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Resumen

Introduccién: las reacciones adversas a medicamentos constituyen un problema fundamental
para los servicios de salud, la industria farmacéutica y los organismos reguladores. Gran
parte de estas reacciones son relativamente leves y desaparecen al modificar la dosis, pero
otras son mas graves, pudiendo llegar a la muerte del individuo. El irinotecan es un agente
citotoxico activo en cancer colorrectal y pulmonar. Esta asociado a una severa toxicidad
hematoldgica y gastrointestinal, impredecibles en la préctica. Su metabolito activo (SN-38)
es detoxificado mediante la enzima UDP-glucuronosiltransferasa-1A1 (UGT1AL). La
variacion en la actividad de esta enzima ha sido relacionada con polimorfismos en el gen
UGT1AL, produciendo | os efectos adver sos observados. El polimorfismo mas importante se
presenta en la region promotora y consiste en un himero variable de repeticiones timina-
adenina. El alelo mayoritario tiene seis repeticiones (TA),, siendo el polimorfismo de siete
repeticiones la variante alélica mas frecuente.

Objetivo: disefio de un ensayo molecular para €l estudio de las variantes alélicas de la region
promotora del gen UGT1AL.

Material y método: se selecciond un grupo de 50 voluntarios sin vinculo familiar. Las
determinaciones moleculares se realizaron mediante amplificacion y posterior secuenciacion
de la region promotora.
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Resultados y conclusiones: se logro la puesta a punto del diagnostico molecular propuesto y
se determiné que 8% de esa poblacion es homocigoto (TA),. Planteamos la ventaja de
incorporar los resultados de este ensayo molecular en la toma de decisiones terapéuticas y asi
tender a una farmacoterapia personalizada en medicina oncolégica.

Palabrasclave. AGENTESANTINEOPLAS COS- efectos adversos.
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GLUCURONOSILTRANSFERASA - efectosde drogas.
GLUCURONOS L TRANSFERASA - genética.
VARIACION GENETICA - efectos de drogas.

Keywords ANTINEOPLASTIC AGENTS- adverse effects.
IRINOTECAN.
GLUCURONOSYLTRANSFERASE - durg effects.
GLUCURONOSYLTRANSFERASE - genetics.
GENETIC VARIATION - drug effects.

Introduccién

Las reacciones adversas y |os fracasos terapéuticos son
efectos perjudicial es producidos a menudo debido apoli-
morfismos genéticos de proteinas que afectan la absor-
ciony el metabolismo delosféarmacos.

El aporte quetrae lafarmacogenética a este temacon-
siste en el conocimiento de las variantes genéticas y su
influencia en el modo que respondemos frente a ciertos
medicamentos.A partir de estainformacion esposibleiden-
tificar a aquellos pacientes que se beneficiaran por cam-
bios en |os regimenes terapéuticos de modo de reducir la
incidenciade reacciones adversas. Estaaproximacionala
terapia personalizada posibilita una 6ptima y temprana
raciondizacion del tratamiento, revirtiendo lasineficiencias
de la metodologia de ensayo y error usada tradicional-
mente.

Ladosificacion de medicamentos antitumorales se ha
realizado hasta el momento de formaempirica. Pequefios
ensayos fase | predicen una dosis tolerable, y los estu-
dios posteriores perfeccionan esa prediccién. Sin embar-
go, debido ala variabilidad interindividual, una propor-
¢ion de pacientes experimentainevitablemente unamayor
toxicidad frente adosis estdndar de una poblacién.

El irinotecan (CPT-11), introducido en estudios clini-
cosaprincipios de 1990, es un eficaz agente antitumoral.
L astoxicidades més importantes dosis-dependiente de la
terapia con irinotecan son la diarreay neutropenia seve-
ras, ambosfactoreslimitantesdelaterapia. El método ac-
tual de dosificacion basado en lasuperficie corporal no se
correlaciona con el metabolismo y eliminacion del
irinotecan, dejando a los pacientes en riesgo de desarro-
Ilar toxicidad grave®.

En los Ultimos afios se ha descripto el potencial delos
andlisisfarmacogenéticosparamejorar €l indiceterapéuti-
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co enlaterapiadel cancer®. Hoy diase sabe que €l desa-
rrollo detoxicidad asociadaal irinotecan esfundamental-
mente dependiente de los polimorfismos de las enzimas
metabolizadoras de farmacos.

El irinotecan se administracomo pro farmaco, €l cua
es convertido en 7-etil-10-hidroxicamptotecina (SN-38),
con aproximadamente 100 a1.000 veces mayor toxicidad.
SN-38 es un potente inhibidor de la topoisomerasal, lo
gue provoca rupturas en €l &cido desoxirribonucleico
(ADN), que conducen en Ultimainstanciaalamuerte celu-
lar. SN-38 seinactiva por accion de las enzimas uridindi-
fosfato glucuronosil transferasas (UGTS), principa mente
UGT1A1,yloscitocromosCYP3A4y CYP3A5®. Ladimi-
nacion depende de las proteinas transportadoras de fér-
macos presentes en el canaliculo biliar®. Una vez en el
lumen intestinal, el metabolito inactivo (SN-38G) puede
reactivarse por laaccion de enzimas bacterianasy absor-
berse nuevamente aumentando el efecto toxico (figural).

El irinotecan presenta efectos mielosupresores con
consecuencias clinicas muy importantes. En un ensayo
fase Il con irinotecén, los pacientes fueron tratados en
dosregimenesdistintos paraevaluar laeficaciay toleran-
cia de los mismos. Independientemente del régimen de
administracion seleccionado, siempre se manifestaron
neutropeniagrado 304, odiarrea, o ambas®. Previamen-
te, fue reportado durante un ensayo fase | una relacion
inversa entre la glucuronidacion de SN-38 y las tasas de
frecuenciade diarrea®. Esto condujo alahipétesisdeque
latoxicidad asociadaairinotecan podiaocurrir en algunos
pacientes debido a las variaciones en la forma en que
metabolizaban el farmaco. L os altos indices de toxicidad
pueden conducir a la deshidratacién, las infecciones, la
necesidad de farmacos adicionales, la hospitalizacion e
incluso a la muerte. Existe una fuerte evidencia entre la
variacion en la actividad de la enzima UGT1A1 con los
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Figura 1. Vias del metabolismo del irinotecan.

SN-38: 7-etil-10-hidroxicamptotecina; SN-38G: SN-38 glucurénido; CYP3A4 y CYP3AS5: citocromo P450 3A4 y 3A5,
respectivamente; ABC: Adenosin Binding Cassette; APC: derivado del acido amino pentanoico; NPC: derivado de la

amina primaria

niveleselevadosy prolongados de SN-38 en plasma, dan-
do lugar alos efectos adversos del tratamiento.

UGT1A1 pertenece a la superfamilia de enzimas
microsomaesdefasell y selocalizan en lamembranadel
reticulo endoplasmético en el higado y tejidos
extrahepaticos™. Su gen se ubica en la posicion 2937,
posee siete exones y el producto proteico es de 528
aminoécidos. Hasta el momento se han descripto més de
30 variantes genéticas, muchas de las cuales afectan el
funcionamiento delaenzima. Unadeellas seencuentraen
la TATA-box de la region promotora del gen, donde se
observa una variabilidad del nimero de repeticiones de
dinucleotidostimina-adenina(TA). El aumento del nime-
ro de repeticiones lleva a una disminucién en la tasa de
iniciacion de la transcripcion y, por tanto, disminuye la
expresion delaproteinareduciendo ladesintoxicacion de
irinotecan®.
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El aeloméscomin (o “nativo” UGT1A1*1) tiene seis
repetidos. Ademés se hanidentificado tresvariantesaéicas
concinco, siete, y ocho repeticiones. El polimorfismo (TA),
(UGT1A1*28) se encuentra en 10% de individuos
homocigotos (7/7) en poblacién deAméricadel Norte. Los
polimorfismos(TA),y (TA),(UGT1A1*33y UGT1A1*34,
respectivamente) son menos comunes y se encuentran
principalmente en individuos de origen africano. Latabla
1 resume los datos reportados sobre la frecuencia de los
diferentes polimorfismosdel promotor de UGT1A 1 endi-
ferentes grupos étnicos®. Estudios in vivo sobre terapia
con irinotecan adosis estandar han mostrado una asocia
cion entre el polimorfismo UGT1A1*28 con valores
farmacocinéticosy efectos adversos (principal mente dia-
rreay neutropenia)t©.

En 2005, la Food And Drug Administration aval6 los
resultados que permiten identificar en forma prospectiva
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Tabla 1. Distribucion de la frecuencia (%) del

polimorfismo A(TA) TAA en diferentes poblaciones
Poblacion

Genotipo Europea Asiatica Africana
6/6 33,8 70,2 25,7
6/7 54,9 27,7 36,3
717 11,3 2,1 18,8
718 0 0 59
8/8 0 0 2
6/8 0 0 3,9
715 0 0 4,9
6/5 0 0 2

alos pacientes que se encuentran en riesgo de presentar
efectos adversos asociados a uso de dosis estandar de
irinotecan. Los pacientes con el genotipo homocigoto
(TA), tienen un riesgo 9,3 veces mayor de desarrollar
neutropenia grado 4 que aquellos con los genotipos
homocigoto (TA), y heterocigoto (TA),,. A partir de estos
datos, la informacion para la prescripcion de irinotecan
cambidy en el prospecto serecomiendaunareduccion de
dosisinicial de por lo menos un nivel paralos pacientes
homocigotos (TA).*". Para los pacientes heterocigotos,
si bien seadvierte que pueden tener cierto riesgo de desa-
rrollar neutropenia, no se sugierelareduccion deladosis.
Estamedidaresultd en un avance con respecto acomo los
enfoques de lafarmacogendmica pueden permitir reducir
losriesgos de laquimioterapia.

Nos propusimos como objetivo de estetrabajo lapues-
ta a punto de un ensayo molecular para determinar las
variantesaélicasdelaregion promotoradel gen UGT1AL.
De esta manera es posible identificar el subgrupo de pa-
cientes en riesgo de presentar efectos adversos asocia
dosaestos polimorfismos genéticosdurante el tratamien-
to con irinotecan. Nuestra intencién es que estos datos
sean tenidos en cuenta en e momento de tomar decisio-
nes sobre la eleccion del tipo de medicacién y dosis a
utilizar en €l tratamiento quimioterpico.

Material y método

Sujetos

El andlisisdel nimero derepetidossellevo acabo apartir
de 50 muestras deADN en voluntarios sanos, sin vinculo
familiar, que consintieron en participar en el estudio. El

proyecto de investigacion fue aprobado por e Comité de
EticadelaFacultad de Quimica.
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Diagnésticos moleculares

Los andlisis genéticos se realizaron con ADN genoémico
obtenido apartir de sangretotal (100-200ml). SeutilizOkit
comercial pararealizar laextraccion deADN siguiendo las
indicacionesdel fabricante. EI ADN aislado fue sometido
aunaamplificacion por reacciones en cadena de la poli-
merasa (PCR) realizada en un volumen final de 25mL y
utilizando 100 ng deADN, 200mM/L de cadanuclebtido,
0,5U deTaq polimerasa (Fermentas Lituania), 2mL de bu-
ffer Tag 10x conteniendo 2 mM de MgCl,, y 0,5 mM de
cebadores. La secuencia de los cebadores utilizada fue
previamente descriptay selerealizaron levesmodificacio-
nes*?,

Los productos amplificados fueron purificados y las
determinaciones deloscambiosrespectoaUGT1A1* 1 se
realizaron por andlisis de la secuencia (servicio de
secuenciado automatico por laempresaMacrogen, Cores).

Estadistica

L asfrecuencias genotipicas se cal cularon mediante conteo
y apartir deellas se obtuvieron lasfrecuenciasaélicas. Se
aplico € test chi cuadrado con un nivel designificanciade
0,05 paracomparar lasfrecuencias obtenidas en este estu-
dio con las reportadas.

Resultados y discusion

De los 50 individuos estudiados, 22 (44%) presentan al-
guna de las variantes a élicas mencionadas. La distribu-
€ion genotipica encontrada fue de 56% (28), 36% (18) y
8% (4) paralos genotipos homocigoto (TA),, heterocigoto
(TA),, y homocigoto (TA),, respectivamente (figura 2).
Estos val ores son muy similares alos encontrados parala
poblacién de Sardinia (Italia)®®, pero no resultan compa-
rables con el resto de la poblacion europea, asidica 'y
africana(tablal). Aplicando el test chi cuadrado, severi-
ficd queladistribucion genotipicano difiere delaespera-
da para una poblacion que se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Las frecuencias alélicas calculadas para los alelos
UGT1A1*1y UGT1A1*28fueron de0,74y 0,26, respecti-
vamente (figura 3). Si comparamos nuestros resultados,
estos resultan comparables con los reportados para una
poblacién caucasica®.

No se encontraron individuos con el nimero de repe-
ticiones menos frecuentes (TA), y (TA), probablemente
debido a tamafio pequefio de lamuestra.

Conclusiones

El desarrollo delafarmacogendmicase haconstituido en
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Figura 2. Secuencias correspondientes a los tres
genotipos encontrados: genotipo homocigoto 6/6
(panel A), genotipo homocigoto 7/7 (panel B) y genoti-
po heterocigoto 6/7 (panel C)

717 n

Genotipo

Frecuencia

Figura 3. Representacion grafica donde se muestra la
distribucion de los diferentes genotipos

unaherramientavaliosaalahorade seleccionar racional-
mente una terapia en particular, identificando pacientes
cuyo perfil genético molecular sugieraincapacidad o se-
vero déficit enladetoxificacion defarmacos. Laidentifica
cion de variantes en los genes implicados en este proceso
ayuda en la gestién de atencion al paciente mediante la
determinacion de cuél es pacientes deben evitar ciertame-
dicaciony quiénes deben recibir unadosisdiferente. Esta
estrategia podria potencial mente reducir |os costos médi-
cosy mejorar el proceso de desarrollo de medicamentos.
Gran partedelavariabilidad interindividual respecto a
la toxicidad frente a irinotecan puede explicarse por €l
polimorfismo UGT 1A 1* 28. L os pacientes que son homo-
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cigotos paraeste alel o tienen un mayor riesgo de desarro-
Ilar neutropeniagrave al recibir irinotecan, en especia en
régimen de 300-350 mg/m?.

El interés en el estudio de las variantes aélicas de
UGT1A1 no sdlo estadado por e uso crecientedeirinote-
can en oncologia, sino ademés porque estos resultados
pueden ser extrapol ados para otros farmacos que también
utilizan laglucuronidacién como viade detoxificacion®?.

La total individualizacion de la quimioterapia anti-
neopl &si carepresentaun objetivo todavialgjano enlapréc-
ticaclinica, por lo que los pacientes se hallan expuestos a
severatoxicidad o a ineficacia terapéutica, o ambas, ha
biendo pocos elementos determinantes para predecir la
terapéutica mas adecuada. Con el objetivo de lograr una
terapiaindividualizada, lainformacién genéticaaportaun
dato adicional que puede ser usado en combinacion con
otras caracteristicas del individuo (como laedad, funcién
hepética, funcion renal, medicaciones concomitantes, et-
cétera).

Con este propésito, realizamos un estudio sobre una
muestrade 50 individuos, que aunque no significalaver-
dadera representacion de nuestra poblacion, sirve como
gjemplo parademostrar que existe un porcentaje conside-
rable de individuos que presentan el cambio en
homocigocia (8%). Estos individuos son los que podrian
estar en riesgo de desarrollar efectos adversos ante la
eventualidad de ser sometidos aunaterapiaconirinotecan.
Laindividualizacion del tratamiento paraellosresultaven-
tajosa, ya que son los grupos menos representados |os
que estan en riesgo de sufrir los efectos adversos frente a
dosis estandar de este farmaco.

El andlisisde otrasvariantesen € gen de UGT1A 1%
18 podriaser informativo con el fin de crear un haplotipo,
deformaderealizar unaasociacion aun méssignificativa
entre un conjunto de variantes y la aparicion de efectos
adversos.

En suma, disponemos en nuestro pais de un ensayo
molecular pararedizar el estudio delasvariantesa élicas
delaregion promotoradel gen UGT1AL. El determinar el
genotipo del paciente antesdeiniciar laterapiase vuelve
un enfoquerealistaparalograr ladisminucién delasinci-
dencias de la neutropeniay la diarrea asociadas al trata-
miento con irinotecan. Teniendo en cuentala severatoxi-
cidad causaday |osbeneficios obtenidosa reducir ladosis
inicial deirinotecén, parece plausiblellevar acabo un es-
tudio del genotipo de UGT1A1 en los pacientes que se
encuentran proximos arecibir terapiacon este farmaco.

Summary
Introduction: adverse reactions to drugs constitute an

essential problem for health services, the pharmaceutical
industry and the regulatory bodies. Most of these reac-
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tionsarerelatively mild and they disappear when dosage
is modified, although others are more serious and they
may result in death. Irinotecan isan active cytotoxic agent
in colorectal and lung cancer. It is associated to severe
hematol ogical and gastrointestinal toxicity, unpredictable
in practice. Its active metabolite (SN-38) is detoxified by
the uridine diphosphate glucoronosyltransferase
1Alenzyme(UGT1A1L). (UGT1AL).Variaionintheactiv-
ity of this enzyme has been associated to polymorphisms
in the UGT1A1 gene, what results in the adverse reac-
tions observed. The most important polymorphisms ap-
pear in the polymorphism of the promoting region, which
consists in a variable repetition of thymine-adenine rep-
etitions. The main allele has six repetitions (TA),, being
the seven repetition polymorphism the most frequent al-
Ielicvariant.

Objetive: to design a molecular test to study alelic
variants of the promoting regioninthe UGT1A1 gene.

Method: We selected agroup of 50 volunteerswith no
family bonds. Amplification and subsequent sequencing
of the promoting region were used to determine molecul es.

Results: we managed to update the suggested mo-
lecular diagnosis and determined that 8% of this popula-
tion isahomozygote (TA).. We propose the advantage of
incorporating the results of this molecular test for the
making of therapeutic decisions and thus make progress
toward amore personalized oncol ogic medicine.

Résumé

Introduction: les réactions adverses aux médicaments
constituent un probléme fondamental pour les services
de santé, I'industrie pharmaceutique et les organismes
pertinents. La plupart de ces réactions sont légeres et
disparai ssent unefoisladose modifiée, maisd’ autres sont
plus graves et peuvent aboutir a la mort de I'individu.
L’irinotécan est un agent cytologique actif au cancer
colorectal et pulmonaire. I est associéaune séveretoxicité
hématol ogique et gastro-intestinal, pas prédictive. Son
meétabolite actif (SN-38) est détoxiqué au moyen de I’
enzyme UDP- glucuronyltransférase-1A1 (UGT1A1). La
variation al’ activité de cette enzyme est en rapport avec
despolymorphismesau géne UGT1A1, cequi produit les
effets adverses observés. Le polymorphisme le plus
important se présente alarégion promotrice, éant un nom-
bre variable de répétitions thymine adénine. L’alléele
majoritaireasix répetitions (TA),, le polymorphisme asept
répétitions étant la variante allénique la plus fréguente.

Objectif: dessin d'un moléculaire pour I’ étude
des variantes alléniques de la région promotrice du gene
UGT1AL

Matériel et méthode: 50 volontaires choisis sanslien
familial. Lesdéerminations moléculairesont étéréalisees
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au moyen d' amplification et une postérieure séquence de
larégion promotrice.

Résultats et conclusions: on aréussi lamise au point
du diagnostic moléculaire proposé et on a déterminé que
8% de cette popul ation est homozygote (TA),. Onremarque
I’importance d’'incorporer les résultats de cet essai
moléculaire lors de la prise de décisions thérapeutiques,
ce qui ménerait aune pharmacothérapie personnalisée en
medecine oncol ogique.

Resumo

Introducéo: as reagdes adversas a medicamentos sdo um
problemaimportante para os servicos de salide, aindustria
farmacéutica e os organismos reguladores. Mulitas destas
reacdes sdo rel ativamente leves e desaparecem com amo-
dificac8o dadose, porém outras s&o mais graves podendo
levar & morte do paciente. O irinotecan € um agente
citotoxico ativo em cancer colorretal e pulmonar. Esta
associado a toxicidade hematoldgica e gastrointestinal
grave, imprevisivel naprética. Seu metabdlito ativo (SN-
38) édetoxificado pelaenzimaUDP-glucuronosiltransfe-
rase-1A1 (UGT1A1L).A variagdo daatividade destaenzima
foi relacionada com polimorfismos no gene UGT1A1,
produzindo os efeitos adversos observados. O polimor-
fismo maisimportante se apresentanaregido promotorae
consiste num ndmero variavel de repeticdes timina-
adenina. O alelo mais numeroso tem seisrepeticoes (TA),,
sendo que o polimorfismo de sete repeticdes € avariante
alélicamaisfrequente.

Objetivo: projeto deum ensaio molecular paraestudar
as variantes dos alelos da regido promotora do gene
UGT1AL

Material e método: um grupo de 50 voluntérios sem
vinculo familiar foi selecionado. As determinactes mole-
culares foram realizadas por amplificagdo e posterior
sequienciacdo daregido promotora.

Resultados e conclusdes: foi possivel redlizar o diag-
néstico molecular proposto e determinar que 8% da
popul agdo estudada erahomozigota. (TA),. Discutimosa
vantagem de incorporar os resultados deste ensaio mole-
cular na tomada de decisOes terapéuticas e dessa forma
estabel ecer umatendénciaafarmacoterapiapersonalizada
emoncologia
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