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Capitulo |

1. RESUMEN

Las fluoropirimidinas (FP) son agentes quimioterapéuticos utilizados en varios
tipos de cancer como: colorrectal, mama, gastrico, etc. El 30% de los pacientes
tratados con estos farmacos presentan toxicidad grave, la cual puede conducir a
la muerte en el 1% de estos pacientes debido a una actividad reducida de la
enzima dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD). La DPD esta encargada del
80% de la inactivacion por fluoropirimidinas y su actividad puede cambiar segun
las variantes genéticas en el gen DPYD. El genotipado de variantes en DPYD
asociadas a toxicidad por FP es un método eficaz y con un alto costo-beneficio.
Actualmente se desconoce la frecuencia alélica de la mayoria de las variantes de
DPYD asociadas a toxicidad en poblacion mexicana, por lo que buscar estas
variantes en nuestra poblacion permitira disminuir las complicaciones o efectos
adversos asociados a toxicidad por FP. El objetivo de este estudio es identificar
variantes del gen DPYD asociadas a toxicidad con FP en pacientes con cancer
del noreste de México.

Este estudio fue ambispectivo, observacional y exploratorio. Se realizd en el
Centro Universitario Contra el Cancer (CUCC) y en el Laboratorio de
Investigacion Basica-Clinica (LIBAC). Se analizaron variantes del gen DPYD
asociadas a toxocidad y a metabolizadores lentos de DPD. Se tomaron muestras
de sangre venosa periférica, se extrajo el ADN y las variantes se analizaron por
PCR y secuenciacién Sanger.

Resultados: Se reclutaron 91 pacientes, de los cuales 68% tenian como
diagnostico oncoldgico cancer colorectal, seguido de cancer de mama con un
14%. El 42% de los casos lo pacientes se identificaron en etapa metastasica y
34% en etapa clinica lll. El 11% de los pacientes que recibieron QT presentaron
toxicidad hematologica, 4.4% G3, 31.9% toxicidad gastrointestinal, 13.2% G3 y
25% sindrome mano-pie y 5.5% G3. De estos pacientes 7.7% presentaron
toxicidad y suspension prematura de la QT y 4.4% requirié hospitalizacién. En
dos pacientes se identifico la variante de ¢.2846A>T (rs67376798) del gen DPYD,
de los cuales, el 100% presenta toxicidad G3 o mayor. El 50% requirié ajuste de
dosis y 50% suspendié la QT de manera permanente. La variante se identifico en
un 2.19% (n=2) en la poblacién estudiada.

Conclusion: Nuestra poblacion presentd una frecuencia alélica de la variante
C.2846A>T (rs67376798) mayor (2.19%) a la reportada mundialmente. Esto es
indicativo de que en nuestra poblacién presenta un riesgo mayor de desarrollar
efectos adversos a FP. Por lo que, es necesario realizar estudios aumentando el
numero de muestra, en conjunto con la identificacion de otras variantes con
relevancia clinica que estén asociadas con el desarrollo de toxicidad por FP.



Se necesitan mayores esfuerzos para mejorar el acceso a los pacientes a las
pruebas DPD en la practica clinica debido a su relevancia en la morbilidad
asociada.



Capitulo Il

2. Introduccion

El cancer es una enfermedad en la que algunas células del cuerpo crecen sin
control y se propagan a otras partes del cuerpo. Esta enfermedad puede
comenzar en cualquier parte del cuerpo humano.

Los tumores cancerosos o malignos se propagan a los tejidos cercanos y tienen
la capacidad de invasion y migrar en forma de transicion epitelio-mesénquima a

lugares distantes, conocido como metastasis (1).

21 Epidemiologia del cancer a nivel mundial

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, por lo que
se considera un problema de salud publica, segun el GLOBOCAN (Global Cancer
Observatory) de 2022 (2). Durante del 2022 se registraron 20 millones de nuevos
casos de cancer y 9.7 millones de muertes por cancer. El cancer es responsable
de 1 de cada 6 muertes a nivel mundial (3), incluyendo tres de cada diez muertes

prematuras en personas de 30 a 69 afos de edad (2,3).



Tabla I. Casos nuevos de cancer y tasa de mortalidad por neoplasia durante
el 2022 (Fuente: Globocan https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/38572751/).

TABLE 1 New cases and deaths for 36 cancers and all cancers combined in 2022

Incidence Mortality
Cancer site Rank New cases % of all sites Rank Deaths % of all sites
Lung 1 2,480,301 124 1 1817172 187
Female breast 2 2,308,897 116 4 665484 69
Colorectum 3 1926118 9.6 2 903859 9.3
Prostate K 1,466,680 73 8 396,792 a1
Stomach 5 968350 49 5 659853 68
Liver é 865269 43 3 757,948 78
Thyroid 7 821173 41 24 47485 05
Cervix uteri 8 661021 33 9 348,189 36
Bladder 9 613791 31 13 220,349 23
Non-Hodgkin lymphoma 10 553010 28 11 250475 26
Esophagus 1 510716 26 7 445129 a6
Pancreas 12 510566 26 6 467,005 48
Leukemia 13 486777 24 10 305,033 a1
Kidney 14 434419 22 16 155,702 16
Corpus uteri 15 420242 21 19 97,704 1
Lip, oral cavity 16 389,485 2 15 188,230 19
Melanoma of skin 17 331647 17 22 58,645 04
Ovary 18 324398 14 14 206839 21
Brain, central nervous system 19 321476 146 12 248,305 246
Laryrx 20 188,960 09 18 103216 11
Multiple myeloma 21 187,774 09 17 121,252 12
Gallbladder 22 122462 06 20 89,031 09
Nasopharynx 23 120414 06 21 73476 08
Oropharynx 24 106,316 0s 23 52,268 05
Hypopharynx 25 86276 04 25 40917 04
Hodgkin lymphoma 26 82409 04 28 270m 02
Testis 27 72031 04 32 9056 01
Salivary glands 28 55,003 03 27 23894 02
Vulva 29 47342 02 29 18,579 02
Panis 30 37499 02 3 13,729 01
Kaposi sarcoma 3 35359 02 30 15911 02
Mesothelioma 32 30618 02 26 25372 03
Vagina 33 18,800 01 3 8238 01
All cancers excl C44 18730216 9667298
All cancers 19964811 9.736,779

Note: Nonmelanoma skin cancer excludes basal cell carcinoma
Abbreviation: excl. C44, excluding nonmelanoma skin cancer.
Source: GLOBOCAN 2022,

Se estima que casi la mitad de los nuevos casos de cancer (49.2%) ocurrirdn en
Asia, donde reside aproximadamente el 60% de la poblacion mundial (59.2%) ver
Figura 1 (4).
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Figura 1. Mapa mundial de la mortalidad (%) por cancer en el mundo
(Fuente: Globocan https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/38572751/).

La mayor parte de defunciones o mortalidad ocurrira primordialmente en Asia con
un 56.1%, seguido de Europa con un 20.4% y América con un 14.9% (ver Figura
2) (4).
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Figura 2. Distribucion de la incidencia y mortalidad del cancer a nivel
mundial. a) ambos sexos, b) hombres y c) mujeres (Fuente: Globocan
https://[pubmed.ncbi.nim.nih.gov/38572751/).



Aproximadamente uno de cada 5 personas desarrollara cancer durante su vida,

1 de cada 9 hombres y 1 de cada 12 mujeres morira a causa de esta enfermedad

2).

El cancer de pulmén es la neoplasia mas frecuente con una incidencia del 12.4%,
seguido de cancer de mama con un 11.6%, colorectal con un 9.6%, préstata con
un 7.3%, y estobmago con un 4.9%. En mujeres el cancer mas frecuente es el
cancer de mama y en hombres el cancer de pulmoén, ver Figura 3 (2,5).

a) Both sexes
Mortality

Other
cancer
W%

b)

c) Females




Figura 3. Grafica de pastel de la distribucién de las principales causas de
muerte por cancer, a) ambos sexos, b) hombres, c) mujeres (Fuente:
Globocan https://pubmed.ncbi.nIm.nih.gov/38572751/).

En general la incidencia del cancer de pulméon es mayor a nivel mundial en
hombres al tener una tasa de 212 casos por cada 100,000 habitantes comparado
con 186 casos por cada 100,000 habitantes en mujeres.

2.2 Estadistica y generalidades del cancer de pulmén (CP)
El CP causa alrededor de 2.5 millones de casos y 1.8 millones de muertes

anualmente. Es responsable de 1 de cada 8 canceres y 1 de cada 5 muertes por
afo y el adenocarcinoma es el subtipo histologico mas comun. El CP esta
asociado a factores extrinsecos como la contaminacién ambiental y el
tabaquismo (6). Con una sobrevida general menor a 5 afos en el 20% de los
casos a nivel mundial. Esta neoplasia usualmente se diagnostica en etapas
avanzadas. El tamizaje temprano consiste en realizar una tomografia de torax
de baja resolucion en pacientes con antecedente de tabaquismo, en el estudio
NELSON (7) se demostro que al realizar este tamizaje en pacientes con factores
de riesgo, hubo una disminucion de la mortalidad de CP del 20% (8,9).

2.3 Estadistica y generalidades del cancer de mama (CM)
El CM es la segunda neoplasia mas frecuente a nivel mundial, con una morbilidad

de 2.3 millones de casos anuales. EI CM abarca el 11.6% de todos las casos de
cancer a nivel mundial, con una mortalidad de 666 mil casos anuales (2). Es la
causa numero 1 de cancer en mujeres, correspondiendo a 1 de cada 4 casos de
cancer en mujeres y 1 de cada 6 muertes en mujeres por cancer (10,11). Los
principales factores de riesgo son, antecedentes heredofamiliares, menarquia
temprana, menopausia tardia, edad avanzada del primer hijo, ausencia de
lactancia, terapia de reemplazo hormonal, ingesta de alcohol, obesidad,
sedentarismo, etc. (12-14). La OMS (Organizacion Mundial de la Salud)



recomienda realizarse la mamografia para la deteccion temprana del cancer de

mama a partir de los 50 afios de edad y hasta los 69 afios (5).

2.4 Estadistica y generalidades mundiales del cancer colorrectal (CRC)
El CRC posee una morbilidad de 1.9 millones casos anuales y una mortalidad

de 904 casos anualmente a nivel mundial, donde 1 de cada 10 pacientes muere
por esta enfermedad anualmente (2,15). Es la tercera neoplasia mas frecuente y
la segunda causa de mortalidad por cancer en el mundo. Con una mayor
incidencia en paises desarrollados como Australia/Nueva Zelanda, Norte
América, Dinamarca y Noruega (15-17). Los principales factores de riesgo son
los habitos alimenticios, el alto consumo de carnes rojas, sedentarismo,
sobrepeso, obesidad, consumo de alcohol y tabaco. Mientras que la actividad
fisica, el consumo de fibra, granos, productos lacteos y suplementos de calcio
son factores protectores. El tamizaje es una herramienta util para detectar el CCR
de manera temprana, ya sea con procedimientos invasivos como colonoscopia o
menos invasivos como la prueba FIT (del inglés Fecal Immuno Test) en heces,
la cual consiste en detectar sangre oculta en heces, siendo un método sensible,

especifico y de facil acceso (17-21).

Dentro de los canceres del tracto gastrointestinal se incluyen el cancer de
es6fago, cancer de estdmago, cancer de intestino delgado, cancer de colon,
cancer de recto, cancer anal (estos tres agrupados con el término CCR por el
GLOBOCAN) y cancer de otros 6rganos gastrointestinales como la via biliar y
pancreas (22,23).

La prediccidn para el 2050 es de 35 millones, lo que corresponde a un crecimiento
del 77% de los 20 millones de casos en 2022 (2).



2.5 Cancer en México
De acuerdo con el GLOBOCAN, en México durante el 2022 se reportaron 207 mil

casos y 96 mil muertes por cancer, la mayoria de los cuales se presentd en
mujeres con 111 mil casos (53%) y 95 mil casos en hombres (47%). EI CM es el
de mayor incidencia con 31 mil casos, seguido de cancer de prostata con 26 mil
casos, CCR con 16 mil casos, cancer de tiroides con 11 mil casos y cancer de
cuello uterino con 10 mil casos (2,22). El CM es el cancer mas frecuente en
mujeres, en segundo cancer esta el de cuello uterino, en tercero el cancer de
tiroides, cuarto el CCRI y en quinto el cancer de utero. En hombres corresponde
al primer lugar el cancer de prostata, segundo CCR, tercer linfoma No-Hodgkin,
cuarto cancer de pulmon, quinto cancer de estdomago, ver Figura 4 (22).
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Figura 4. Grafica de las neoplasias mas frecuentes en hombres, mujeres y
ambos sexos (Fuente Globocan).

En México la tasa de defuncion por tumores malignos aumento de 62 por cada
100 mil habitantes en el 2012 a 68.9 por cada 100 mil habitantes en el 2022 (ver
Figura 5). En el 2022 los estados que presentaron mas muertes por cancer
fueron: Ciudad de México, Sonora, Veracruz, Colima, Morelos y Chihuahua, con

tasas de incidencia de 75 a 95 defunciones por cada 100 mil habitantes. Los
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estados con menor incidencia de mortalidad por cancer fueron: Quintana Roo,
Guerrero, Chiapas, Tlaxcala, Puebla y Aguascalientes con tasas de defuncién de
47 a 59 por cada 100 mil habitantes (22,24) ver Figura 6.

TASA DE DEFUNCIONES POR TUMORES MALIGNOS 2012 A 2022
(defunciones por cada 100 mil habitantes)

Tasa por cada 100 mi hablantes

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
Afio

Figura 5. Tasa de defunciones por tumores malignos del 2012 al 2022 en
México, fuente INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia).

TASA DE DEFUNCIONES POR TUMORES MALIGNOS POR ENTIDAD FEDERATIVA
DE RESIDENCIA HABITUAL DE LA PERSONA FALLECIDA, 2022
(defunciones por cada 100 mil habitantes)

Evtatos Usdos Memcanos 88 10

Meanine
B
WEoxann
Wurtams

Figura 6. Tasa de defunciones por tumores por entidad federativa durante
el 2012. Fuente INEGI.
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Las defunciones en México estratificadas por grupo de edad varian y de acuerdo
con el INEGI, para el grupo de edad mas joven, de 0-19 ainos, los principales
tipos de cancer que afectaron a este grupo de edad son: leucemia, tumor maligno
de meninges, cerebro (encéfalo) y de otras partes del sistema nervioso central,
linfoma No-Hodgkin, tumor hepatico y de la via biliar intrahepatica. En jovenes de
20-29 aios, las causas fueron: leucemia, tumor maligno del cerebro y del sistema
nervioso central, asi como tumoraciones del colon, recto y ano (cancer
colorrectal), en las mujeres se agregan las tumoraciones del cuello uterino,
cancer de ovario y cancer de mama.

En la poblacién por encima de 30 y hasta los 59 afios, las causas principales de
mortalidad por cancer son: CCR, cancer de estbmago, y en mujeres el cancer de
cuello del utero.

En el grupo que corresponde a pacientes de 60 afios y mas, la causa principal
de mortalidad por cancer es: cancer de prostata, seguido de tumor maligno de la
traquea, tumor maligno de bronquios y tumor maligno del pulmon, en las mujeres
de este grupo de edad la causa de mortalidad por cancer con mas alta tasa de
incidencia fue CM seguido de tumor maligno del higado y vias biliares (24).

Tabla Il. Defunciones en México por tumor maligno y grupos de edad 2022,
INEGI.
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TASA DE DEFUNCIONES POR TIPO DE TUMOR MALIGNO, POR GRUPOS DE EDAD Y SEXO, 2022
(defunciones por cada 100 mil habitantes)

Leucemia Leucemia 193
Tumor maligno de las meninges, del encéfalo y de 062 Tumor maligno de kas meninges, del encéfalo y 061
ofras partes del sistema nervioso central ' de ofras partes del sistema nervioso central '

) ) Tumor maligno del higado y de las vias billares
Linfoma no Hodgkin 022 intrahepéticas 0.16
Tumer maligno del higado y de las vias biliares .
intr icas 0.15 Tumor maligno del ovario 0.10
Leucemia Leucemia 184
Linfoma no Hodgkin 0.56 Tumor maligno del cuelo del Gtero 084
Tumor maligno de las meninges, del encéfalo y de

. 1es del sistema ne e i 0.55 Tumor maligno del ovario 0.51
Tumor maligno del colon, del recto y del ano Tumor maligno de la mama 0.49
Tumor maligno del colon, del recto y del ano Tumor maligno de la mama 1461
Tumeor maligno del estémago 459 Tumor maligno del cuello del Gtero 8.90
Leucemia 3.19 Tumor maligno del ovario 546
Tumeor maligno del higado y de las vias biliares
intrahepaticas 294 Tumor maligno del colon, del recto y del ano 4.05
Tumor maligno de la préstata Tumor maligno de la mama 49.09
Tumor maligno de la traquea, de los bronquios y 4234 Tumor maligno del higado y de las vias biliares 2345
del pulmén ‘ intrahepaticas '
Tumor maligno del colon, del recto y del ano 3954 Tumor maligne del colon, del recto y del ano 30.69
Tumor maligno del higado y de las vias biliares 3775 Tumor maligno de la traquea, de los bronquios y 25.06
intrahepéticas ' del pumon ’

2.6 Tratamiento quimioterapéutico de tumores
Existen diversas modalidades para el tratamiento del cancer, incluye cirugia,

radioterapia y/o terapia sistémica (quimioterapia, tratamientos hormonales, y
terapias biologicas dirigidas) (23,25,26)
La quimioterapia se utiliza wusualmente en el escenario adyuvante,

neoadyuvante, o en terapias combinadas, especialmente en el tratamiento de
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enfermedad metastasica. La quimioterapia citotoxica destruye una proporcion de
células malignas por cada ciclo. Sin embargo, acorde a la hipotesis de Goldie-
Coldman los tumores eventualmente adquiriran mutaciones de resistencia a los
farmacos quimioterapéuticos utilizados.

La quimioterapia citotoxica se administra en multiples ciclos, a la dosis maxima
tolerada, usualmente en combinacidon con otros agentes citotoxicos con
diferentes mecanismos de accién y toxicidades no sobrepuestas. Se
caracterizan por tener un indice terapéutico estrecho con eventos adversos que
en ocasiones pueden llegar a ser fatales (23,26).

Los agentes quimioterapéuticos citotoxicos se subdividen en diferentes
categorias dependiendo de su mecanismo de accion en: agentes alquilantes,
inhibidores de topoisomerasa, agentes anti-microtubulos, antraciclinas y

antimetabolitos ver figura 7 (27).

Alkylating
agents
Antimetabolites - hydrazine Oth
- purine analogs - oxazaphosphorines thers
- purine a:rtaéo;tislc - nitrogen mustards - enzymes
- mrimidim';mmqéni';tc - platinum-based - antibiotics
fr;ttifolah St agents - proteasome inhibitors
- ribonucleotide i :-::Zs:i':;rt”m“
reductase inhibitors : :
Chemotherapeutics

Mitotic spindle
inhibitors

- taxanes

- vinca alkaloids

N\
\,

( Topoisomerase inhibitors
Iand Il

Figura 7. Clasificaciéon de los farmacos quimioterapéuticos mas utilizados
segun su mecanismo de accion.
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Las toxicidades o efectos adversos se dividen por sistema involucrado como, por
ejemplo: gastrointestinal (nausea, vomito, hiporexia), cutaneo (rash, sindrome
mano-pie, alopecia), cardiovascular (hipertension, prolongacion del QT, falla
cardiaca), hematolégico (anemia, neutropenia, trombocitopenia, sindrome
mielodisplasico), neuropatia (sensitiva y periférica), constitucionales (fatiga),
entre otros. Se utiliza la escala CTCAE 5.0 (Common Terminology Criteria for
Adverse Events) para determinar la gravedad por grados, el grado 1 se
caracteriza por sintomas leves, no se recomienda una intervencion médica, el
grado 2 presenta sintomas moderados, se requiere una intervencion no invasiva,
el grado 3 presenta sintomas severos, pero que no ponen en riesgo la vida, se
requiere una intervencion u hospitalizacion transitoria, el grado 4 presenta
consecuencias que ponen en riesgo la vida y requiere intervencion urgente
dependiendo de la toxicidad presente, el grado 5 corresponde a la muerte
causada por los efectos adversos por el farmaco administrado ver Tabla Il
(28,29).

Tabla Ill. Niveles de efectos adversos segun CTCAE v4.0 y 5.0 (Fuente:
Pubmed)

GRADO DESCRIPCION EJEMPLO(S)
1 Leve: asintomatico o Hipertension controlada con
sintomas leves; solo dieta

observaciones clinicas o
diagnésticas; no se indica

intervencion
2 Moderado: intervencién Hipertension que requiere
minima, local o no invasiva terapia farmacoloégica

indicada; limita las ADL
instrumentales apropiadas

para la edad
3 Grave: significativo desde el Insuficiencia cardiaca
punto de vista médico, pero congestiva, insuficiencia
no inmediatamente mortal; ovarica

hospitalizacién o prolongacion
de la hospitalizacién indicada;
limita el autocuidado en las

ADL
4 Amenazante para la vida o Infarto de miocardio,
discapacitante trasplante de 6rgano,
segundo cancer primario
(excluyendo cancer de piel no
melanoma), ceguera
5 Muerte
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Otros farmacos contra el cancer son los de moléculas pequefas, los cuales
actuan sobre receptores especificos para el crecimiento de la célula vy
metastasis. La mayoria de estos farmacos van dirigidos contra las tirosinas
cinasas, serina, treonina, los proteosomas, asi como en proteinas implicadas en
la reparacion del DNA, ciclo celular y transduccion de sefalizacién intracelular.
Frecuentemente se desarrolla un mecanismo de resistencia a este grupo de
farmacos, lo que ocasiona progresion de la enfermedad. Por lo que se requiere
utilizar farmacos de segunda y tercera generacion dirigidos a la misma via
molecular (25,26).

También se encuentran los anticuerpos monoclonales, que van dirigidos contra
antigenos especificos de las células tumorales. Dentro de los mecanismos estan:
bloquear la sefalizacién de factores de crecimiento, actuar sobre mecanismos
de muerte celular mediado por el sistema inmunitario o sobre la vasculatura

tumoral (anti angiogénicos) (23,25).

La inmunoterapia consiste en farmacos que se dirigen o manipulan el sistema
inmunologico. Aprovechando las respuestas inmunitarias adaptativas e innatas
del huésped para la eliminacion de las células malignas, al bloquear los
receptores de CTLA-4, PD-L1, PD-1, LAG3, dando como resultado efectores

inmunitarios como anticuerpos y células T (30).

2.7 Farmacocinética
La farmacocinética se utiliza para describir las relaciones entre la dosis,

concentracion, absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion de farmacos. La
proporcion del farmaco que llega a la circulacion sistémica se determina como
biodisponibilidad (23,25).
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2.8 Farmacodinamica
La farmacodinamica estudia la accion de un farmaco en el organismo, su

interaccidn con otras moléculas, se accidén antitumoral y sus efectos adversos.
(23,26).

2.9 Farmacogenética
La farmacogenética estudia la variabilidad genética en la respuesta clinica de los

farmacos. Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) de linea germinal
afectan la efectividad de los farmacos y pueden ocasionar efectos adversos
(23,25).

Algunos SNPs estan asociados a variaciones en la respuesta clinica de
quimioterapéuticos como por ejemplo: en la mercaptopurina 6-tioguanina,

tamoxifeno, 5-FU, capecitabina e irinotecan (31).

210 5 FUy Capecitabina, generalidades

Las FP son antimetabolitos ampliamente usados contra el cancer, incluyen 3
farmacos: el fluorouracilo intravenoso (5-FU), y dos profarmacos la capecitabina
y el tegafur (componente de S-1). Se prescriben comunmente para el tratamiento
adyuvante y paliativo de varios tipos de tumores malignos sdlidos, incluidos

canceres gastrointestinales, mama y de cabeza y cuello, ver figura 8 (42).

La capecitabina es un profarmaco del 5-fluorouracilo (5-FU), que es
metabolizado por la enzima dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD). La
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD; codificada por el gen DPYD) cataliza el
primer paso, en la conversion de 5-FU en dihidrofluorouracilo.

Algunas variantes germinales condicionan una actividad reducida de la enzima
DPD, lo cual causa una disminucion del aclaramiento y un aumento de la vida

media del 5-FU, por consecuencia esta asociada a un aumento en la gravedad
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de efectos adversos como lo son: toxicidad gastrointestinal, mielosupresién y

neurotoxicidad (32).

Multiples estudios han estudiado y analizado la relacion entre variantes del gen
DPYD y sus efectos adversos, las guias internacionales recomiendan un ajuste
de dosis para aquellos pacientes que tengan un metabolismo deficiente de estos
farmacos, con un ajuste de hasta el 50% de la dosis inicial (33). En algunos casos
se pueden presentar eventos adversos graves, donde se suspende el
tratamiento (34).

Actualmente en algunas guias internacionales no existen recomendaciones
sobre el testeo de DPYD antes de iniciar los farmacos capecitabina o 5-FU
difieren, las guias ASCO (American Society of Clinical Oncology) no mencionan
alguna pauta sobre el analisis de DPYD, las guias NCCN (National
Comprehensive Cancer Network) mencionan y reconocen el riesgo de toxicidad
con estas variantes. Sin embargo, no recomienda el analisis previo al inicio de
tratamiento. La sociedad europea de medicamentos (EMA) si recomienda que
los pacientes que seran expuestos a 5-FU se realicen pruebas para detectar la
deficiencia o variables patogénica del gen DPYD antes de comenzar el
tratamiento (35,36).
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Figura 8. El anabolismo y catabolismo del 5-fluorouracilo (5-FU).

Las FP, se han utilizado por mas de 60 afios en el tratamiento de tumores sélidos,
como CCR, CM y gastrico, en el mundo alrededor de 2 millones de pacientes
son tratados con FP cada aino. Generalmente son bien tolerados. Sin embargo,
alrededor del 20 - 30% de los pacientes presentan toxicidad grave relacionada
con el tratamiento, que incluye diarrea, mucositis, mielosupresion y sindrome
mano-pie. Esta toxicidad puede llevar a una interrupcidén o una suspension del
tratamiento de manera temprana, quitando el beneficio de una terapia contra el
cancer y puede requerir visitas en salas de emergencias o0 urgencias Yy

hospitalizacion hasta la recuperacion de los efectos adversos (37-39).

Actualmente hay una alta necesidad para deteccion de biomarcadores que
logren identificar pacientes en riesgo a dichas toxicidades. La toxicidad grave
relacionada con las FP puede conducir a la muerte en hasta el 1% de los
pacientes, anudado a la suspension del tratamiento y al ingreso hospitalario, lo
que supone una gran carga para los costos sanitarios (40).

Las toxicidades mas comunes atribuidas a la quimioterapia basada en FP son

diarrea, nausea, vomitos, mucositis, neutropenia y sindrome mano-pie, este
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ultimo especialmente con capecitabina (41-43).

2.11 Capecitabina

La capecitabina se convierte a el 5-FU (su forma activa) por accion de la timidina
fosforilasa. El 5-FU es parecido estructuralmente a las pirimidinas y la enzima
DPD cataliza la conversion de 5-FU a dihidrofluorouracilo.

Una vez que el metabolismo inicial convierte la capecitabina a 5-FU, se genera
el monofosfato de 5-fluoro-2’-desoxiuridina (FAUMP) vy trifosfato de 5-
fluorouridina (FUTP). EI FAUMP afecta a la timidilato sintasa (TS), la cual inhibe
la sintesis del DNA y el FUTP se incorpora al RNA, bloqueando el procesamiento
del RNAy la sintesis de proteinas, lo que conduce a muerte celular por apoptosis
por deficiencia de tiamina (31).

La principal via de eliminacién (hasta en un 80%) del 5-FU es hepatica, donde la
enzima DPD se convierte al metabolito farmacolégicamente inactivo 5-fluoro 5,6-
dihidrouracilo (FUH2), siendo este metabolito inactivo. Este ultimo se degrada
hasta que el fluoro- B-alanina (FBAL) lo elimina por via biliar. El restante 20% del

farmaco se elimina en la orina en aproximadamente 6 horas, ver Figura 9 (44).
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Figura 9. Via metabdlica de las FP. La terapia con FP puede administrarse
por via oral (capecitabina) o intravenosa (5-FU). El mecanismo de accién del
5-FU se debe a metabolitos citotéxicos que interfieren con la sintesis de
RNA (5-FUTP) y DNA (5dUTP).

La dosis diaria recomendada de capecitabina es de 2500 mg/m? cada 12 horas,
después de las comidas por via oral, durante 14 dias, seguidos de 7 dias de
descanso (26).

La capecitabina esta aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) para
uso adyuvante en CCR y en otras tumoraciones. Actualmente no existen datos
suficientes para ajustar una dosis de capecitabina en pacientes con ausencia de
la actividad de DPD. Otras medidas regulatorias como el Consorcio de
Implementacion de Farmacogenética Clinica (CPIC) y el Grupo de Trabajo de
Farmacogenética Holandés (DPWG) han publicado recomendaciones de
dosificacion para fluoropirimidinas (capecitabina y fluorouracilo) basadas en el
genotipo DPYD, ver Tablas IV) (31).
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Tabla IV. Dosis recomendadas por el CPIC de fluoropirimidinas
(capecitabina o 5-fluorouracilo) segun el fenotipo DPD (Fuente: Pubmed).

Fenotipo

Metabolizador
normal de
DPYD

Metabolizador
intermedio de
DPYD

Metabolizador
deficiente de
DPYD

Implicaciones
para las
medidas

fenotipicas

Actividad DPD
normal y riesgo
“normal” de
toxicidad por
fluoropirimidinas.

Actividad DPD
disminuida
(actividad DPD en
leucocitos al 30-
70% de la
poblaciéon normal)
y mayor riesgo de
toxicidad grave o
incluso mortal por
medicamentos
con
fluoropirimidinas.

Deficiencia
completa de DPD
y aumento del
riesgo de
toxicidad grave o
incluso mortal por
medicamentos
con
fluoropirimidinas.

Puntuacion de
actividad

0.5

Recomendaciones de
dosificacion

Basado en el genotipo,
no hay indicacion de
cambiar la dosis o la

terapia. Usar la dosis y

administracion
recomendadas en la
etiqueta.

Reducir la dosis inicial

en un 50%, seguido de

una titulacion de dosis
basada en el juicio
clinico (y, idealmente,
en el monitoreo
terapéutico de
medicamentos). Para
individuos homocigotos
con el genotipo

C.[2846A>T];[2846A>T],

una reduccion de mas
del 50% en la dosis

inicial puede ser
necesaria.
Evitar el uso de 5-
fluorouracilo o
regimenes basados en
profarmacos de 5-
fluorouracilo. En caso
de que, segun el
consejo clinico, las
alternativas no se
consideren una opcion
terapéutica adecuada,
el 5-fluorouracilo
deberia administrarse a
una dosis fuertemente
reducida con monitoreo
temprano de
medicamentos
terapéuticos.
Evitar el uso de 5-
fluorouracilo o
regimenes basados en
profarmacos de 5-
fluorouracilo.

Clasificacion de
recomendaciones

Fuerte

Moderada

Fuerte

La deficiencia parcial de DPD (50% de reduccion de la actividad de DPD) esta
presente en el 3 - 7 % de la poblacién de América del Norte y Europa. Los
pacientes con deficiencia de DPD tienen mayor riesgo de desarrollar toxicidad
grave con el tratamiento al recibir una dosis estandar de FP (4). La deficiencia
completa de DPD es menor con una prevalencia estimada de 0.01 a 0.1% (33).
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La frecuencia de la deficiencia de DPD puede diferir entre etnias, se ha
encontrado que en la poblacion afroamericana se presenta en al menos 3 veces

mas (8%) que en la poblacion caucasica (33).

Se ha reportado que la capecitabina puede causar dafo fetal si se administra a
una paciente embarazada. Sin embargo, hay poca informacion sobre su uso y
por ende es dificil determinar el riesgo en el embarazo, su distribucion a la leche
materna y los efectos que ocasionaria en el lactante. La FDA advierte que las
mujeres no deben dar pecho materno durante el tratamiento con este farmaco

hasta 2 semanas después de su suspension (23,25,26).

Otros grupos de alto riesgo de toxicidades son los pacientes con enfermedad
renal cronica esto debido a que hay mayor exposicion del farmaco y a sus
metabolitos, esto también ocurre en pacientes con falla hepatica o cirrosis. No
se ha establecido la seguridad y eficacia del uso de capecitabina en pacientes

pediatricos (26).

2.12 Estructura y variantes del gen DPYD

Se han descrito muchas variantes en el gen DPYD, aunque solo algunas han
demostrado influir en la actividad de la enzima DPD. El alelo silvestre o nativa se
describe como *1 (DPYD*1) y es asociado a una actividad enzimatica normal. Al
tener 2 copias del alelo DPYD*1 se conoce como metabolizador normal con
actividad funcional de DPD (31).
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Tabla V. Actividad enzimatica de DPD para cada uno de los diferentes
alelos de DPYD.

ALELOS

TIPO DE ALELO Evidencia sdlida para apoyar Evidencia moderada para
la funcion apoyar la funcion
c.1601G>A (*4, rs1801158),
€.2194G>A (*6, rs1801160),
c.1003G>T (*11,
rs72549306), c.2657G>A
(*9B, rs1801267), 496A>G

) No se detecté variante (*1),
FUNCION NORMAL €.1627G>A (*5, rs1801159),
¢.85T>C (*9A, rs1801265)

(rs2297595)
C.2846A>T (rs67376798),
FUNCION REDUCIDA | 1129-5923C>Gy 1236G>A  c.557A>G (rs115232898)
(HapB3)
¢.1898delC (*3, rs72549303),
¢.295_298deITCAT (*7,

, C.1905+1G>A (*2A, rs72549300), .703C>T (*8,
SIN FUNCION r$3918290) rs1801266), 0.2983G>T (*10,

rs1801268), c.1156G>T (*12),
c.1679T>G (*13, rs55886062)

Las cuatro variantes de DPYD consideradas clinicamente mas relevantes y con
asociacion estadisticamente significativa con toxicidad grave son DPYD*2A
(rs3918290, c.1905+1G>A, IVS14+1G>A), c.2846A>T (rs67376798, D949V),
c.1679T>G (rs55886062, DPYD*13, 1560S) y ¢.1236G>A (rs56038477, E412E,
en el haplotipo B3). Para estas variantes, la evidencia disponible sugiere que los
portadores heterocigotos tienen una reduccion promedio en la actividad de la
enzima DPD de alrededor del 25% (para las variantes c.2846A>T y ¢.1236G>A)
al 50% ( para las variantes DPYD*2A y c.1679T>G) (32).

La variante mas estudiada es DPYD c¢.1905+1G>A (*2A, rs3918290), la cual es
una sustitucion de un nucleotido en el sitio donante de empalme del intrén 14,
lo que conduce a la omision del exon 14, lo que produce una proteina trunca sin

actividad enzimatica (45).

El gen DPD de los humanos (DPYD) se encuentra en el cromosoma 1 (1p22) y
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consta de 23 exones. (ver imagen). El gen DPYD tiene al menos 950 kb de
longitud y 3 kb de secuencia codificante, con un tamafo de intron promedio de
43 kb. Se han descrito mas de 160 variantes en el gen DPYD, dentro de las
cuales existen variantes que afectan el sitio de empalme, de cambio de marco

de lectura, sin sentido, intronicas, etc. (46,47).

Mas del 80% de las variantes del gen DPYD ocurren en los exones del 2 al14, lo
que corresponde al 61% de toda la secuencia codificante. Hay puntos calientes
“hotspots” en el exdn 2, 6 y 13 en los cuales se han descrito hasta 4 variantes,
ver Figura 11 (46).

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 1N 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Size (bp) +120111 83 88 162 197 &2 88 108 170 211 216 185 €9 8¢ 121 120 143 180
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Figura 10. Organizaciéon del gen DPD (DPYD). DPYD consta de 23 exones
con una longitud de 950 kpb (Fuente: Van Kuilenburg. Eur J Cancer. 2004).

Exon 1 2 3 4 5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14 15 16 177 18 19 20 21 2 21

Size (bp) +120111 B3 B8 162 157 82 88 08 170 2N 185 216 165 65 &4 121 120 143 180 M4 @1 211

= HHH- Liil HH i I~IH 1

1543V
C29R

VS14+1G>A

Figura 11. Variantes en el gen DPYD de pacientes con toxicidad grave
asociada al 5-FU (Fuente: Van Kuilenburg. Eur J Cancer. 2004).
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La plataforma mundial 23andMe publicé el analisis de mas de 6 millones de
usuarios en los cuales se analizan al menos 2 variantes de DPYD, los agrupa
por diversas etnias europeos, hispanos o latinos, afroamericanos, asiaticos
orientales, judios asquenazies, asiaticos meridionales, de Oriente Medio y otros.
La frecuencia alélica de *2A fue del 0.47%, 0.26%, 0.13%, 0.06%, 0.56%, 0.56%,
0.44% y 0.34%, respectivamente, por lo que la poblacion hispana corresponde a
0.26%. La frecuencia alélica de p.D949V fue del 0.55%, 0.43%, 0.18%, 0.08%,
0.01%, 0.05%, 0.09% y 0.27%, respectivamente, por lo que la poblacién hispana
corresponde a 0.43%. Sobre estas 2 variantes DPYD se puede calcular que
aproximadamente el 2% de la poblacion general podria estar en riesgo de
toxicidad aumentada por fluoropirimidinas (15,48).

Las muertes en pacientes portadores de variantes en DPYD son mas prevalentes
que en la poblacién general, esto se describe en el NIH (National Institutes of
Health), donde se reporta que al menos 1300 muertes al afio son atribuidas por
una deficiencia de DPD, esto con base al 0.5% de muertes anuales asociadas a
FP. En otro estudio reportaron que el 10% de los pacientes portadores de la
variante DPYD*2A fallecieron por toxicidad a FP (48).

Covarrubias et al 2019 identificaron variantes genéticas en 17 genes con
implicacion farmacogenética en poblacion mexicana (1284 mestizos y 94
nativos), entre ellas la variante c.2846A>T de DPYD (rs67376798), que se
encontrd con una frecuencia alélica en Mestizos en el 0.001. Encontrandose esa
variante de DPYD en una poblaciéon subrepresentada, lo que indica que la
informacion actual sobre algunos predictores farmacogenéticos aun no se ha
descrito completamente en poblacibn mexicana, por lo que sugieren mas

estudios al respecto (49).

Deenen et al. 2015 determinaron la viabilidad, la seguridad y el costo de la
dosificacion de FP guiada por el genotipo DPYD*22 en poblacién holandesa. Se
realiz6 una genotipificacion de DPYD*2A en 2039 pacientes, encontrandose en
22 pacientes (1.1%) en estado de heterocigosis, a los cuales se les hizo un ajuste
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de dosis del 50%. Observandose una disminucion del 73% en la toxicidad >G3
(33).

El genotipado guiado por DPYD ha demostrado ser un método eficaz y costo-
beneficio para la dosificacion individualizada de FP. Sin embargo, solo en un
17% de los casos de toxicidad graves por FP se atribuyen a la presencia de
variantes en el gen DPYD. Por lo que existen otros factores que contribuyen a la
toxicidad por FP (55, 56).

Actualmente se tiene poca informacion sobre la frecuencia alélica de variantes
en el gen DPYD con relevancia clinica en poblacion mexicana, por lo que buscar
y analizar estas variantes en nuestra poblacion permitira predecir la toxicidad
asociada a toxicidad (44). Anudado a esto, no existe un reporte en la literatura
que relacione la presencia de variantes en este gen y su relacion con la presencia

toxicidad en pacientes oncoldgicos tratados con FP en México.

Justificacion

Las FP son agentes quimioterapéuticos ampliamente utilizados a nivel mundial
para el tratamiento de distintas neoplasias, como el cancer de mama y colon. Sin
embargo, muchos de estos pacientes presentan efectos clinicos adversos a estos
medicamentos.

La enzima DPD (dihidropirimidina deshidrogenasa), codificada por el gen DPYD,
participa en el 80% del metabolismo de las FP.

La presencia de ciertas variantes en el gen DPYD disminuyen su actividad
enzimatica, o que se asocia a una mayor probabilidad de desarrollar toxicidad
grave en sujetos portadores. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue buscar
la presencia de variantes en el gen DPYD asociadas a toxicidad por FP en
pacientes con cancer.

|dentificar factores de riesgo y predecir la respuesta clinica a FP mediante la
relacion genotipo-fenotipo, nos permitira disminuir la incidencia de toxicidad

grave, al realizar un ajuste de dosis en pacientes oncoldgicos de nuestro centro.
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Capitulo Il

3. Hipotesis

Hipotesis alterna: En poblacidn del noreste de México, la frecuencia alélica de
variantes del gen DPYD asociadas a toxicidad por FP, es diferente a la reportada

para otras poblaciones.

Hipotesis nula: En poblacion del noreste de México, la frecuencia alélica de
variantes del gen DPYD asociadas a toxicidad por FP, no es diferente a la

reportada para otras poblaciones.

Capitulo IV

4. Objetivos

Objetivo general
Identificar variantes del gen DPYD asociadas a toxicidad grave (grado 3y 4) por

FP en poblacién mexicana del noreste de México.

Objetivos especificos

1.- Generar un biobanco de DNA gendmico a partir de muestras de sangre total
periférica de pacientes oncoldgicos tratados con FP.

2.- Analizar la presencia de variantes del gen DPYD asociadas a toxicidad por
FP.

3.- Determinar la frecuencia alélica de las variantes analizadas y su asociacion
con la presencia de toxicidad grave.
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Capitulo V

5. Material y métodos

Caracteristicas del estudio y poblaciéon estudiada

Este fue estudio ambispectivo, observacional que se realiz6 en el Centro
Universitario Contra el Cancer (CUCC), en el Laboratorio de Investigacion
Basica-Clinica del CUCC (LIBAC).

Todos los pacientes fueron invitados a participar en el proyecto de investigacion
mediante la firma de un consentimiento informado, se les realizé una entrevista,
donde se recolecto informacioén clinica y epidemiologica de los pacientes.

El estudio fue aprobado por el Comité de ética de nuestra institucion bajo el
siguiente numero de registro ON23-0001. Todos los procedimientos propuestos
estan de acuerdo con las normas éticas, el reglamento de la Ley General de
Salud y la declaracion de Helsinki del 2013, asi como con los cédigos y normas

internacionales vigentes para las buenas practicas en la investigacion clinica.

Se reclutaron 91 pacientes con cancer atendidos en nuestro centro de marzo del

2023 a febrero del 2024. Los criterios fueron los siguientes:

Criterios de inclusion:
e Mayores de 18 afos
e Recibe o recibira quimioterapia con FP (5-FU, capecitabina)
e Que haya recibido quimioterapia con FP y haya desarrollado toxicidad
importante

Criterios de exclusion:
e Que ya hayan recibido quimioterapia con FP previamente sin desarrollo
de toxicidad
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e Pacientes embarazadas

e Mutacion DPYD ya conocida

Criterios de eliminacion:

e Expediente incompleto

Extraccion de ADN

Se tomaron muestras de sangre venosa con anticoagulante EDTA. Las muestras
se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. E|l ADN
genomico se aisl6 a partir de los leucocitos, se utilizo el kit QlAamp DNA Blood
Midi (QIAGEN, Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
El ADN se cuantific6 al medir la densidad optica (OD) a 260 nm en el
espectrofotometro QlAxpert UV/Vis (QIAGEN, Hilden, Alemania). La pureza del
ADN se determind por la relacion OD260/0D280; valores entre 1,8 y 2 se
consideraran puros. EI DNA gendmico se almacené a -80 °C hasta su uso.

Genotipificacion de DPYD
Se analizaron siete variantes asociadas a toxicidad del gen DPYD, las cuales se

describen en la Tabla VII. Tres variantes fueron analizadas por PCR en tiempo
real: ¢.1129-5923C->G (rs75017182), c.2846A->T (rs67376798) y c.1156G->T
(rs78060119). Cuatro variantes fueron analizadas por secuenciacion Sanger:
c.1905+1G->A  (rs3918290), ¢.1679T->G  (rs55886062), ¢.1898delC
(rs72549303), ¢.299 _302delTCAT (rs72549309).
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Tabla VI. Variantes analizadas.

Variacion Secuencia de | Actividad Riesgo de toxicidad
identificada referencia enzimatica

c.1905+1G->A rs3918290 No hay actividad | Riesgo alto a toxicidad
c.1679T->G rs55886062 enzimatica o

c.1898delC rs72549303 actividad muy

€.299_302delTCAT rs72549309 reducida

c.1156G->T rs78060119

C.2846A->T rs67376798 Actividad reducida Riesgo moderado a
c.1129-5923C->G rs75017182 toxicidad

Se utilizaron ensayos comerciales de PCR en tiempo real (qPCR) para

determinar los genotipos de las siguientes variantes: rs78060119 (c.1156G->T)
(ensayo ID IDT® CD.GT.CYRY7661.1), rs67376798 (c.2846A- >T) (ensayo ID
IDT® CD.GT.RTFP1402.1) y rs75017182 (c.1129-5923C->G) (ensayo ID IDT®
CD.GT.BXFB8573.1) utilizando el sistema de genotipado de rhAmp™ SNP ( El
protocolo de amplificacién utilizado por Integrated DNA Technologies [IDT];

(Coralville, IA, EE. UU). segun las instrucciones del fabricante.

Las condiciones de reaccion de los ensayos se muestran en la siguiente Tabla

(Tabla IV):
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Tabla VII. Condiciones para mezcla de reaccion de PCR tiempo real

Reactivos DPYD Variantes 750, Concentraciones Reacciones (pL)
780y 673 Inicial Final 1
rhAmp Genotyping Master Mix 2X 1X 10.10
rhAmp reporter Mix 40X 1X 0.504
rhAmp SNP Assays (sondas) 20X 1X 1.00
Agua libre de nucleasas N/A N/A 4.40
ADN (200 ng) ng/ul 50 10 ng/l 4.00
Volumen final de reaccion NA | NA [ 20 |

Se colocaron 16 pl de cada mezcla de reaccién en tubos de 0.2 ml, después 4 i
de las muestras o controles al tubo correspondiente y se centrifugaron.

Para la amplificacion y deteccién por PCR se utilizé el equipo en tiempo real
QuantStudio 3 (Applied Biosystems, E.U. A.), de acuerdo con las siguientes
condiciones de reaccion (ver Tabla 1X):

Tabla VIIl. Condiciones de reaccién PCR tiempo real

Programa (QuantStudio 3 EQ-TC-05 de Applied Biosystems)
Paso N° Ciclo Temperatura Tiempo
1. Desnaturalizacion inicial 1 95°C 10 minutos
2.- Desnaturalizacion 95°C 10 segundos
3.- Alineacién 45 60°C 30 segundos
4 - Extension 68°C 20 segundos
5.- Extension final 1 99°C 15 minutos

Las variantes rs3918290 (c.1905+1G->A), rs5586062 (c.1679T->G), rs72549303
(c.1898delC) y rs72549309 (c.299_302delTCAT) se genatipificaron utilizando

oligonucledtidos de disefio propios para la secuenciacion de Sanger (Tabla X).
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Tabla IX. Secuenciacion

Gen DPYD

e ¢.1905+1G->A (rs3918290)
Variantes e C.1679T->G (rs55886062)
genéticas e .1898delC (rs72549303)
e .299 302delTCAT
(rs72549309)

Se realizé una PCR de punto final para amplificar cada una de las variantes, para
lo cual se prepararon las distintas mezclas de reaccion de acuerdo con la Tabla
XI.

Tabla X. Condiciones para mezcla de reaccién de PCR punto final

Variantes del gen DPYD:

Reactivos DPYD Variantes 303, | Concentraciones | Reacciones (L)
290, 062y 309 | inicial | Finad 1
Master Mix 2% 1X 25

CAP062. CAP303/209 6 CAP309 cirecto | | |

( ard) 10uM 04 M 2
CAPOBZ CAPIONI0S & CAPI0S reverso | | 1 =
(Reverse) | 10pM | 04 M L é
Agua ibre de nucleasas N/A N/A 15
ADN (300 ng) ngyl 50 6 ngiul 6
Volumen final de reaccién N/A | NA 50

Se colocaron 44 ul de cada mezcla de reaccion en microtubos de 0.2 ml, después
6 pl de las muestra o control correspondientes y se centrifugaron.

Las muestras se colocaron en el termociclador SimpliAmp (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) , se programé de acuerdo con las siguientes

condiciones de reaccion de PCR (ver Tabla XII):
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Tabla XI. Condiciones de reaccion PCR punto final
Variantes del gen DPYD:

Programa para el termociclador (Termociclador SimpliAmp EQ-TC-03)

Paso N° Ciclo Temperatura Tiempo
1. Desnaturalizacion inicial 1 94°C 5 minutos
2.- Desnaturalizacion | . 94°C 1 minuto
3.- Alineacion 30 |:22<|:,|5370'?:| ?;3(3: 1 minuto
4 - Extension 72°C 1 minuto
5.- Extension final _ 1 A 72°C | 7 minutos |

Los productos de amplificacion se visualizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 2%, teiido con SYBR Safe DNA gel stain (Thermo Fisher Scientific,
E.U.A), colocando 1 ul del reactivo por cada 10 ml de TBE1X, para su correcta
visualizacion bajo luz ultravioleta. Las muestras y controles se prepararon
mezclando 10 yL en 2 yL de Blue/Orange Loading Dye 6X (Promega, E. U.),
después se cargaron en los pocillos y se dejaron correr a 80 V por 1:15 h.

Tamano de la secuencia amplificada (pb):

Gen DPYD:
e rs55886062: 347 pb
e 153918290 y rs72549303: 498 pb
e rs72549309: 562 pb

2% agasose

Los productos amplificados se purificaron con el kit Wizard SV Gel y PCR Clean-
Up System (Promega, E.U.A.), posteriormente las muestras de diluyeron con
agua libre de nucleasas hasta llegar a una concentracion aproximada de 8ng/ul
y se cuantificaron en el equipo QlAxpert (QIAGEN, Alemania).

El procedimiento para la secuenciacion fue el mismo para las variantes del gen
DPYD, solo cambiaran los cebadores y las condiciones de reaccion dependiendo
de cada variante.

Se realizé la mezcla de reaccion para cada variante (ver Tabla XllI) utilizando los
reactivos del kit BigDye Terminator v1.1 (Applied Biosystems, E.U.A.).
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Tabla XIll. Condiciones para mezcla de reaccion de secuenciacion

Reaci | Concentraciones [Reacciones (L)
o Eahdtic | Inicial | Final 1
BigDye™ Terminator v1.1 2.5X | 0.0625X 0.25
5X sequencing buffer 5X 0.4X 0.875
BDX64 Buffer 64X 12.8X 2.0
Agua libre de nucleasas N/A NA [ 3.875
Cebador Directo (F) o inverso (R) |3.2 pmolipl| 3.2 pmol 1.00
ADN 200-500 pb (3-10 ng) 4 ng/pl | 0.8 ng/pl 2.0
Volumen final de reaccion T NA N/A 10
Primer Primer
Gen Reference sequence
Forward Reverse
5 CCA ACT TAT 5 TGA GTATGC
rs3918290 /
GCC AATTCT CTT | CCT AAATGA
rs72549303
GT 3 GTGTT &
5 CAA AAC CCC 5 AGT TCA CTG
DPYD rs55886062 ATC CAGCTTCA | CTC ACT GAC
3 TTT 3
5 AGA CTT ACT 5 TAT ACT TAC
rs72549309 ATC AAA GCA TAG ACA CGG
CAC ¥ ACT 3

El termiciclador se programé de acuerdo con las siguientes condiciones de
reaccion de PCR (ver Tabla 14).
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Tabla XIlll. Condiciones de reaccién para secuenciacion
Variantes del gen DPYD:

Programa para el termociclador (Termociclador SimpliAmp EQ-TC-03)
Paso N° Ciclo | Temperatura Tiempo
1. Desnaturalizacion inicial | 1 | 96°C | 1 minutos
2.- Desnaturalizacion 96°C 10 segundos
3.- Alineacion 25 50°C 5 segundos
4 - Extension | | 60°C | 4 minutos

Los productos amplificados se purificaron con el kit BigDye XTerminator™ vy
posteriormente se realizé la electroforesis capilar utilizando el analizador genético
SeqStudio (ThermoFisher Scientific, E.U.A.).

Las variables clinicas analizadas fueron en base a revisién de expediente clinico
y archivo del Centro Universitario contra el Cancer. Se capturaron en una base
de datos con uso de computadora, dentro de los cuales se consideraron las
toxicidades: hematologicas (anemia, leucopenia, trombocitopenia), cutaneas
(sindrome de mano-pie), asi como datos epidemiolégicos como edad, sexo. El
numero de participantes fue a conveniencia debido a la frecuencia alélica
calculada. Se analizaron variables clinicas como el tipo de tumor, etapa clinica,
numero de ciclos de quimioterapia recibida, si hubo o no suspension de

tratamiento, grado de toxicidad reportada.

Analisis Estadistico

Las variables categdricas se representaron en porcentaje. Se presentaron los
resultados en tablas o graficas segun corresponda. Y se compard con lo
reportado en la literatura publicada a nivel internacional. Se utilizé el software
SPSS v25 para el analisis de datos.

Para determinar el porcentaje de la frecuencia alélica se determiné dividiendo el

numero de individuos con cierto alelo entre el total de individuos x 100.
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Capitulo VI

6. Resultados

Se reclutaron un total de 91 pacientes, de los cuales 53% fueron hombres, siendo
el grupo mas frecuente por edad fue el de 30 a 60 afios con el 56% de la
poblacion reclutada, ver tabla XV. La edad promedio fue de 57.6 afios (rango 19-

81 afos). Todos los pacientes corresponden a raza mestiza.

La entidad federativa con mayor numero de pacientes fue Nuevo Ledn con 55
pacientes, seguido de Tamaulipas con 10 pacientes, Coahuila con 9 pacientes,
San Luis Potosi con 5 pacientes, CDMX con 2 pacientes, Veracruz con 2
pacientes, Guadalajara con 1 paciente, Nuevo Laredo con 1 paciente, y 1
paciente extranjero (Bolivia), ver tabla XV.

El peso promedio fue de 67 kg (rango 37 kg a 123 kg), y la talla promedio fue de
1.64 metros (rango 1.45 metros a 1.80 metros).

De los pacientes reclutados, el 47% se mantienen en un IMC (indice de masa
corporal) normal, mientras que el 44% parece sobrepeso u obesidad, 9%
presenta obesidad grado 1-2 y el 1% obesidad grado 3. Por el contrario 8% de

nuestra poblacion padece desnutricion segun su IMC (ver tabla XV).

En cuanto a las comorbilidades mas comunes de nuestra poblacion, la diabetes
tipo 2 fue la mas prevalente con un 16%, seguido de depresion y obesidad con
un 10%, nefropatia con un 8%, y el restante enfermedades reumatologicas,
pulmonares y cardiovasculares en el 3-5 % de la poblacion estudiada. Ver tabla
XV.

Hablando sobre los factores de riesgo modificables de los pacientes, 56% de

ellos refiere consumir alcohol y 44% de ellos refiere fumar tabaco, ver tabla XV.
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Tabla XIV. Datos demograficos, con frecuencia y porcentaje

Caracteristicas
Edad, afios (mediana, rango)
— <30 (%)
— 30-60 (%)
- >60 (%)
Peso, kg (media, rango)
Talla, m, (media, rango)
IMC (media, rango)
- <18.5 (%)
— 18.5-24.9 (%)
- >25-29.9 (%)
— >30.39.9 (%)
- >40 (%)
Raza mestiza (%)
Origen de pacientes, n (%)
— Nuevo Leon
— Tamaulipas
— Coahuila
— San Luis Potosi
— CDMX
— Veracruz
— Zacatecas
— Extranjero
— Guadalajara
— Nuevo Laredo
Comorbilidades, n (%)
- DM2
— Depresion
— Obesidad
— Nefropatia
— Artritis reumatoide, gota, lupus
- EPOC
— Infarto de miocardio
— Accidente cerebrovascular
— Asma

Factores de riesgo
— Alcohol (%)
— Cigarro (%)

Variable

57.6 (19-81)
2(2.2)

51 (56)

38 (42)

67.1 (37-123)
1.64 (1.45-1.8)
24.8 (15.7-44.3)
8 (8)

47 (47)

35 (35)

9(9)

1(1)

91 (100)

55 (62.5)
10 (11.4)
9(10.2)
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El tipo de cancer mas comun fue 38% cancer de colon, con 30% cancer de recto,
en tercer lugar, fue cancer de mama con 14%, seguido de cancer de pancreas

en 4° sitio mas frecuente con 9%, ver tabla XV.

En cuanto a la etapa clinica, el 40% se encontré en una etapa metastasica,
seguido de 32% en etapa lll, 19% en etapa Il y 3% en etapa |. Por lo que la
mayoria de los pacientes estudiados se presentaron en etapas avanzadas (tabla
XV).

Tabla XIV (cont). Datos demograficos, con frecuenciay

porcentaje

Caracteristicas Variable

Tipo de cancer n (%)
— Colon 35 (38)
- Recto 27 (30)
- Mama 13 (14)
—  Pancreas 8 (9)
— Esofago 2(2)
— Intestino delgado 2(2)
— Gastrico 2(2)

1(1)

- Ano 1(1)
— Primario Desconocido

Etapa clinica, n (%)
o 3(3)
T 17 (19)
— 1l 29 (32)
Y 36 (40)
— Desconocido 6(7)

En cuanto a toxicidad, el 11% presento toxicidad hematoldgica, de los cuales el
4.4% fueron grado 3-4, el 31.9% presentd toxicidad gastrointestinal y de estos el
13.2% fueron grado 3-4, el 25.3% presentd sindrome mano-pie, de los cuales el
5.5% fueron grado 3-4, 1 paciente presento toxicidad cardiovascular (1.1%). En
7 pacientes (7.7%) presentaron toxicidad grave se requiere suspension
prematura de la QT y 4 pacientes (4.4%) requiere hospitalizacion, ver Figura 19

y 20. Y el 88% de los pacientes tolera la quimioterapia de manera aceptable con
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efectos adversos leves o0 moderados que no requiere suspension de

quimioterapia por toxicidades.

Los pacientes con variantes DPYD son 2 en nuestro estudio, los cuales el 100%
desarroll6 toxicidad G3 y 50% requiridé suspensién de la quimioterapia, 50% de
ellos requirieron un ajuste de dosis con una de reduccién de dosis del 50%.
Comparado con el 23% de toxicidades G3-4 y la suspension de quimioterapia
del 7.7% de toda la poblacién general.

TOXICIDADES GENERALES
B Todos HG1-2 G3-4

31.9%
25.3%

18.7%
19.8%

13.2%
11.0%

4.4%
5.5%

B 6.6%

B11%
B11%
0.0%

GASTROINTESTINALHEMATOLOGICA  SX MANO PIE CARDIOVASCULAR

Figura 12. Grafico de la distribucion de las distintas toxicidades asociadas
a quimioterapia.
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Toxicidades relevantes

| Suspende QT sec a toxicidades
W Hospitalizacion por toxicidad
m Tolera QT

Figura 13. Grafico de la distribucion de los eventos adversos graves

asociados a quimioterapia.

La genoatipificacion en DPYD se realiz6 en el 47% de los casos antes de iniciar

tratamiento con quimioterapia, ver Figura 21.
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Prueba antes de inicio de QT

msi

Eno

Figura 14. Grafico que muestra la temporalidad de la genotipificacion de
DPYD con respecto al inicio del tratamiento con quimioterapia.

Del total de pacientes, se identificé la presencia de la variante c.2846A>T
(rs67376798) en un 2.19% (n=2). La cual esta reportada con una frecuencia
alélica mundial de 0.005166 y de 0.004 en poblacion latinoamericana (49). Por
lo que en nuestra poblacion el alelo variante tiene una mayor prevalencia

aumentando el riesgo de toxicidad.

Esta variante provoca una reduccion de la actividad enzimatica de DPD,
causando una deficiencia en el catabolismo de los metabolitos activos del 5-FU
y en su eliminacion, por lo que hay un aumento de la vida media. Se le ha

asociado en estudios anteriores con una toxicidad grado 3 — 4 (48).
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Dos pacientes resultaron positivos para la variante c.2846A>T y presentaron las
siguientes caracteristicas clinicas: Uno de ellos fue un paciente masculino de 60
afnos en tratamiento con diagndstico cancer de colon metastasico en tratamiento
con capecitabina + platino y presento toxicidad gastrointestinal G4 en el primer
ciclo, por lo que requirid suspension temprana de tratamiento, este paciente
progresa posteriormente a la quimioterapia y fallece en una cuarta linea.

El segundo paciente fue una mujer de 60 afios con diagndstico de cancer anal
etapa Il en tratamiento con capecitabina + cisplatino. Presenté toxicidad
gastrointestinal G3 (diarrea, nauseas/vomitos y mucositis) y sindrome mano pie
G3 (cambios severos en la piel, ej. ampollas, sangrado, edema, hiperqueratosis)
asi como dolor desde el primer ciclo, por lo que requirié un ajuste de dosis y

actualmente esta en vigilancia oncologica.

Capitulo VII

7. Discusion

La genotipificacidon de DPYD (que codifica DPD) permite identificar pacientes
deficientes en DPD y ajustes de dosis profilacticos de FP con el tratamiento
inicial, reduciendo asi los riesgos de la terapia sin comprometer el efecto
anticancerigeno (51).

En este estudio analizamos a 91 pacientes oncolégicos para el analisis de
genotipificacion DPYD. En donde se implementé un test farmacologénetico
creado en el LIBAC, para analizar 7 variantes del gen DPYD (c.1905+1G>A
(DPYD*2A), c¢.1679T > G (DPYD*13), c.2846A>T (rs67376798), c.1129-
5923C>G(rs75017182), c.1898delC (DPYD*3), ¢.299_302delTCAT (DPYD*7),
c.1156G>T (DPYD*12); asociadas a toxicidad en poblacion mexicana con
cancer. Siendo éste el primer estudio de su clase.

Se identifico la presencia de la variante ¢.2846A>T (rs67376798) del gen DPYD
en dos pacientes, lo que corresponde a una frecuencia alélica del 2.2%, la cual

43



es mayor a la frecuencia reportada a nivel internacional la cual es de 0.005166%
y del 0.004% en poblacién latinoamericana (52). Esta variante provoca una
reduccion de la actividad enzimatica de DPD, causando una deficiencia en el
catabolismo de los metabolitos activos del 5-FU y en su eliminacién, por lo que
hay un aumento de la vida media del 5-FU, provocando efectos secundarios
graves y un riesgo moderado de toxicidad (53). Esto es indicativo de que en
nuestra poblacion el riesgo de desarrollar efectos adversos al tratamiento con FP
es mas elevado que en otras poblaciones, lo que enfatiza la importancia de
realizar la genotipificacion de DPYD antes de iniciar el tratamiento.

Del resto de las variantes analizadas para el gen DPYD ((c.1905+1G>A
(DPYD*2A), c¢.1679T > G (DPYD*13), ¢.1129-5923C>G(rs75017182),
c.1898delC (DPYD*3), ¢.299_302delTCAT (DPYD*7), c.1156G>T (DPYD*12)),
se encontraron en estado de homocigosis para los alelos silvestres.

Se han descrito mas de 160 variantes para el gen DPYD (54), la prueba sdlo
examina un numero limitado de variantes conocidas y no puede identificar
variantes raras que puedan obstaculizar la actividad de la enzima. Debido a esto,
no se puede descartar la presencia de variantes en el DPYD en aquellos
pacientes de nuestro estudio que presentaron toxicidad a FP. Por lo que, dentro
de las perspectivas, se encuentra realizar una secuenciacion completa del gen

DPYD en aquellos pacientes que presentaron toxicidad grado G3 y G4.

El analisis DPYD en nuestra poblacion fue realizado en un 46% de los pacientes
antes de iniciar tratamiento con quimioterapia. La Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) recomendd pruebas preventivas para detectar la
deficiencia de DPD en pacientes con indicacién de tratamiento con FP.
Afirmando que los pacientes con deficiencia parcial de DPD deberian recibir una
dosis mas baja de FP y los pacientes con deficiencia completa de DPD deberian
evitar la FP por completo. La FDA de los Estados Unidos no ha emitido hasta el
momento recomendaciones en el sentido de realizar pruebas de rutina previas

al tratamiento para la deficiencia de DPD (55).
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Observamos que las dos pacientes que fueron portadoras para la variante
C.2846A>T (rs67376798), presentaron grados de toxicidad G3 y G4, los cuales
son incapacitantes. El tamizaje en nuestros pacientes previo a la quimioterapia
nos permite disminuir el riesgo de presentar toxicidad severa, mejorando la

calidad de vida y aumentando el apego a los tratamientos.

Desafortunadamente, el cribado de DPYD todavia no esta universalmente
aceptado, aunque se ha demostrado que es rentable y varios sujetos son
examinados solo después de que se ha producido una toxicidad severa,
eliminando asi la ventaja de una genotipificacion preventiva para reducir las
consecuencias perjudiciales de administrar FP en un metabolizador lento (50).
Por lo que se requieren mas estudios como el nuestro, en donde se refleje
mediante evidencia cientifica, el beneficio de la genotipificacion del gen DPYD 'y

la personalizacién de tratamiento con FP.

Capitulo VIII

8. Conclusion

Nuestra poblacion presentd una frecuencia alélica de la variante c.2846A>T
(rs67376798) mayor a la reportada mundialmente. Esto es indicativo de que en
nuestra poblacion el riesgo de desarrollar efectos adversos al tratamiento con FP
es mayor. Por lo que es necesario realizar mas estudios aumentando el numero
de muestra, en conjunto con la identificacién de otras variantes de relevancia

clinica que estén asociadas con el desarrollo de toxicidad por FP.

Se necesitan mayores esfuerzos para mejorar el acceso a los pacientes a las
pruebas DPD en la practica clinica, debido a su relevancia en la morbilidad
asociada.
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Capitulo IX

9. Anexos
N/A
Capitulo X
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Capitulo XI

11.Resumen autobiografico

El 28 de abril de 1990 naci en la ciudad de Monterrey Nuevo Ledn. Siendo el
segundo hijo de la familia Alvarado Villarreal. Mis padres don el Ing. Francisco
Javier Alvarado Cornejo y la Mtra. Maria Susana Villarreal Lazcano, mis
hermanas con la Lic. Susana Maria Alvarado Villarreal y la Arq. MsC Sarahi
Alvarado Villarreal, estoy casado con la Dra. L Carolina Morales Rios, Genetista
y tenemos dos hijos, Leonardo y Bernardo Alvarado Morales, de 5 meses de
edad. Siempre desde nifio he tenido mucha curiosidad por las ciencias.

Creci mi infancia en el pueblo de Hidalgo Nuevo Ledn, donde cursé hasta 3°
de primaria en la escuela primaria Maria Dominguez de Cueva. Posteriormente
nos mudamos a Monterrey Nuevo Ledn donde termine la primaria en San Nicolas
de los Garza en la escuela Primaria Gral. Lazaro Cardenas, para posteriormente
cursar la Secundaria #2 Leona Vicario y la preparatoria #7 Puentes de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leodn.

Al terminar la preparatoria decidi estudiar medicina ya que era un reto
intelectual y por el medio del cual se puede ayudar al préjimo y al mismo tiempo
mantener la rigurosidad del método cientifico. Ingresé a la Universidad de
Monterrey con beca de excelencia y dando servicio becario con la Dra. Zeta
Melva Triana Contreras durante mis estudios, realice mi internado medico en el
hospital IMSS HGZ #67 bajo la tutela del Dr. Guerrero y el servicio social en la
Clinica Fundaciéon Adelaida Lafon bajo la tutela de la Dra. Esthela Linarte, todo
esto gracias a plaza de vinculacion UDEM. Para graduarme en 2014 como
Médico Cirujano y Partero, obtuve el mérito de excelencia en el examen
profesional.

Cabe recalcar que durante ese afo de servicio social conoci a mi esposay la
madre de nuestros hijos la Dra L. Carolina Morales Rios.

Posteriormente y después de aproximadamente 5 afios de trabajo como
Medico General, Medico Coordinador de Calidad, Medico Dictaminador de
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seguros de gastos médicos, aplique para el examen nacional de residencias
ENARM a la plaza de Medicina Interna, la cual obtuve plaza en el hospital
Christus Muguerza, donde cursé la residencia de Medicina Interna del 2018-
2022, bajo la tutela del Dr. Oswaldo E. Sanchez Davila, la Dra. Lilia Rizo y la Dra
Alicia Lopez, asi como muchos otros profesores, ganando el premio de la tesis
mas completa y mejor evaluada de la generacion.

Realice el servicio social de Medicina Interna el ultimo tetramestre del R4 en
Dr Arrollo Nuevo Ledn y apliqué a la residencia de Oncologia en el Hospital
Universitario de la UANL, donde ya habia rotado en meses previos.

Actualmente me encuentro en el tercer afio de residencia en Oncologia bajo
la tutela del Dr. Oscar Vidal, Dr. Juan Fco Gonzalez, Dr. David Hernandez, Dr.
Alan Burguete, Dra. Dra. Diana C. Pérez y la Dra. Lourdes Garza, donde he

trabajado en esta tesis con mucho carifio a impulsar la ciencia médica.
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