys 'y CDA Lys27GlIn heterocigotos ambos: el nimero de pacientes con estas
caracteristicas ha sido de 8 y la p=0,0372.

2 POLIMORFISMOS (DPYD Arg29Cys y
CDA Lys27GlIn)

15%
| DPYD Arg29Cys y CDA
Lys27GIn HETEROCIGOTOS

m I HETEROCIGOTO 0
NINGUN HETEROCIGOTO

85%

o DPYD lle543Val y DPYD Arg29Cys heterocigotos con n=4 y p=0,5176.
o DPYD lle543Val y CDA Lys27Gln heterocigotos con n=9 y p=0,6766.

La primera combinacién (que DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn sean heterocigotos) ha dado
una p significativa con menor supervivencia en el caso de ser DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn

heterocigotos.

La gréfica resultante es la siguiente:
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El siguiente punto es que uno y/u otro sean heterocigotos:

0 DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27Gln sean heterocigotos. 36 pacientes incluidos en este grupo
y p=0,0416.

2 POLIMORFISMOS (DPYD Arg29Cys y CDA
Lys27GIn)

O DPYD Arg29Cys y/o
CDA Lys27GIn HETEROCIGOTO

. NINGUN HETEROCIGOTO

68%

o DPYD lle543Val y/6 DPYD Arg29Cys sean heterocigotos, donde n=27 y p=0,3104.
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o DPYD lle543Val y/6 CDA Lys27GIn sean heterocigotos, con 30 pacientes con estas caracte
risticas y p=0,2094.

El primero de los casos ha dado una p significativa, de donde se puede deducir que pacientes con

DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27Gln heterocigotos, tendran una mayor supervivencia:
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Por ultimo, se considera el hecho que uno u otro sea homocigoto, con lo que:

o DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GlIn sea heterocigoto, con 28 pacientes con este condicionante
y p=0,0012.
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2 POLIMORFISMOS (DPYD Arg29Cysy
CDA Lys27GIn)

47%

O DPYD Arg29Cys 6 CDA

53% Lys27GIn HETEROCIGOTO

2 HETEROCIGOTOS O
B 2 HOMOCIGOTOS PARA EL “WILD
TYPE” O EL POLIMORFISMO

o DPYD Ile543Val 6 DPYD Arg29Cys sea heterocigoto, con n=23 pacientes
o DPYD lle543Val 6 DPYD Arg29Cys sea heterocigoto, con n=21y p=0,3427.

Estos tres ultimos casos se equivalen a cuando se habia considerado el caso de pacientes que te-
nian un gen u otro con un homocigoto (“wild type” 6 con el polimorfismo), con lo que, eviden-
temente el otro gen ha de ser heterocigoto.

Por tanto, la grafica mas significativa de las tres posibilidades, es la misma que se daba con ante-

rioridad:
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El hecho de ser heterocigoto ha sido cada vez mas significativo en el sentido desde el hecho de
que los dos genes sean heterocigotos (p=0,0372), los dos 6 uno de ellos heterocigoto (p=0,0416)
y lo que nos ha dado una p mas significativa es que uno de los dos genes sea heterocigoto con
una p=0,0012.

Si ahora se considera que DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27Gln es heterocigoto y se va cambian-
do el otro gen, se llega a la conclusion que, si DPYD Arg29Cys es heterocigoto y se va cambian-
do el genotipo del CDA Lys27GIn: si CDA Lys27GIn es homocigoto para el “wild type”, la p ha
dado 0,0734 con tendencia a la significancia; si CDA Lys27GIn es homocigoto para el polimor-
fismo, p=0,6395. Si se considera CDA Lys27GIn heterocigoto, y DPYD Arg29Cys, homocigoto
para el “wild type”, p=0,1276; y si DPYD Arg29Cys es homocigoto para el polimorfismo, daria
una p=0,4315.

La mayor significancia ha dado cuando DPYD Arg29Cys era heterocigoto y el CDA Lys27Gln,
homocigoto para el “wild type”.

En la siguiente tabla se pueden ver esquematizados los resultados vistos por la combinacion de
dos genes, y en concreto aquellos que nos han dado significativos:

HOMOCIGOTOS “WILD TYPE”:

e DPYD Arg29Cys O CDA Lys27GIn homocigotos para el “wild type” con 29 pacientes y
p=0,0280.

HOMOCIGOTOS PARA EL POLIMORFISMO:

e Ninguna combinacion nos ha dado significativa.

CUALQUIER HOMOCIGOTO (“WILD TYPE” O POLIMORFISMO):

e DPYD Arg29Cys Y CDA Lys27GIn homocigoto ( para el “wild type” 6 para el polimorfismo)
con 17 pacientes y p=0,0416.

e DPYD Arg29Cys Y/O CDA Lys27GIn homocigoto con 45 pacientes y p=0,0372.

e DPYD Arg29Cys O CDA Lys27GIn homocigoto con 28 pacientes y p=0,0012.

HETEROCIGOTOS:

o DPYD Arg29Cys Y CDA Lys27GlIn heterocigotos con 8 pacientes y p=0,0372.

e DPYD Arg29Cys Y/O CDA Lys27GlIn con 36 pacientes y p=0,0416.

e DPYD Arg29Cys O CDA Lys27GIn con 30 pacientes y p=0,0012.
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En términos de supervivencia:

HOMOCIGOTOS “WILD TYPE:

e DPYD Arg29Cys O CDA Lys27GIn homocigotos para el “wild type”: mayor supervivencia.

HOMOCIGOTOS PARA EL POLIMORFISMO:

e Ninguna combinacion ha salido significativa en términos de supervivencia.

CUALQUIER HOMOCIGOTO (“WILD TYPE” 0 POLIMORFISMO):

e DPYD Arg29Cys Y CDA Lys27GIn homocigoto (para el “wild type” ¢ para el polimorfismo):
menor supervivencia.

e DPYD Arg29Cys Y/O CDA Lys27GIn homocigoto: mayor supervivencia.

e DPYD Arg29Cys O CDA Lys27GIn homocigoto 6 que tengan un heterocigoto: mayor
supervivencia.

HETEROCIGOTOS:

o DPYD Arg29Cys Y CDA Lys27Gln heterocigoto: menor supervivencia.

e DPYD Arg29Cys Y/O CDA Lys27GIn heterocigoto: mayor supervivencia.

e DPYD Arg29Cys O CDA Lys27GlIn heterocigoto: mayor supervivencia.

Por los resultados obtenidos se puede deducir que s6lo las combinaciones de DPYD Arg29Cys
y de CDA Lys27GlIn han dado significativas. No pasaba lo mismo cuando se tenian en cuenta
DPYD lle543Val y DPYD Arg29Cys 6 DPYD 1le543Val y CDA Lys27GIn en ninguno de los ca-
sos. Para DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn, en términos generales, se observaba una mayor
supervivencia cuando alguno de los dos genes era homocigoto para el “wild type”, cuando uno u
otro era homocigoto (para el polimorfismo 6 el “wild type”) 6 cuando uno y/u otro era homoci-
goto (para el polimorfismo 6 el “wild type”), asi como, en contrapartida, que uno u otro fuese
heterocigoto 6 uno y/u otro, heterocigoto. Sin embargo, los pacientes tenian menor supervivencia
cuando ambos genes eran homocigotos (6 para el “wild type” 6 para el polimorfismo) 0, los dos

heterocigotos.
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Ahora, se comprobaran, de las graficas significativas, si cambiando el genotipo del tercer gen,

nos da mas 6 menos significativo:

» En primer lugar se comenzard por la grafica que dio significativa en que se consideraba que
DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn eran homocigotos para el “wild type”. La p mostré un valor
de 0,0280. Ahora se tendra en cuenta ademas el genotipo para el DPYD lle543Val:

o DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn homocigoto para el “wild type”, y, ademas, DPYD
[le543Val, también homocigoto para el “wild type”. 17 han sido los pacientes que tenian este
genotipo, y p=0,3396, por lo que no nos ha dado significativo. Querra decir que el hecho de
tener en cuenta el gen DPYD, y en concreto el hecho que sea homocigoto para el “wild type”
no es trascendente para la supervivencia de los pacientes que han seguido este tratamiento.

o DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn homocigoto para el “wild type”, y, ademas, DPYD
Ile543Val, homocigoto para el polimorfismo. El nimero de pacientes ha sido de 3 y p=0,2296,
por lo que tampoco nos ha dado significativo el hecho de tener en cuenta el DPYD Ile543Val,
ni que tenga este genotipo.

o DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn homocigoto para el “wild type”, y, ademas, DPYD
Ile543Val, heterocigoto. n=9 y p=0,3723, con lo que tampoco ha dado significativo tener
en cuenta el gen DPYD Ile543Val, al tener este genotipo (aunque ya se ha comprobado que

tener otro tampoco resulta significativo).

» Como se ha comprobado, no dio ninguna grafica significativa cuando, uniendo de dos en dos
los genes, se consideraba el hecho de que fuesen homocigotos para el polimorfismo (primero que
ambos fuesen homocigotos, después que uno u otro fuesen homocigotos y, por ultimo, que uno u

otro gen fuese homocigoto para el polimorfismo).

» No ocurria lo mismo cuando los genes eran homocigotos (para el “wild type” 6 para el poli-
morfismo) (uno y otro eran homocigotos, uno y/u otro eran homocigotos y cuando uno u otro
eran homocigotos).

Ha dado significativo cuando DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn eran homocigotos (para el
“wild type” 6 para el polimorfismo) con p=0,0416 y menor supervivencia. Casi significativo
cuando DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27Gln eran homocigotos con p=0,0372 con mayor super-

vivencia, y se podria comprobar con un mayor numero de pacientes si la p es mas significativa.
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Y fue significativa cuando DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn era homocigoto para el “wild ty-
pe” 6 para el polimorfismo (6 que alguno de los dos sea heterocigoto) con p=0,0012 y una mayor
supervivencia.

Ahora se tendra en cuenta para cada uno de los tres casos, qué pasaria al afiadir DPYD Ile543Val
e ir variando su genotipo.

En el caso de que DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GlIn sean homocigotos (para el “wild type” 6
para el polimorfismo) con una p=0,0416 y menor supervivencia:

o DPYD lIle543Val homocigoto para el “wild type”: 15 pacientes cumplen con estas caracteris-

ticas y nos ha dado una p muy significativa ( p=0,0061). Presentan una menor supervivencia.

2 POLIMORFISMOS (DPYD Arg29Cysy
CDA Lys27GlIn)

I DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn
HOMOCIGOTOS (PARA EL “WT”
O EL POLIMORFISMO) + DPYD
Ile543Val HOMOCIGOTO PARA
EL “WT”

H DPYD 1le543Val HOMOCIGOTO
PARA EL POLIMORFISMO O
HETEROCIGOTO

o DPYD lIle543Val homocigoto para el polimorfismo: No existe ningin paciente que presente
estas caracteristicas.
o DPYD lIle543Val heterocigoto: solo existen dos pacientes con estas caracteristicas y

p=0,2814. No es una p significativa.

A continuacion se muestra la grafica resultante del primero de los casos:
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p=0,0061

En el caso de que DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27GIn sea homocigoto para el “wild type” ¢
para el polimorfismo (p=0,0372) con mayor supervivencia y, ademds, se afada el DPYD
[le543Val con diferentes genotipos:

o DPYD lIle543Val sea homocigoto para el “wild type”: estan incluidos 31 pacientes y
p=0,6288. No significativo.
o DPYD lle543Val sea homocigoto para el polimorfismo: sélo tres pacientes estan incluidos

con estas caracteristicas. p=0,2296. No es significativo este valor.

o DPYD lIle543Val sea heterocigoto: 11 pacientes son heterocigotos para DPYD Ile543Val y
p=0,1617 con lo que tampoco es significativo.

Cuando DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GlIn era homocigoto (para el “wild type” ¢ para el poli-

morfismo) ¢ dicho de otra manera, que cualquiera de los dos sea heterocigoto, la grafica ha dado

significativa con una p=0,0012 y una mayor supervivencia. Si ademas, se aflade DPYD

[le543Val, se comprobara si sale mas 6 menos significativo. Se tendrdn en cuenta cada uno de

los genotipos (homocigoto para el “wild type”, homocigoto para el polimorfismo o heterocigo-

to):

o DPYD lIle543Val homocigoto para el “wild type”: 16 pacientes estan dentro de este grupo y
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p=0,0414, por lo que este resultado ha dado significativo con una mayor supervivencia para

este grupo de pacientes. A continuacion se puede observar la grafica a la que hacemos men-

cion.

3 POLIMORFISMOS

30%

DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GlIn
O HETEROCIGOTO + DPYD Ile543Val
HOMOCIGOTO PARA EL “WT”

H DPYD Arg29Cys y CDA NO HETEROCIGOTO

o DPYD lle543Val homocigoto para el polimorfismo: con 3 pacientes con estas caracteristicas y

una p no significativa ( p=0,2296).

o DPYD lIle543Val heterocigoto: con 9 pacientes y p=0,3723, no significativa.

Supervivencia acum

Funciones de supervivencia
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DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn heterocigoto +
DPYD lle543Val homocigoto “wild type”

DPYD lle543Val homocigoto polimorfismo 6 heterocigo-
to + DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn no heterocigoto

p=0414
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» Por ultimo, se tendra en cuenta el hecho de afadir DPYD Ile543Val a las graficas mas signifi-
cativas cuando, al unir de dos en dos los genes, se considera que sean heterocigotos (los dos
heterocigotos, uno y/u otro heterocigoto y uno u otro heterocigoto). La grafica fue significativa
cuando los dos genes DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GlIn eran heterocigotos (p=0,0372) con me-
nor supervivencia, cuando DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27Cys eran heterocigotos (p=0,0416) y
una mayor supervivencia, y cuando DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn era heterocigoto
(p=0,0012) con una mayor supervivencia para este grupo de pacientes.

Cuando DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn son heterocigotos, con p=0,0372 y una menor su-
pervivencia, si ademads, se anade DPYD Ile543Val, teniendo en cuenta que:

o DPYD lle543Val homocigoto para el “wild type”: n=6 y p significativa (p=0,0043) con una

menor supervivencia para estos pacientes. A continuacion se puede ver la gréafica.

3 POLIMORFISMOS

11%

o DPYD Arg29Cys 'y CDA Lys27GIn
HETEROCIGOTO + DPYD Ile543 Val HOMOCIGO-
TO PARA EL “WT”

1 HETEROCIGOTO/NO HETEROCIGOTO (DPYD
Arg29Cys y CDA Lys27Gln) + DPYD lle543Val

. HOMOCIGOTO PARA EL POLIMORFISMO O
HETEROCIGOTO

89%

o DPYD lle543Val homocigoto para el polimorfismo: No hay ningtn paciente con estas
caracteristicas.

o DPYD lIle543Val heterocigoto: existen 2 pacientes heterocigotos para el gen DPYD Ile543Val
con p=0,9790.
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Funciones de supervivencia

DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn heterocigoto + DPYD

lle543Val homocigoto “wild type”
+

1 heterocigoto/no heterocigoto (DPYD Arg29Cys y CDA
Lys27GlIn) + DPYD lle543Val homocigoto polimorfismo 6
+ heterocigoto

Supervivencia acum

SURVIVAL

Cuando DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27Gln eran heterocigotos, con una p=0,0416 y mayor su-

pervivencia, al afiadir el gen DPYD Ile543Val:

o DPYD lIle543Val homocigoto para el “wild type”: n=22 y p= 0,5506 no significativa.

o DPYD lle543Val homocigoto para el polimorfismo: solo 3 pacientes han reunido estas
caracteristicas, y nos ha salido una p no significativa (p=0,2296).

o DPYD lIle543Val heterocigoto: n=11 y p no significativa (p=0,4080).

Cuando DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GlIn era heterocigoto daba una grafica significativa con
p=0,0012 y mayor supervivencia para este grupo de pacientes. Afiadiendo el gen DPYD
[le543Val:

o DPYD lIle543Val homocigoto para el “wild type”: n=16, p significativa con una p=0,0414 y

mayor supervivencia.
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3 POLIMORFISMOS

m DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn
HETEROCIGOTO + DPYD Ile543Val
HOMOCIGOTO PARA EL “WT”

58% B DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn HETERO-
CIGOTO O NINGUN HETEROCIGOTO +
DPYD 1le543Val HOMOCIGOTO PARA EL
POLIMORFISMO O HETEROCIGOTO

o DPYD lIle543Val homocigoto para el polimorfismo: 3 pacientes presentan estos genotipos. p
no significativa (p=0,2296).
o DPYD lIle543Val heterocigoto: n=9 y p=0,3723.

A continuacién se puede observar la grafica del primer caso significativo:
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En conclusion, lo mas significativo del estudio es el hecho que por existir polimorfismo en el gen
DYPD lle543Val (siendo heterocigoto u homocigoto para el polimorfismo), habra una mayor super-
vivencia en individuos que han sido tratados con 5-FU/MMC (p=0,0580), asi como que exista al
menos un heterocigoto en alguno de los tres genes estudiados, también sera mayor esta superviven-
cia (p=0,0061). En algunos casos, haciendo combinaciones de dos genes ha habido consecuencias
significativas en la supervivencia, y en concreto uniendo DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn. Tam-
bién se han enumerado otros posibles casos, que si bien no han sido significativos, pueden darse en

determinados pacientes.

Resumiendo, en la siguiente tabla, se pueden ver esquematizados los genotipos mas favorables para

la supervivencia de los pacientes:

4.6. DISTRIBUCION DE GENOTIPOS FAVORABLES Y DESFA-
VORABLES

Gen Genotipos favorables Genotipos desfavorables
DPYD 1le543Val AG-GG AA
DPYD
11e543Val/DPYDArg29Cys/CDA AG/CT/AC AA-GG/CC-TT/AA_CC
Lys27GlIn
CT-TT/AA
DPYD Arg29Cys/CDA Lys27GIn CC/AC-CC CC-TT/AA-CC
CT+CC-TT/AA-CC+AC CT/AC

Por lo tanto, los genotipos mas favorables seran:
e Que exista el polimorfismo para el gen DPYD en la posicidon 543, y, en concreto, una guanina

(en vez de la adenina) en alguna en las dos posiciones alélicas (ser heterocigoto) 6 en las dos
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(o sea, ser homocigoto para el polimorfismo): AG 6 GG.

e Cuando se combinan los tres genes para los que se estudian los polimorfismos (en realidad
son dos genes: DPYD con posibles polimorfismos en dos posiciones: en la 543 6 en la
posicion 29 de la secuencia aminoacidica y el gen CDA Lys27GlIn) y se da al menos un
heterocigoto en cualquiera de ellos.

e Cuando se combinan el gen DPYD y se estudia el polimorfismo en la posicion 29 de la se-
cuencia aminoacidica de éste y el gen CDA Lys27Gln, es favorable el hecho de ser
heterocigoto uno u otro (u homocigoto para el “wild type” ¢ el polimorfismo), que uno u otro
fuese homocigoto para el “wild type” seguido de cuando uno y/u otro eran heterocigotos (6
uno y/u otro eran homocigotos para el “wild type” ¢ el polimorfismo).

Y, los genotipos desfavorables son los siguientes:

e Que DPYD Arg29Cysy CDA Lys27GIn sean heterocigotos.

e Que uno y otro sean homocigotos (para el “wild type” 6 el polimorfismo).
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5. DISCUSION
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A pesar de los tratamientos aplicados en la actualidad, los pacientes con cancer gastrico siguen reca-
yendo y teniendo un mal pronoéstico en todo el mundo. Teniendo en cuenta que el carcinoma gastrico
presenta un mal prondstico después del tratamiento s6lo quirurgico, se han desarrollado varias estra-
tegias adyuvantes para reducir las tasas de recaidas y mejorar la supervivencia. Se observan tasas de
supervivencia de hasta un 40% en pacientes que reciben quimiorradioterapia adyuvante postoperati-
va en contraste con un 30% si eran tratados s6lo con cirugia [80]. Investigadores japoneses propusie-
ron que la mejora en la supervivencia puede ser conseguida también con cirugia combinada con
quimioterapia adyuvante basada en mitomicina y derivados de fluorouracilo [81], y ademas, podria
evitar los efectos adversos de la radioterapia. Estos estudios se ampliaron posteriormente. La mito-
micina adyuvante presentaba ventajas frente al no tratamiento [82-84]. Precisamente, la facil admi-
nistracion y los bajos niveles de toxicidad aguda severa, han hecho de la mitomicina, el firmaco mas
frecuentemente usado en la practica clinica tanto en Japén como en Espafia para pacientes con cén-
cer gastrico resecado [85-86]. Los pacientes seleccionados en este estudio fueron tratados con gas-
trectomia y a continuacioén por 6 meses de quimioterapia basada en mitomicina C y tegafur (un pro-
farmaco del 5-FU). Existen numerosos estudios en los que se comparan tratamientos adyuvantes de
mitomicina séla frente a mitomicina mas tegafur asi como la administracién de quimioterapia adyu-
vante a la cirugia frente a no administrarla. En un estudio publicado en 1998 [87], se llegaba a la
conclusion que pacientes que se trataban con los dos antineoplasicos presentaban mejor superviven-
cia que aquéllos tratados con mitomicina séla. Ademas se obtenia mayor beneficio de la quimiotera-
pia si no presentaban ganglios linfaticos afectados y también en cancer gastrico resecado en estadio
inicial. Otro estudio publicado en 2003 por Grau et al. [88] incluyé 314 pacientes con adenocarci-
noma gastrico resecado. A 151 de estos pacientes no se les administré quimioterapia adyuvante y a
los 163 restantes si. De los pacientes a los que se les administré quimioterapia adyuvante, 109 fue
con mitomicina sola (10-20 mg/m’ cada 6 semanas) y a 54, MMC y tegafur (500 mg/m?/d durante 42
dias consecutivos). Se llegd a la conclusion que la quimioterapia adyuvante redujo significativamen-
te el riesgo de mortalidad y que el grupo de pacientes tratados con TG y MMC (54 pacientes) tenian
mejor prondstico que los tratados solo con MMC. Estos resultados han sido corroborados reciente-
mente por un grupo de investigadores japoneses que en un estudio randomizado con mas de 1000
pacientes han podido demostrar una gran mejoria de la supervivencia en pacientes tratados en adyu-
vancia con S1, un preparado via oral de Tegafur con otros dos fdrmacos inhibidores de la degrada-
cion del 5-FU [89]. Ademas, la efectividad del tratamiento se puede ver alterada por las concentra-

ciones del enzima timidilato sintetasa, de tal manera que bajos niveles de TS en células de cancer
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gastrico se asociaron a mejores resultados después del tratamiento con TG adyuvante mientras que
cuando la concentracion era elevada esto no ocurria [90,91].

El tratamiento, sea el aplicado en el estudio 6 no, puede verse influenciado por la existencia de poli-
morfismos. Un polimorfismo es la variacion en un gen (a menudo en un nucle6tido) donde dos 6
mas alelos existen en una frecuencia de al menos un 1% de la poblacion general. Estos polimorfis-
mos pueden actuar a diferentes niveles como puede ser en el enzima responsable de la metaboliza-
cion del farmaco e incluyen repeticiones de nucledtidos, delecciones, inserciones y mutaciones que
influyen en la expresion del gen y/6 funcion. Recientemente, el metabolismo alterado del farmaco
debido a polimorfismos genéticos ha sido complementado con estudios que asocian respuesta del
tumor 6 supervivencia del paciente con polimorfismos en transportadores de membrana (como por
ejemplo, ABCBI1 en pacientes con leucemia mieloide aguda) y enzimas de reparacion (como ERCC2
6 XRCCI en pacientes con cancer colorectal) [92].

Se han estudiado 3 polimorfismos del tipo “missense” en la zona exdnica, uno para el gen CDA4, y 2
para el gen DPYD. El gen DPYD esta situado en la posicién 1p22 del cromosoma. Los dos polimor-
fismos estudiados son: Ile543Val en el ex6n 13 de la secuencia génica 'y Arg29Cys en el exon 2 de la
secuencia génica [34]. El gen CDA esta situado en la posicion 1p36.2-p35 del cromosoma y el poli-
morfismo estudiado: Lys27Gln en el ex6n 1 de la secuencia génica [25].

El gen que codifica para la CDA se encuentra en el cromosoma tiene una longitud de 31 kb y cons-
ta de cuatro exones. Contiene 438 pares de bases que codifican para un polipéptido de 146 aminoa-
cidos con una masa molecular de 16,2 kDa. El enzima para el que codifica el gen CDA es tetraméri-
co y consiste en 2 tipos de subunidades, M y H, que se pueden combinar para dar 5 isoenzimas dife-
rentes. Esta implicado en procesos de sintesis de DNA, de RNA y, ademas, actia como inhibidor de
crecimiento de las células formadoras de colonias de macrofagos. Este enzima se encuentra en el
higado y en las células del tumor. Existen estudios que corroboran el hecho que pacientes con leu-
cemia linfocitica cronica presentan una elevada concentracion de CDA y que este hecho supone un
mal prondstico para estos individuos por suponer un aumento en la sintesis de DNA en el tumor. De
igual manera, se puede pensar que pacientes con otro tipo de cancer y con elevada expresion de
CDA, pueden presentar un mal pronostico al producirse un aumento en la sintesis de DNA, y conse-
cuentemente de las células tumorales pero este hecho no se ha estudiado. Variaciones en la secuencia
proteica, si este cambio supone una pérdida de la accion del enzima, podrian disminuir la capacidad
de producir sintesis de DNA y evitar el desarrollo del cancer. Al disminuir la actividad de la CDA,

se provee de escaso substrato ({lUMP) para la actuacion de TS. En primer lugar actua la CDA que
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transforma el derivado citidinico (dCMP) en derivado uridinico (dAUMP) para posteriormente encar-
garse la TS de formar el derivado timidinico (dTMP), precursor de la sintesis de DNA. Si alguno de
estos procesos esta inhibido 6 alguna de estas acciones disminuida, no se producira la sintesis de
DNA. No so6lo se puede ver influenciado por la concentracion de CDA, sino por la de TS. Existen
estudios que demuestran que variaciones en la expresion de la TS en las células del tumor pueden
frenar este proceso y el desarrollo de cancer. Este hecho se puede ver afectado por la accion del 5-
FU que también inhibe la accion de la TS. La disminucion en la concentracion de la CDA podria
inducir una disminucion en la sintesis de DNA y una mejora en el pronodstico de pacientes afectados
por esta patologia. En el caso que se estudia para el polimorfismo en la CDA, la expresion del enzi-
ma no varia en gran medida del genotipo “wild type” respecto al polimorfismo por lo que se podria
pensar que no es significativo el hecho de presentar polimorfismo para la supervivencia del paciente
en vista de los resultados que se han obtenido.

Se ha estudiado para los tres genes, la existencia de polimorfismos en los enzimas que codifican.
El hecho de tener un polimorfismo supone una disminucién, aumento, una pérdida 6 una actividad
diferente del enzima. Para los enzimas que son objeto de estudio, en el caso de la CDA, supone la
expresion de un enzima con diferente actividad y para la DPYD, una disminucion 6 pérdida de la
actividad de ésta. Esto hace que en el caso de la CDA y debido a su implicacién en la transformacion
de la CAP en el farmaco activo 5-FU, el enzima no pueda hacer esta conversion, con lo que el trata-
miento no sea efectivo. Aqui el profarmaco administrado ha sido el TGy, a diferencia de lo que ocu-
rre con la CAP, el enzima CDA no influye en la conversion del profarmaco en el firmaco activo. Se
cree que en las células del tumor existe este enzima 6 por lo menos de manera alterada, y que, de
alguna manera puede influir en la supervivencia de los pacientes sometidos a este tratamiento des-
pués de la cirugia. La elevada concentracion de CDA implica un aumento en la sintesis de DNA, asi
como de RNA, y por el hecho de encontrarse a nivel del tumor (y del higado), provoca el crecimien-
to de la masa tumoral. Pero el hecho de presentar el polimorfismo no varia en gran medida la expre-
sion de la proteina. Se ha comprobado que el gen que codifica para la lisina (“wild type”) en el ami-
noacido 27 de la secuencia proteica se encuentra expresado en el 54% de los canceres gastricos,
mientras que si en esta posicion se ha producido un cambio por una glutamina, se expresa en el 41%
de los canceres gastricos. Asi que, se supone que la supervivencia estard mas en funcion de la con-
centracion inicial de CDA, mas que del hecho que exista 6 no polimorfismo [28].

El gen DPYD es el primero y enzima limitante del catabolismo del uracilo y timina y la tinica via

catabolica para la sintesis de la B-alanina en mamiferos [93]. La actividad del enzima es altamente
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variable entre pacientes. La deficiencia de DPYD predispone a una prolongada vida media (t;2) vy,
por lo tanto, severas toxicidades neuroldgicas e intestinales [94]. Se ha descrito un sindrome farma-
cogenético, causado por mutaciones en el gen DPYD y dando como resultado una pérdida parcial 6
total de actividad del enzima, en pacientes que recibian como tratamiento 5-FU [95,96]. Después de
dosis convencionales de 5-FU, estos pacientes desarrollan toxicidad profunda que incluyen mucosi-
tis, neutropenia, sintomas neurologicos, y, en algunos casos, la muerte. El sindrome neurolégico se
denomina timina-uraciluria congénita con severidad variable de presentacion clinica caracterizada
por ataques, retraso mental y de muy baja a indetectable actividad de DPYD en fibroblastos 6 células
mononucleares. Basado en la actividad catalitica del enzima medida en células mononucleares en
sangre periférica, aproximadamente un 3% de la poblacion presenta actividad parcial de DPYD. En
pacientes que desarrollan toxicidad relacionada con el 5-FU de grado 3-4 (hematopoiético, gastroin-
testinal 6 neuroldgico) segun la Organizacion Mundial de la Salud, la frecuencia de pacientes con
actividad de DPYD disminuida en células mononucleares de sangre periférica varia del 36% al 59%.
El gen DPYD se encuentra en el cromosoma 1p22 y esta formado por 23 exones. La mutacion mas
frecuente en pacientes con deficiencia parcial o completa de DPYD es el cambio de una guanina por
una adenina con “splicing” en 5’en el intrén 14 (DPYD*2A) que resulta en una pérdida del exén 14
y una proteina truncada por 55 aminoacidos y sin actividad del enzima (IVS14+1G>A). La frecuen-
cia del genotipo DPYD*2A en poblacion caucasica es del 0,9% [97,98]. Teniendo en cuenta el tra-
tamiento aplicado, el enzima DPYD participa en procesos de metabolismo del 5-FU. Después de la
administracion de 5-FU 6 de su transformacion a partir del profarmaco, mas del 80% de la dosis ad-
ministrada se degrada. El catabolismo del FU es idéntico a la reduccion de las pirimidinas, uracilo y
timina. El primer paso de esta degradacion tiene lugar muy rapidamente. El FU es reducido a FUH,
(5,6-dihidro-5-fluorouracilo) bajo la accion de la DPYD (dihidropirimidina dehidrogenasa) y en pre-
sencia de la forma reducida de la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH). Este primer
paso es el que gobierna la tasa en que el FU esta disponible para el anabolismo. El anillo de pirimi-
dina del FUH; se escinde entre las posiciones 3 y 4 para dar 4cido a-fluoro-p-ureidopropionico (FU-
PA). Un tercer paso conduce a la formacion de a-fluoro-p-alanina (FBAL), el mayor catabolito del
FU, con liberacion de amonio del nitrogeno en posicion 3 y dioxido de carbono del carbono en posi-
cion 2 del antiguo anillo de pirimidina. Se forma urea a través del ciclo de la urea a partir del i6n
amonio (NH,") y diéxido de carbono (CO,). Por lo tanto, el enzima para el que codifica este gen
daré lugar a metabolitos inactivos para el tumor de este antineoplasico que impediran que €ste conti-

nue actuando. De este hecho, se puede deducir que, cuanto mayor sea la concentracion del enzima en
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el tumor, mayor metabolismo de 5-FU se dard y menor actuacion de éste al haberse producido esta
reaccion. La mayoria de esquemas catabolicos del FU se detienen en estos metabolitos, aunque estu-
dios recientes que utilizan métodos analiticos mas sofisticados han identificado otros catabolitos del
FU, que incluyen: el i6n fluoruro (F’) que proviene de la escision del enlace C-F del FBAL; el N-
carboxilo-a-fluoro-p-alanina (CFBAL) derivado de la N-carboxilacion de FBAL en presencia de
iones bicarbonato (HCOj3) produciéndose una reaccion en equilibrio; tres conjugados de FBAL con
acidos biliares; dos metabolitos de FBAL por transaminacion: acido 2-fluoro-3-hidroxipropanoico
(FHPA) y fluoroacetato (FAC). El resto de 5-FU que no se degrada (20%) participa en procesos de
anabolismo que definen la actividad del farmaco. Las principales vias de actuacion del 5-FU son
tres. La primera, que es cuantitativamente la menos importante, conduce en dos pasos a la formacion
de FAUMP (5-fluoro-2’-deoxiuridina-5"-monofosfato). El primero de los pasos, la adicion de deoxi-
ribosa-1-fosfato sobre el FU bajo la accion de TP (timidina fosforilasa) da lugar a FdUrd (5-fluoro-
2’-deoxiuridina). Esta reaccion es seguida por la fosforilacion por la timidina quinasa para obtener
FAUMP, un inhibidor reconocido de la TS (timidilato sintasa). Las otras dos rutas forman FUMP (5-
fluorouridina-5"-monofosfato). En una de ellas, se produce FUMP directamente en un Gnico paso;
bajo la accion del enzima OPRT (orotato fosforibosil transferasa), se traspasa una ribosa 5'-
monofosfato desde una molécula de PRPP (5’-fosforibosil-1-pirofosfato) al nitrogeno en posicion 1
del FU para dar FUMP. La otra ruta alternativa tiene lugar en dos pasos; en el primero de ellos se
aflade una ribosa a la molécula de FU bajo la accion de la uridina fosforilasa para dar FUrd (5-
fluorouridina), que es fosforilado a FUMP por la uridina quinasa. En este punto, el FUMP pasa por
dos fosforilaciones sucesivas. Se forma FUDP (5-fluorouridina-5"-difosfato) bajo la accion de la
pirimidina monofosfato quinasa, que, gracias a la pirimidina difosfato quinasa, conduce a FUTP (5-
fluorouridina-5’-trifosfato) que puede ser incorporado en el RNA en vez de la uridina-5-trifosfato
(UTP). El FUTP puede entonces conjugarse con azucares dando FUDP-aztlicares bajo la accion de la
UDP glucosa (6 N-acetilglucosamina) fosforilasa. Después de la primera fosforilacion de FUMP en
FUDP, el enzima ribonucleétido reductasa dehidroxila la ribosa del FUDP en la posicion 2 para dar
FAUDP (5-fluoro-2’-deoxiuridina-5"-difostato). FAUDP se puede formar también por la fosforilacion
de FAUMP. FdUDP se defosforila a FAUMP ¢ fosforilado a FAUTP (5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-
trifosfato) via pirimidina monofosfato quinasa y pirimidina difosfato quinasa respectivamente.
FAUTP actua como substrato para DNAs polimerasas, pudiendo ser incorporado en el DNA.

Al igual que a nivel de catabolismo, se pueden dar polimorfismos en el enzima DPYD, a nivel de

anabolismo se pueden dar polimorfismos en los enzimas uridina fosforilasa, orotato fosforibosil
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transferasa, timidina fosforilasa, ribonucleotido reductasa y timidilato sintasa, que pueden influir a
nivel del metabolismo y actividad del FU, respectivamente.
En el caso de la DPYD, el hecho de tener el polimorfismo implica también disminucién en la activi-
dad del enzima con lo que el 5-FU no se podra metabolizar 6 en menor medida, éste se acumulara en
el lugar de accion (higado y tumor), implicando, 6 bien actividad aumentada y mayor efectividad del
FU, 6 bien toxicidad por sobredosificacion. En este caso, y conociendo la existencia del polimorfis-
mo, se deberian disminuir las dosis de 5-FU para evitar esta toxicidad (ajustar las dosis). Estas con-
clusiones se deducen por la mayor supervivencia aparecida en pacientes que presentan el polimor-
fismo en el gen que hacen suponer que el enzima presenta menor actividad bajo estas condiciones
con lo que se dara una menor metabolizacion y mayor biodisponibilidad del 5-FU y tratamiento mas
efectivo.

Primero se ha comprobado para los 3 genes si es significativo el hecho de contener el polimorfis-
mo independientemente, para luego ver diferentes combinaciones.
En el caso de la CDA (CDA Lys27GIn) se ha comprobado el hecho de que exista el polimorfismo
(tanto si es homocigoto como heterocigoto para el polimorfismo). La existencia del polimorfismo se
hace patente por el cambio de una Adenina (A) por una Citosina (C), que, da lugar a un cambio de
aminoacido en la secuencia proteica, que altera la actividad de ésta: Lisina por Glutamina
(Lys—Gln). El genotipo “wild-type” tendran los dos alelos 6 secuencias de DNA que codificaran
para la Lisina, por lo que no existird ninguna variacion respecto al gen primitivo. Sin embargo, el
genotipo con el polimorfismo, tendran, o los dos alelos con la variacion en el nucledtido (en este
caso, sera homocigoto para el polimorfismo y los dos codificaran para la Glutamina), 6 s6lo uno de
ellos y el otro sin el cambio (heterocigoto para el polimorfismo: uno de los alelos codificara para la
Lisina y el otro, para la Glutamina). El hecho de existir el polimorfismo para el gen provoca un au-
mento de la supervivencia aunque no es significativo. Esto puede ser debido a la menor expresion de
la CDA (41%) en canceres gastricos que poseen el polimorfismo y presentan el aminoacido glutami-
na en la posicion 27 de la secuencia proteica, frente al 54% de pacientes “wild type” que poseen una
lisina en esta posicion y peor prondstico. Quizas si se dispudiera de mayor nimero de pacientes este
hecho se podria confirmar.

Independientemente del tratamiento aplicado, la alta expresion del enzima CDA es una caracteris-
tica de mal pronostico en leucemias linfociticas cronicas (CLL). Este hecho no ha sido estudiado
para cancer gastrico pero por los resultados de nuestro estudio es probable que también pueda ocurrir

en este tipo de cancer. De hecho, después de la amplificacion de la muestra con el “primer” que con-
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tiene el polimorfismo para la CDA, las graficas de supervivencia nos han sugerido este hecho aunque
estos resultados no sean significativos (p=0,1434). Quizés lo puedan ser con un mayor numero de
pacientes, aunque €sto no se ha comprobado. Segin podemos observar en la grafica (Ver interpreta-
cion de los resultados) para los pacientes que son “wild-type” para el enzima CDA, es decir que po-
seen una adenina y no una citosina en la posicion del gen (exén 1) que codifica para una lisina y no
una glutamina en el aminoacido 27 de la secuencia proteica, la supervivencia es menor. Sin embar-
go, cuando existe polimorfismo en uno de los alelos de la secuencia de DNA (A/C: heterocigoto para
el polimorfismo) 6 en los dos alelos del gen (C/C: homocigoto para el polimorfismo), en la grafica
de supervivencia podemos observar como la supervivencia es mayor. Se postula que, igual que ocu-
rre en la leucemia linfocitica cronica, en el cancer gastrico puede sacarse la conclusion que la eleva-
da expresion de la CDA puede ser indicativo de un mal prondstico para la supervivencia de pacientes
que padecen este tipo de cancer (tanto el genotipo “wild type” como polimorfismos para el gen que
codifica para el enzima).

Cuando se estudia el gen DPYD Ile543Val, si resulta significativo poseer el polimorfismo para que

el tratamiento con TG-MMC sea efectivo y suponga una mayor supervivencia para los pacientes con
cancer gastrico sometidos a este tratamiento. El hecho de poseer el polimorfismo supone que ha
habido un cambio en el aminoacido 543 de la secuencia proteica, provocado por el cambio de una
adenina por una guanina en el triplete codificante (ATA—GTA) pasandose de tener una isoleucina a
tener una valina.
Se esta demostrando que realmente el polimorfismo puede influir en la supervivencia de estos pa-
cientes. Como se puede comprobar en la grafica, los pacientes que tienen genotipo “wild type”, tie-
nen una menor supervivencia después del tratamiento. La causa podria ser que el FU se encuentra
menos biodisponible al ser metabolizado por el enzima dihidropirimidina dehidrogenasa. Sin embar-
go, cuando existe el polimorfismo, el FU no se metaboliza, existe mayor concentracion en el lugar
de accion y puede actuar frente al tumor. También este hecho puede suponer una mayor toxicidad
para el paciente, con lo que, podria ser necesario el ajuste de la dosis administrada. Lo interesante
seria saber antes de iniciar el tratamiento, si un determinado paciente presenta el polimorfismo para
comenzar a tratar al paciente lo antes posible y con el tratamiento adecuado.

Para el DPYD Arg29Cys, la grafica de supervivencia comparada no es significativa. Tener el po-
limorfismo supone un cambio del aminoacido 27 en la secuencia proteica pasandose de tener una
arginina a tener una cisteina por existir un cambio de base del nucledtido correspondiente, y en con-

creto, una citosina por una timina (CGT—TGT). La diferencia de supervivencia entre poseer 6 no el
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polimorfismo es escasa, por lo que se puede sugerir que la actividad del enzima se mantiene aunque
posea este cambio de nucleétido en la secuencia del gen. Por lo tanto, presentar el polimorfismo no
supone casi pérdida de la actividad del enzima y el FU se seguird metabolizando en gran medida.
Esto nos sugiere que puede haber mayor supervivencia, en el caso del polimorfismo para el DPYD
[le543Val, con lo que el tratamiento sera mas efectivo, mayor concentracion en el lugar de accion, el
FU actuara en mayor medida, y la pérdida de actividad del enzima es mayor al producirse el cambio
de nucleotido (SNP: polimorfismo) ya que el farmaco se metaboliza en menor proporcion y ademas.
De lo expuesto, se puede deducir, en el caso de DPYD Arg29Cys, que las supervivencias entre po-
seer el genotipo “wild type” y el polimorfismo son muy similares, por lo que la pérdida de actividad
del enzima metabolizador es menor, menor concentracion de FU al ser degradado en mayor medida
por la DPYD.

Posteriormente, al comparar las graficas de supervivencia de pacientes con los genes estudiados
heterocigotos frente a homocigotos (para el “wild type” 6 para el polimorfismo) hemos comprobado
que no hay diferencias estadisticas significativas. De todas maneras en los tres casos la superviven-
cia ha sido mayor cuando el gen era heterocigoto para el polimorfismo. Si fuese estadisticamente
significativo, se podria afirmar que, pacientes homocigotos sea tanto para el “wild type” como para
el polimorfismo, tendrian menor supervivencia después de ser tratados con FU, mientras que aque-
llos que fuesen heterocigotos, tendrian mayor supervivencia. Por lo tanto, si supiésemos el genotipo
antes de administrar el tratamiento, seria 16gico administrar FU-MMC a pacientes heterocigotos y no
en aquellos que fuesen homocigotos. De esta manera, estariamos ahorrando tiempo y estariamos
administrando el tratamiento correcto desde un principio. La tasa de metabolizacion sera muy similar
para el homocigoto frente a heterocigotos, con lo que el farmaco biodisponible también lo sera, si
bien serd mayor para el caso de los heterocigotos. La supervivencia es mayor y el tratamiento mas
efectivo para el caso de heterocigotos frente a homocigotos en pacientes con el polimorfismo.

No ocurre lo mismo cuando se unen los tres genes y se tiene en cuenta el mismo criterio. Poseer una
expresion heterocigotica en cualquiera de los tres genes estudiados da como consecuencia una mayor
supervivencia en estos pacientes. Por lo tanto, si se hiciera un estudio en el que se determinara el
genotipo de los tres genes antes de iniciar el tratamiento, y en cualquiera de ellos se viera su hetero-
cigosidad, el tratamiento con FU-MMC seria muy efectivo ya que, como demuestra la grafica la su-
pervivencia en estos pacientes se mejora. Solo el hecho de tener un polimorfismo heterocigoto en
cualquiera de los tres genes supone una gran ventaja de cara a la supervivencia después de este tra-

tamiento, mientras que no tenerlo demuestra que este tratamiento no es el adecuado.
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También se han analizado combinaciones de dos polimorfismos con su significado pronostico.

Los genotipos que han mostrado significancia estadistica han sido los siguientes: DPYD Arg29Cys 6
CDA Lys27GIn que sean homocigotos para el “wild type”, CDA Lys27GIn homocigoto para el “wild
type” y DPYD Arg29Cys heterocigoto, DPYD Arg29Cys y CDA Lys27GIn homocigotos (para el
polimorfismo 6 para el “wild type”), DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27GIln homocigoto para el “wild
type” 6 para el polimorfismo, DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GIn homocigoto (para el “wild type” ¢
el polimorfismo), DPYD Arg29Cys y/6 CDA Lys27GIn heterocigoto, DPYD Arg29Cys 6 CDA
Lys27GIn heterocigoto.

En un estudio recientemente publicado sobre la influencia del enzima CDA en el desarrollo de
cancer gastrico confirma la relacion existente entre la infeccion por Helicobacter pylori cagA positi-
vo y una sobreexpresion de CDA que resulta en una acumulacion de alteraciones en el gen supresor
de tumores p53 y todo este proceso se encuentra mediado por la activacion del mecanismo depen-
diente del factor nuclear kB Todo ello, explicaria que alteraciones del gen CDA podrian influir una

diferente evolucion del cancer gastrico [99].
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6. CONCLUSIONES
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El polimorfismo DPYD lle543Val (A/G 6 G/G) presenta significancia con un aumento de la
supervivencia cuando se da aisladamente, con un valor de p=0,0580.

El enzima dihidropirimidina dehidrogenasa actua a nivel de metabolismo del 5-FU. Tener
mayor supervivencia en el caso de poseer el polimorfismo en DPYD Ile543Val podria deber-
se a la menor actividad del enzima con lo que el 5-FU se metabolizaria en menor medida y
estaria mas biodisponible para su actividad.

Independientemente del resto de polimorfismos, presentar polimorfismo en CDA Lys27GIn
(A/C 6 C/C) se asocia a una mayor supervivencia con una tendencia a la significancia, con
un valor de p=0,1434.

No fue significativo para ninguno de los tres tipos aisladamente cuando se comparaban
homocigotos para el “wild type” 6 el polimorfismo y ser heterocigoto.

Cuando se estudian conjuntamente y existe algin heterocigoto sea cual sea el gen (DPYD
[le543Val, DPYD Arg29Cys 6 CDA Lys27GlIn), la supervivencia y tasa de curacion (o de
largos supervivientes) es mayor (p=0,0061). También es mejor la supervivencia si existen
polimorfismos combinados de DPYD Arg29Cys y CDA Lys27Gln, que no se ha demostrado
si estan presentes aisladamente.

Los polimorfismos estudiados aisladamente y en combinacion pueden ser buenos precurso-
res en las respuestas de pacientes tratados con fluoropirimidinas.

El estudio de polimorfismos puede ser de utilidad para determinar perfiles genéticos que pue-

dan preveer respuestas a tratamientos oncoldgicos.
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