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RESUMEN / ABSTRACT

en busqueda de variantes que afecten el desarrollo y el tratamiento del cancer. El cancer es

una enfermedad que se origina en la acumulacion de mutaciones en células, de las cuales
algunas son responsables del cambio fenotipico que permite al tumor crecer desmedidamente. En
este proyecto nos propusimos disefiar un panel de secuenciacion dirigido para detectar mutaciones
que son fundamentales para establecer la conducta terapéutica mas adecuada en cancer colorrectal.
Para ello integramos en un mismo test las mutaciones de tipo SNP o indels que son mas informativas
para clasificar al paciente en funcion de su probable evolucion (mutaciones clasificatorias); las
mutaciones de ADN de tipo SNP o indels mas informativas para determinar qué farmacos serian
los de eleccién para una terapia dirigida en cancer colorrectal; y los polimorfismos de DPYD de
linea germinal que afectan el metabolismo del 5-FU, principal quimioterapico utilizado en cancer
colorrectal. Se analizan todos los pasos requeridos para un servicio de estas caracteristicas, desde
la mejor combinacién de marcadores genémicos buscados, hasta su analisis e interpretacion asi
como también un estudio preliminar de costo-efectividad para verificar su factibilidad econémica a
priori.

E | advenimiento de la secuenciacion masiva (NGS) ha hecho posible interrogar el genoma

of variants affecting the development and treatment of cancer has been possible. Cancer

is a pathology originated by the accumulation of mutations in the cell, some of which are
responsible for the phenotypic change that enables the tumor to grow inordinately. In this project, we
aimed to design a targeted sequencing panel in order to detect mutations that may help selecting
the best treatment available for colorectal cancer. To that end, we integrated into one panel the
mutations (SNPs or indels) that classify the patients regarding its most likely evolution (classifying
mutations); the DNA most informative mutations (SNPs or indels) to determine which drug is more
suitable for a targeted therapy in colorectal cancer; and the DPYD germline polymorphisms affecting
the metabolism of 5-FU, the main chemotherapy drug used in colorectal cancer. All steps required
for a service of this characteristics are addressed, from the best combination of genomic markers
to its analysis and interpretation, as well as a preliminary cost-effectiveness study to verify its
economic feasibility.

S ince the advent of Next Generation Sequencing (NGS), the analysis of the genome in search
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GLOSARIO

accionable se refiere a que una accién puede ser tomada por el individuo y/o su médico (por
ejemplo, suministar un farmaco), para prevenir o alterar la progresiéon de un desorden de
origen genético. 25

BER La reparacion de escision de base o base excision repair (BER) es un sistema reparador del
ADN que reconoce cambios quimicos especificos a partir del agregado de grupos quimicos
pequefos generalmente mediante hidrélisis u oxidacion por parte de glicosilasas. 6

clasificacion TNM Sistema de estadificacion de cancer de mayor uso. Se asignan valores numéri-
cos luego de la T segun el tamario y extension del tumor principal, de la N segun si el cancer
alcanz6 los ganglios linfaticos cercanos y de la M si es 0 no metastésico. 6

cancer colorrectal Crecimiento tumoral maligno en el colon o recto. 3

desequilibrio de ligamento se refiere a la asociacién no aleatoria entre alelos en diferentes
ubicaciones genéticas, dentro de una poblaciéon determinada. 40

FAP Sindrome caracterizado por mdltiples pélipos (>100) en el colon y recto, desarrollados luego
de la primera década de vida, llegando a un 90% la probabilidad de convertirse en CRC a
los 45 afos. Se origina por mutaciones heterocigotas dominantes en el gen APC. 7

FOLFIRI abreviatura de un tipo de quimioterapia combinada que se usa en el tratamiento de cancer
colorrectal. Contiene los medicamento leucovorina calcica (acido folinico), fluorouracilo e
irinotecan. 46

FOLFOX abreviatura de un tipo de quimioterapia combinada que se usa en el tratamiento de cancer
colorrectal. Contiene los medicamento leucovorina célcica (acido folinico), fluorouracilo y
oxaliplatino. 46

FOLFOXIRI abreviatura de un tipo de quimioterapia combinada que se usa en el tratamiento de
cancer colorrectal. Contiene los medicamento leucovorina célcica (acido folinico), fluorouraci-
lo, oxaliplatino e irinotecan. 46

haplotipo conjunto de variantes del ADN que tienden a ser heredados juntos. 40
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GLOSARIO

indel es una contraccién de "insercion o delecion" y se refiere a mutaciones genéticas caracteriza-
das por la insercidon o delecién de una cantidad baja de nucleétidos (de 1 a 10 000 pares de
bases) en la secuencia de ADN. 18

linea germinal Linea celular precursora de los gametos: évulos y espermatozoides en los orga-
nismos que se reproducen sexualmente. Estas células contienen el material genético que se
va a pasar a la siguiente generacion. Se le llama mutaciones de linea germinal a aquellas
presentes en todas las células del organismo, por haber sido heredada de el/los progenitor/es.
7

Medicina de Precisidon estrategia emergente para el tratamiento y la prevencién médica, que
tiene en cuenta la variabilidad individual en genes, ambiente y forma de vida. 15

meta-analisis se refiere al uso de técnicas estadisticas en una revision sistematica para integrar
los resultados de los estudios incluidos. 35

MMR La reparacion de desajuste o mismatch repair (MMR) es un sistema reparador del ADN que
reconoce los errores durante la replicacién y recombinacién. Reconoce el error comparando
la hebra molde con la copia y eliminando la base erroneamente incorporada. 6

NER La reparacion de excision de nucleétidos o nucleotide excision repair (NER) es un sistema
reparador del ADN que reconoce cambios voluminosos en su estructura y de origen diverso.
Segun el tipo de dafio, generalmente ocurren las mutaciones por radiacion UV. 6

NGS secuenciacién masiva en paralelo o next generation sequencing (NGS) consiste en obtener
la secuencia de ADN deseada a través de tecnologias de alto rendimiento. 16

OR la raz6n de momios u Odds Ratio (OR) se define como la probabilidad observarse el outcome
estando presente el factor de riesgo dividido la probabilidad de no observarse el outcome
estando presente el factor de riesgo. 35

PRS puntaje basado en mdltiples variaciones genéticas, con una ponderacién adecuada para
cada una. Sirve como predictor para la caracterizacién del individuo, teniendo en cuenta sus
variantes genéticas. Para su confeccidn son necesarios los puntajes individuales de cada
variante. 35

RR el riesgo relativo o Relative Risk (RR) se define como el riesgo de observarse el outcome
estando presente el factor de riesgo dividido el riesgo de no observarse el outcome estando
presente el factor de riesgo. 35
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GLOSARIO

tasas estandarizadas por edad EIl nimero total de eventos ocurridos (por ejemplo, muertes)
estimados en una poblacion total o de determinado edad, dividido por el total de esa poblacién,
luego de haber estratificado los grupos segun edad. 3

WES Secuenciacion del exoma completo o whole exome sequencing (WES). 17
WGS Secuenciaciéon del genoma completo o whole genome sequencing (WES). 17

wild type se refiere al genotipo en el cual el alelo en determinada ubicacion genética es el estdndar
o "normal", en contraste al no estandar o "mutado”. 46
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CAPiTULO

CANCER COLORRECTAL

| cancer colorrectal es uno de los tipos de tumores malignos mas frecuentes, lo que lo
convierte en un problema de salud publica a nivel mundial [1]. Segin datos epidemiolégicos,
en Argentina es el segundo cancer con mayor mortalidad en hombres y el cuarto en mujeres
(luego del de mama, Utero y pulmon respectivamente).
-

Pulman
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Colon-recto

Pancreas u Mujeres

Estémago ® Hombres
Rifion/V. urin.
Esofago
Leucemia
Higado/\V.biliar
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I
Fuente: SIVER / INC en base a datos de la DEIS. Ministeric de Salud de la Macidn. Argentina, 2016.

Figura 1.1: Mortalidad por cancer en hombres y mujeres segun principales sitios tumorales. tasas
estandarizadas por edad segun poblacion mundial estandar por 100000 habitantes. Argentina,
2014 [2]



CAPITULO 1. CANCER COLORRECTAL

En el pais se producen alrededor de 13.500 nuevos casos y aproximadamente 7.300 muertes
por afo, y esto representa el 12% del total de muertes por tumores malignos. Aunque existen
acciones concretas de prevencién y deteccién temprana para este tipo de tumor, la muerte por
cancer colorrectal aun no ha descendido y por lo tanto, se requiere de diagnosticos cada vez mas
certeros y tratamientos de mayor eficacia.

1.1. Caracteristicas de la patologia

El cancer es una patologia definida por la divisién y crecimiento descontrolado de células
anormales. La forma mas comun de clasificar el cancer es la que toma en cuenta el lugar en el que
se da este crecimiento. En particular, el cancer colorrectal (CCR o CRC en inglés) se caracteriza
por un crecimiento tumoral en el colon o el recto.

Figura 1.2: Anatomia del sistema gastrointestinal[3]

El colon y recto combinados conforman el denominado intestino grueso. Aunque en su forma
de desarrollo el cancer de colon y recto son similares, existen algunas diferencias en el patrén
de mutaciones segun la ubicacion anatémica del tumor. Esto permite establecer la hipétesis de
que dichas diferencias afectan las caracteristicas de la enfermedad: por ejemplo, los tumores en
el colon proximal son mucho mas comunes en personas mayores que en pacientes jévenes y
en mujeres mas que en hombres. Estos pacientes tienen tasas de supervivencia mas bajas que
pacientes con tumores en el colon distal o recto [3]. Sin embargo, dado que a fines de analisis
genético, diagnéstico y tratamiento las similitudes son innegables, se suelen tratar como un tipo de
cancer Unico, el cancer colorrectal.



1.2. INICIO Y DESARROLLO DEL CCR

1.2. Inicio y desarrollo del CCR

Generalmente, el cancer colorrectal comienza con el crecimiento no canceroso de células
denominado pdlipo, el cual se desarrolla en la capa interna del colon o recto y crece lentamente, a
lo largo de un periodo de entre 10 y 20 afos. El pdlipo (pediculado o sésil) puede definirse por sus
caracteristicas histolégicas. Aunque la mayoria de los pélipos no progresan a cancer, un 10% lo
hacen y son considerados pre-cancerosos [4]. Se consideran pélipos adenomatosos o adenomas
cuando resultan de masas similares a glandulas que se desarrollan en la membrana mucosa.

Como se puede observar en la figura 1.3, en el estadio 0, benigno, el pélipo adenomatoso esta
apoyado en la mucosa, sin penetracion. Con el paso del tiempo y la acumulacién de mutaciones
somaticas, el adenoma comienza a infiltrar la pared de la mucosa (estadio 1) y se convierte en
adenocarcinoma. En el contexto del CCR se entiende al polipo maligno como aquel que tiene
células tumorales que invaden la submucosa (pT1) [5]. Los adenocarcinomas comprenden el 96 %
de los CCRs.

Spread to other organs

Normal
Blood

Figura 1.3: Crecimiento del cancer colorrectal

Este puede seguir creciendo, penetrar atin mas en la pared y alcanzar los vasos sanguineos y
nodos linfaticos. Si continda su desarrollo a través del torrente sanguineo podra extenderse a otros
6rganos, generando lo que se conoce como cancer metastésico o metéstasis.



CAPITULO 1. CANCER COLORRECTAL

El grado de extensién del cancer al momento del diagndstico se define como el estadio. La
clasificacién TNM de estadios considera tres factores a tener en cuenta [5]:

= T: Extension del tumor primario:

 TO: Sin evidencia de tumor primario
« Tis: Tumor in situ
+ T1: Tumor invade la submucosa

« T2: Tumor invade la capa muscular

T3: Tumor invade los tejidos pericolorrectales

T4: Tumor invade otros érganos

= N: La ausencia o presencia y la extensién de metastasis regional en los nodos linfaticos. Se
le asignan los valores de NO (sin metastasis en ganglios), N1 (metastasis en 1-3 ganglios
regionales), N2 (metastasis en 4 o mas ganglios regionales)

= M: La ausencia o presencia de metéstasis distante. Tiene dos categorias distintas, MO
(ausencia de metastasis a distancia) y M1 (presencia de metastasis a distancia).

Tradicionalmente esta clasificacién es la principal guia que permite a los médicos determinar el
tratamiento, considerando que segun el estadio, la estrategia terapéutica a encarar sera distinta.

1.3. Genética del CCR

En los ultimos afos los proyectos de caracterizacion gendmica de los tumores han demostrado
que aun dentro de un mismo tipo tumoral, el cancer es molecularmente heterogéneo. Un tumor
se genera por una acumulacién de mutaciones, que se originan como consecuencia de factores
genéticos predisponentes sumados a la accion del ambiente y la calidad de vida. Por esta razén,
es claro que un tumor va a tener caracteristicas particulares en cada individuo enfermo en funcion
de su historia de vida [6]. En consecuencia, la aparicion de adenomas y su transicion a carcinomas
esta condicionado por factores genéticos y efectos del medioambiente.

A grandes rasgos, los principales afectados por mutaciones carcinogénicas son los oncogenes
y los genes supresores de tumores. Los oncogenes son aquellos que promueven el crecimiento,
la division y la supervivencia de las células. Los genes supresores de tumores, en cambio, son los
que controlan la division celular y la muerte celular programada[7].

A partir del tipo de aberraciones genéticas que portan los tumores colorrectales, se pueden
establecer dos grandes grupos de tumores: los que presentan inestabilidad cromosémica, que
se caracteriza por grandes rearreglos cromosémicos (deleciones o inserciones) y los que se
caracterizan por mutaciones en genes del sistema reparador del ADN (como los base excision
repair (BER), nucleotide excision repair (NER) y mismatch repair (MMR)) [5].

6



1.3. GENETICA DEL CCR

Es importante también destacar que hay mutaciones que pueden ser hereditarias y predisponer
al cancer familiar. En estos casos, las mismas provienen de los progenitores y se transmiten a
través de las células sexuales (germinales) en el momento de la formacion del cigoto; por ello
las mutaciones se afirma que se encuentran en linea germinal y estaran presentes en todas las
células del organismo de un individuo, incluso las sexuales, por lo que seran a su vez transmitidas
a la descendencia. Las demas mutaciones oncogénicas son adquiridas, no son heredables por
no estar presentes en linea germinal y se denominan glsmutsom. Ambos tipos de mutaciones
definen dos grandes grupos dentro del CCR.

1.3.1. CCR de origen hereditario

El 25% de los CCR son del tipo hereditario[5]. Este se genera a partir de mutaciones germinales
que el paciente posee desde su nacimiento. Existen hasta el momento dos grandes tipos de CCR
hereditario:

Poliposo: Incluye el FAP (Familial Adenomatous Polyposis), glsafap (Atenuated Familial Adeno-
matous Polyposis), MAP (MYH-Associated Polyposis) y glspjs (Peutz-Jeghers Syndrome).

m FAP y AFAP: El FAP es un sindrome caracterizado por multiples po6lipos (>100) en el
colon y recto, desarrollados luego de la primera década de vida, llegando a un 90%
la probabilidad de convertirse en CRC a los 45 aros. El AFAP se caracteriza por una
menor cantidad de pdlipos que el FAP y una probabilidad del 69% de convertirse en
canceroso a los 80 afos. Su origen es el mismo, y se debe a mutaciones heterocigotas
dominantes en el gen APC, que es un gen supresor de tumores. Dichas mutaciones
representan el primero de los eventos de inestabilidad cromosomal de la via del tumor
colorrectal(generadora, por ejemplo, de las mutaciones somaticas de la familia RAS) [8].

= MAP: EI MAP es un sindrome fenotipicamente similar al AFAP. Los pacientes con MAP
suelen desarrollar menos adenomas que los FAP a mayor edad y con un menor riesgo
de CRC (35%-63%). Este sindrome se debe a una mutacion en el gen MYH (0o MUTYH),
una glicosilasa involucrada en el mecanismo de control y reparacién de cortes de bases
(al momento de la division celular), que repara uno de los danos oxidativos (danos
quimicos) mas comunes. Si bien hay efectos poco claros en mutaciones heterocigotas,
es fundamentalmente un sindrome de caracter recesivo, por lo que en su mayoria se
observan mutaciones en forma bialélica.[8]

= PJS: El sindrome de PJS es un desorden hereditario dominante, caracterizado por la
formacién de maculas melanociticas en los labios, regién perioral y bucal y multiples
poélipos gastrointestinales (adenomatosos y no adenomatosos). Posee entre un 38% y
66 % de desarrollar CCR, aunque también esta relacionado a otros cénceres, llegando
a tener una probabilidad del 93 % de generar cualquier tipo de cancer. Mutaciones en
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CAPITULO 1. CANCER COLORRECTAL

el gen supresor de tumores STK11 son las responsables de este sindrome, y genera
inestabilidad cromosomal.[8]

No Poliposo: El principal sindrome asociado a este tipo de CCR es el Sindrome de Lynch. Es
causado por variantes patogénicas germinales en los genes involucrados en la reparacién del
ADN que corrigen errores de replicacién de la polimerasa, llamados MMR (mismatch repair).
Entre los mas comunes se encuentran el MLH1, MSH2, MSH6,PMS2 y EPCAM. Al tener la
capacidad de reparar el ADN disminuida, se acumulan mutaciones durante las sucesivas
replicaciones celulares; éstas generalmente se dan en los microsatélites (repeticiones cortas
de nucleédtidos que se repiten de decenas a cientos de veces en el genoma de modo
estable)[5]. A este tipo de anomalias se las llama inestabilidad de microsatélites (IMS) y
existe en la mayoria de los pacientes con CCR no poliposo.

1.3.2. CCR de origen no hereditario

Como ya se explico, el cancer no hereditario se debe a mutaciones que aparecen espontanea-
mente en un grupo de células adultas (denominadas cominmente somaticas para diferenciarlas de
las germinales). Al igual que en el caso de las poliposis, el gen APC esta comiunmente mutado en
este tipo de CCR (80% de los casos) y es responsable de la inestabilidad cromosémica que genera
la activacién de la familia RAS de oncogenes. Existen tres genes de la familia RAS en humanos:
KRAS, NRAS y HRAS. El gen KRAS es el méas frecuentemente mutado, y existen mutaciones
en hasta un 50% de los canceres colorrectales esporadicos. Este gen también tiene una gran
importancia terapéutica ya que condiciona la respuesta a farmacos que inhiben el EGFR (receptor
del factor de crecimiento epidérmico).

Existen casos de CCR esporadico con fenotipo de inestabilidad de microsatélites, aunque solo
corresponde a un 15% de los casos|[5].

También existen mutaciones que son comunes a cualquier tipo de cancer, como el del gen
supresor de tumores p53, que esta mutado en aproximadamente el 60% de los CCR.[9].

1.4. Tratamiento del CCR

El tratamiento a realizar en los pacientes depende del estadio en el que se encuentre tal como
fue mencionado en la seccién 1.2, y pueden diferenciarse entre si segun el momento en el que
se recibe. Llamaremos primera linea al tratamiento recibido por primera vez, segunda linea al
recibido luego de recurrencias sucesivas se pasa a tercera linea, cuarta linea, etc. Los tratamientos
a utilizar en cada linea pueden ser distintos y la decision de cual suministrar queda a criterio del
medico. En la Figura 1.4 se detalla el analisis de estados posibles durante la toma de decision del
tratamiento de CCR metastatico.



GRUPO 2: Metastasis potencialmente resecable

5-FU/Capecitabina +

5-FU/Capecitabina + 5-FU/Capecitabina + . L
" e . . covorina +Oxaliplatino +
Leucovorina + Oxaliplatino Leucovorina +lrinotecan Irinotecan (FOLFOXIRI) +/-
(FOLFOX) +/-Cetuximab (FOLFIRI) +/- Cetuximab G
GRUPO 1: Metastasis resecable RAS&BRAF wt RAS&BRAF wt

RAS&BRAF wt

QT DE
CONVERSION 5-FU/Capecitabina +
covorina +Oxaliplatino +
Irinotecan (FOLFOXIRI) +/-
Bevacizumab
RAS&BRAF mutado

5-FU/Capecitabina +
RESECCION Leucovorina + Oxaliplatino
(FOLFOX) +/- Bevacizumab

RAS&BRAF mutado

5-FU/Capecitabina +
Leucovorina +Irinotecan
(FOLFIRI) +/- Bevacizumab
RAS&BRAF mutado

GRUPO 3: Metastasis no resecable

5-FU/Capecitabina +
Leucovorina +Oxaliplatino +
Irinotecan (FOLFOXIRI) +/-
Cetuximab
RAS&BRAF wt

5-FU/Capecitabina +
Leucovorina +Oxaliplatino +
Irinotecan (FOLFOXIRI) +/-

Bevacizumab
RAS&BRAF mutado

USO COMPASIVO
Regorafenib
Pembrolizumab/
Nivolumab

Ms|

5-FU/Capecitabina + 5-FU/Capecitabina +
Leucovorina + Oxaliplatino Leucovorina +rinotecan

5-FU/Capecitabina + 5-FU/Capecitabina +
Leucovorina + Oxaliplatino Leucovorina +lrinotecan
(FOLFOX) +/- Bevacizumab (FOLFIRI) +/- Bevacizumab

RAS&BRAF mutado RAS&BRAF mutado

(FOLFOX) +/-Cetuximab (FOLFIRI) +/- Cetuximab

PRIMERA Y RAS&BRAF wt RAS&BRAF wt

SEGUNDA LINEA

5-FU/Capecitabina +
Leucovorina + Oxaliplatino
(FOLFOX) +/- Panitumumab
RAS&BRAF wt, Resistente a
Cetuximab

5-FU/Capecitabina +
Leucovorina +Irinotecan
(FOLFIRI) +/- Panitumumab
RAS&BRAF wt, Resistente a
Cetuximab

5-FU/Capecitabina +
Leucovorina + Oxaliplat. +
Irinot. (FOLFOXIRI) +/- Panitu.
RAS&BRAF wt, Resistente a
Cetuximab

5-FU/Capecitabina +
Leucovorina +Oxaliplatino +
Irinotecan (FOLFOXIRI) +/-

Cetuximab
RAS&BRAF wt

5-FU/Capecitabina + 5-FU/Capecitabina +
Leucovorina + Oxaliplatino Leucovorina +rinotecan
(FOLFOX) +/-Cetuximab (FOLFIRI) +/- Cetuximab
RAS&BRAF wt RAS&BRAF wt

TERCERA LINEA

5-FU/Capecitabina +
Leucovorina + Oxaliplatino
(FOLFOX) +/- Panitumumab
RAS&BRAF wt, Resistente a
Cetuximab

5-FU/Capecitabina +
Leucovorina +Irinotecan
(FOLFIRI) +/- Panitumumab
RAS&BRAF wt, Resistente a
Cetuximab

5-FU/Capecitabina +
Leucovorina + Oxaliplat. +
Irinot. (FOLFOXIRI) +/- Panitu.
RAS&BRAF wt, Resistente a
Cetuximab

Ramucirumab (simil
bevazicumab)
anti-VEGF

Regorafenib TAS 102 Trastuzumab
HER2 amplificado, RAS
BRAF wt
QUINTA TAS 102

Figura 1.4: Resumen de las terapias comunmente utilizadas segun la linea de tratamiento
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Sin embargo, suelen establecerse prioridades en funcién de los costos y efectos de cada una
de las combinaciones de de farmacos y, en los ultimos anos, en funcién de marcadores gendémicos
asociados al éxito del tratamiento.

1.4.1. Polipectomia

Se define como pélipo maligno a aquel que alcanzo la extension T1, sin compromiso ganglionar
[5]- En estos casos el tratamiento es una polipectomia, que consiste en una endoscopia en la que
se remueven los pdlipos que se observan.[10]. Luego de esta intervencién, todos los pacientes
deben chequearse por videocolonoscopia.

1.4.2. Cirugia

Aquellos canceres con una extension mayor a T1, con 0 sin compromiso ganglionar y sin
metastasis a distancia deben someterse a una colectomia. Este consiste en la reseccién en bloque
del tumor y de sus zonas cercanas, a fin de extraer todo tejido sospechoso de estar invadido [5].

1.4.3. Radioterapia

La radioterapia suele darse en combinacion con la quimioterapia en el caso de que el tumor sea
potencialmente resecable. La radioterapia consiste en la irradiacién del paciente en la zona tumoral,
a fin de remover o reducir el tumor. Se utiliza en combinacién con la quimioterapia adjuvante que
es concurrente y ayuda y potencia la accion de la radioterapia [5].

1.4.4. Quimioterapia

La quimioterapia es el tratamiento con agentes citotoxicos o biolégicos y dependiendo del
estadio del CCR, puede tener distintas funciones.

La primera consiste en reducir el tamarfio del tumor en aquellos canceres en principio no
resecables, pero que potencialmente podrian serlo si alcanzan un menor tamano.

Una segunda funcién es prevenir la reaparicion del cancer luego de la cirugia.

Una tercera funcion consiste en prolongar la expectativa y calidad de vida en pacientes con
canceres no resecables y/o0 metastasicos, en cuyo caso se trata de un cuidado paliativo.

Hasta 1990 aproximadamente, la Unica terapia con drogas para tratar cancer era la quimiotera-
pia con agentes citotoxicos [11].

Sin embargo, con el aumento en la informacién y comprension de las vias de sefalizacién
involucradas en la carcinogénesis es que surgen nuevas alternativas cuyo objetivo es atacar
especificamente estas vias, con la esperanza de obtener una mejor respuesta y mayor afinidad por
las células cancerigenas que las drogas citotoxicas tradicionales [12]. A estos tratamientos se los
conoce como “terapia dirigida”. Otra alternativa a la quimioterapia tradicional, es la conocida como
“‘inmunoterapia”, que nace en paralelo con la anterior. Esta terapia busca ayudar al sistema inmune
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1.4. TRATAMIENTO DEL CCR

del paciente a reconocer y destruir las células cancerigenas de manera mas efectiva, a través de
promover la generacién de neoantigenos.
Las drogas citotoxicas mas utilizadas en CCR son:

5-Fluorouracilo (5-FU): Es un analogo del uracilo, que bloquea a la enzima timidina sintesa,
encargada de sintetizar la timidina trifosfato, una de los cuatro nucléotidos necesarios para la
sintesis de ADN. Por lo tanto, en ausencia de este compuesto, se interrumpe la formacién de
ADN en la célula, generando su muerte [13].

Oxaliplatino: Como todos los compuestos platinos puede insertarse en el ADN y generan cross-
linking intra hebra y entre hebras de ADN, lo cual imposibilita la reparacién y/o sintesis del
ADN [14].

Irinotecan: Su metabolito activo, el SN-38 es un inhibidor de la Topoisomerasa |, Io que genera

una interrupcién de la replicacién y transcripcion del ADN [15].

Los agentes de terapia dirigida se pueden observar en la figura 1.4, y son explicados en mayor
detalle a continuacion.

Bevacizumab

Figura 1.5: Mecanismos de accién de drogas de terapia dirigida [16]

Cetuximab: es un anticuerpo monoclonal que se une especificamente al dominio extracelular del
EGFR. ElI EGFR tiene un rol clave en la via que regula la proliferacion celular, la apoptosis
y la angiogénesis y esta intimamente implicado en el crecimiento y progresién de tumores.
Al unirse el cetuximab, se bloquea el sitio de unién de su ligando natural, evitando asi la
transduccién de la sefial aguas abajo [12].

Este agente es uno de los mas efectivos en pacientes con CCR, observandose una sobrevida
libre de enfermedad de entre 8.4 y 9.9 meses para primera linea cuando se lo suma a qui-
mioterapia tradicional [16]. Sin embargo, este tratamiento no surte efecto frente a mutaciones
en los genes RAS (KRAS, NRAS, HRAS) y frente a algunas mutaciones del gen BRAF (ver
seccion 2.3).
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Panitumumab: el mecanismo de accién y sus limitaciones son iguales a las del cetuximab y se
suele utilizar en los casos de resistencia al cetuximab con genes RAS no mutados [17].

Bevacizumab/Ramucirumab: son anticuerpos monoclonales que inhiben las funciones del VEGF,
un factor de crecimiento vascular involucrado en la angiogénesis. Al no poder desarrollarse
nuevos vasos sanguineos, las células tumorales no reciben los nutrientes suficientes para
su crecimiento y desarrollo, y eventualmente mueren [18]. EIl mas comiUnmente utilizado
es el bevacizumab, mientras que el ramucirumab fue recientemente aprobado para cancer
mestastasico [19].

Regorafenib: es una pequefia molécula inhibidora de multi-quinasas, y puede bloquear la actividad
de varias proteinas quinasas distintas relacionadas a la angiogénesis (VEGFR-1, VEGFR-2,
VEGFR-3, entre otros). A su vez, se une a la proteina BRAF, interrumpiendo la sefializacién
aguas abajo de la via de MAPK, responsable de estimular el crecimiento celular [16].

TAS 102: Es una combinacién de ftrifluridina y tipiracilo, indicada para pacientes con CCR me-
tastasico que ya recibieron tratamiento con drogas citotéxicas, cetuximab/panitumumab y/o
bevacizumab. La trifluiridina es un analogo de nucledsido que es incorporado al ADN durante
la sintesis. Seguidamente se una covalentemente al sitio activo de la timidilato quinasa,
inhibiendola. El tipiricilo previene la degradacion de la trifluridina [16].

Trastuzumab: Es un anticuerpo monoclonal que se une al HER-2, el cual se sobre expresa
en algunas células cancerosas y estimula su proliferacion. Esta sobre expresion se da
unicamente en los casos en que el gen HER-2 esta amplificado, es decir que hay mas de
una copia del gen en el genoma, generando un aumento de la expresién de HER-2. Por lo
tanto esta droga se da a pacientes que muestren esta mutacion [20]. Este tratamiento no
esta aprobado todavia en Argentina para CCR, pero se permite su uso compasivo, es decir,
con un permiso.

A diferencia de otros paises, en Argentina no hay drogas de inmunoterapia para CCR aprobadas.
Sin embargo, si se permite su uso compasivo. Dentro de éstas se encuentran:

Pembrolizumab/nivolumab: Son anticuerpos monoclonales capaces de bloquear el receptor PD-1
(receptor de muerte programada) de las células T. Al unirse al PD-1 sus ligandos naturales,
PD-L1y PD-L2, se promueve la muerte celular y la liberacion de citoquinas generando una
inhibicion del control del tumor por parte de las células T. Estos anticuerpos al unirse al
PD-1, buscan restaurar el funcionamiento normal de la via [21]. Se utiliza este tratamiento en
pacientes con inestabilidad de microsatélites (MSI), en quienes se observd su beneficio.

Ipilimumab: Es un anticuerpo monoclonal que se une al antigeno CTLA-4, que se encuentra en la
superficie de las células T y regula negativamente la activacion de estos linfocitos. Al unirse
el ipilimumab, esta regulacién negativa no se da, permitiendo la activacién del linfocito [22].
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La mutacion del gen BRAF VB00E condiciona su rendimiento, siendo positivo cuando la
mutacion esta presente. Por lo tanto, este tratamiento esta indicado para pacientes con BRAF
V600E [23].
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CAPiTULO

MEDICINA DE PRECISION

2.1. ¢Qué es la Medicina de Precision?

La medicina tradicional se basa en tratamientos que, se espera, beneficien a la mayoria de
la poblacion, y se fundamenta en la respuesta del paciente “tipo”. Si bien el beneficio neto de
dicho paciente tipo es real, no puede negarse la existencia de variabilidad de factores que llevan a
diversas respuestas frente a terapias administradas. Estas respuestas pueden ser positivas, pueden
no tener efecto o pueden ser perjudiciales para los pacientes. Entre los motivos de esta variabilidad
se encuentran diferencias entre la patofisiologia de la enfermedad, exposiciones ambientales,
factores sociales y de comportamiento y factores genéticos.[24]

Segun la Iniciativa de Medicina de Precision del NIH, la medicina de precision puede entenderse
como ‘una estrategia emergente para el tratamiento y la prevencion, que tiene en cuenta la
variabilidad individual en genes, ambiente y forma de vida"[25]. Se opone al paradigma tradicional
de que un tratamiento sirve para todos y desafia el concepto de "paciente promedio”, considerando
la variabilidad entre individuos.
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Figura 2.1: Analogia de la evolucion de la medicina tradicional a la medicina de precision. [11]
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Segun esta iniciativa, la medicina de precision busca redefinir nuestro entendimiento actual
sobre la aparicion y progresion de enfermedades, la respuesta a tratamientos y los resultados
finales. A partir de la medicion de factores contribuyentes, como los moleculares, ambientales y
de comportamiento, se logran diagndsticos mas certeros, estrategias de prevencion mas Utiles y
tratamientos mas eficientes. La combinacion del conocimiento de estos factores con una poblacion
altamente comprometida con la individualizacién de su tratamiento es el comienzo de una nueva
era en el cuidado de la salud. [24]

Desde ya hace muchos afos existe el concepto conocido como “medicina personalizada”, el
cual es comunmente confundido con el de “medicina de precision”. Sin embargo, no son sinénimos
ya que esta ultima no desarrolla un tratamiento especifico y Unico para cada individuo, sino que
busca estratificar segun ciertos factores determinados (como los mencionados anteriormente).

Si bien el término “medicina de precisién” es relativamente nuevo, es una estrategia utilizada
hace muchos afios. Por ejemplo, en las transfusiones sanguineas, los pacientes no reciben sangre
de un donante aleatorio, sino segun el grupo sanguineo. Esto no es mas que considerar factores
moleculares del paciente para realizar un tratamiento determinado, distinto del que otro podria
recibir.

De igual modo, la farmacogenética, es decir, el andlisis de la respuesta a farmacos segin la
genética individual, es una estrategia de la medicina de precision. Sin embargo, hoy en dia los
tratamientos en los que se utiliza esta estrategia aun son limitados y por lo tanto serian necesarias
investigaciones que promuevan la estratificacion entre pacientes en pos de diagnésticos cada vez
mas certeros y de mejores resultados.

2.2. Tests Genéticos

A partir de la iniciativa del Proyecto de Genoma Humano, la necesidad de mejores tecnologias
para el andlisis de datos genéticos se hizo visible. Sin embargo, no fue hasta mediados de los aros
2000 que se pudo encontrar una alternativa eficiente (en tiempos y costos) para la secuenciacion
del genoma humano: la secuenciacion masiva en paralelo (next-generation sequencing o NGS en
inglés).

Estas tecnologias fueron evolucionando hasta el dia de hoy, haciendo posible la secuenciacién
del genoma completo y la incorporacion de estas tecnologias en los andlisis de la practica clinica
[26].

Este ultimo aspecto es de suma importancia ya que, de la mano de la medicina de precision, el
diagnostico y tratamiento de patologias como el cancer ha mejorado significativamente. Hoy en dia
en ciertos casos es posible realizar el andlisis genético de un tumor y en base a sus caracteristicas,
determinar el tratamiento idéneo.
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Sin embargo, no todas las tecnologias pueden resultar costo-efectivas para la practica clinica.
Las secuenciaciones de genoma completo (WGS) o del exoma completo (WES) siguen siendo muy
costosas y el analisis bioinformatico posterior hace que sea muy compleja su implementacion en
los laboratorios de diagnostico molecular.

Los paneles de secuenciacion dirigida son una alternativa viable frente a esta problematica.
Estos consisten en una seleccion de genes disefiada con un fin especifico (en este caso, el manejo
terapéutico del CCR), y sélo esas regiones del genoma son secuenciadas. Al tratarse de una
cantidad considerablemente mas baja de genes comparada con un WES o WGS, los costos se
reducen y el procesamiento posterior es mucho mas simple. De esta manera, los laboratorios de
diagnéstico molecular si pueden valerse de los beneficios de la secuenciacién masiva [27].

Para llevar a cabo un andlisis clinico mediante NGS se siguen los siguientes pasos:

1. Preparacion de la muestra: se purifican, amplifican y marcan las muestras para poder identi-

ficarlas en los pasos posteriores (barcodes moleculares).

2. Amplificacién clonal: se busca obtener miles de copias idénticas de los fragmentos de ADN

en una superficie definida, con el fin de que la senal sea lo suficientemente fuerte y pueda
diferenciarse del ruido de fondo. Entre las técnicas mas comunes se encuentran la PCR de
emulsion y la amplificacién de estado sélido.

3. Secuenciacién: en esta etapa se obtiene finalmente la secuencia de ADN de la muestra.
El método mas utilizado hoy en cia es la secuenciacion por sintesis, en la que una senal
(luminica o el cambio de pH) es caracteristica de cada nucleoétido. Por lo tanto, se cuenta con
el fragmento de ADN y en presencia de la polimerasa, se unen uno a uno los nucléotidos y
se mide la sefal caracteristica.

4. Procesamiento y analisis de variantes: Se entiende como variante a una alteracién de un

nucledétido de la secuencia mas comun de ADN. Este termino puede usarse para describir
alteraciones benignas, patogénicas o de efecto desconocido. Por lo tanto, los resultados
brutos obtenidos del secuenciador son procesados y deben ser analizadas las variantes
encontradas que sean relevantes para el diagnéstico.

2.3. Farmacogenética

El advenimiento de la secuenciacion masiva [26] ha hecho posible interrogar al genoma en
busqueda de variantes que afecten el desarrollo y el tratamiento del cancer. Valiéndose de estas
estrategias, se han logrado avances respecto a diferenciar entre pacientes con CCR segun las
alteraciones genéticas presentes y, a la vez, seleccionar el tratamiento disponible mas adecuado
segun cada perfil.
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Estamos entonces en el ambito de la glsfarmacogenética que es justamente la ciencia que
estudia la respuesta a drogas segun el perfil genético, a fin de desarrollar drogas y dosis efectivas
y seguras [28].

También en este ambito podemos distinguir entre efectos debidos a mutaciones presentes en
linea germinal y efectos propios del linaje somatico (tumor).

Un ejemplo de mutacion somatica que afecta al tratamiento es la que aparece en la familia
de genes RAS. Como producto de las multiples alteraciones genéticas, los tumores suelen tener
activada constitutivamente la via del EGFR para sostener su crecimiento descontrolado. El cetuxi-
mab es un anticuerpo capaz de bloquear la via del EGFR y por ello es efectivo como tratamiento
antitumoral.

Sin embargo, mutaciones en la familia de genes RAS (los cuales estan aguas abajo del
EGFR) generan una activacién constitutiva de los mismos e invalidan el efecto del cetuximab como
tratamiento.

Ligand v
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Figura 2.2: Via de sefalizaciéon de EGFR [29]

Por otro lado, existen variantes en linea germinal que a nivel del higado generan una deficiente
metabolizacion de drogas, lo que se ve reflejado con efectos adversos a dicha droga. Este tipo de
mutaciones son en su mayoria polimorfismos de nucle6tido Unico o Single Nucleotide Polimorphisms
(SNPs) en inglés, que se caracterizan por tener un solo nucleétido alterado. Estos SNPs no
necesariamente tienen un efecto patogénico, sino que se observa la problematica del paciente (una
metabolizacion deficiente) recién cuando se le administra la droga. También pueden presentarse
mutaciones del tipo indel con el mismo efecto, aunque éstas son menos comunes.

Por ejemplo, la proteina DPYD esté encargada del metabolismo del 5-FU. EI SNP rs55886062
genera una DPYD deficiente, por lo que el paciente no puede metabolizar correctamente la droga y
sufre efectos adversos como diarrea, nauseas y neutropenia, entre otros. [30]. Se puede observar
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que claramente la toxicidad a 5-FU no se va a percibir hasta tanto el paciente no se exponga a esta
droga.
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CAPIiTULO

OBJETIVO DEL TRABAJO

En los capitulos anteriores hemos dejado en evidencia que hoy en dia la toma de decision
terapéutica en el cancer colorrectal es todavia poco efectiva, en el sentido de que muchos pacientes
no son beneficiados por una terapia en particular, especialmente en el estadio metastatico. En
particular, la asignacién de tratamientos quimioterapicos tradicionales se realiza sin biomarcadores
que puedan sefalar cuales pacientes se beneficiaran mas y cudles, por el contrario, sufriran efectos
adversos de importancia.

En el contexto del nuevo paradigma de medicina de precisién, es necesario contar con biomar-
cadores moleculares, los cuales en muchos casos se basan en la detecciéon de mutaciones que
determinan si un tumor sera susceptible o no a determinados farmacos de tipo dirigido. Sin embar-
go, en muchos casos lo que esta disponible en la clinica son las mutaciones mas frecuentemente
asociadas al éxito del tratamiento, alin cuando todavia hay muchas variantes de significado incierto
que pueden ser descubiertas mediante la secuenciacién de genes completos.

Recientemente se ha incorporado también el concepto de que las mutaciones que afectan
genes asociados a la reparacién de ADN pueden afectar no sélo a los tratamientos dirigidos sino
también a las quimioterapias tradicionales e incluso a las inmunoterapias.

Toda esta evidencia apunta a que un panel de secuenciacién de genes puede dar multiples
informaciones que ayuden al médico a tomar una decision terapéutica mas precisa. Sin embargo,
es imprescindible evaluar cuéles genes serian los mas informativos en el contexto del equipamien-
to disponible en laboratorios clinicos, y que sea suficientemente econdmico como para ser de
aceptacion rapida por los sistemas de salud.

Por todo ello, el objetivo general de este proyecto es disefiar un panel de biomarcadores costo-
efectivo basado en herramientas genoémicas, para su aplicacion en la determinacién de conducta
terapéutica en cancer colorrectal. El paradigma en el que nos basamos es el resumido en la Figura
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3.1.

Por lo tanto, nos proponemos disefiar un panel de secuenciacion dirigida con validez clinica con
el fin de relevar las siguientes caracteristicas gendmicas relacionadas con el manejo terapéutico
del cancer colorrectal:

1. Las mutaciones somaticas de tipo SNP o indels que son mas informativas para clasificar al
paciente en funcién de su probable evolucién (mutaciones clasificatorias).

2. Las mutaciones de ADN de tipo SNP o indels mas informativas para determinar qué farmacos
serian los de eleccién para los distintos tipos de lineas que se aplican en cancer colorrectal
metastatico.

3. Los polimorfismos de linea germinal que afectan el metabolismo del 5-FU (la droga qui-
mioterapica mas frecuentemente utilizada en el tratamiento del cancer colorrectal) y estan
asociados con mayor 0 menor susceptibilidad a dicho tratamiento. Para este trabajo de tesis,
nos enfocaremos en calcular las medidas de efecto de cada uno de los polimorfismos aso-
ciados a susceptibilidad para mas adelante incorporarlas a un puntaje de riesgo poligénico
que indique cual es la probabilidad combinada y ponderada de que este tratamiento tenga
efectos secundarios en el paciente.

En funcién del disefio combinado generado de este panel, realizaremos un andlisis de costo-
efectividad para corroborar si es aplicable a un escenario clinico local, tanto publico como privado.
Para esta tesis nos limitaremos a realizar una prueba de concepto que nos indique la conveniencia
0 no de realizar un analisis mas detallado del costo efectividad del producto combinado.

Cancer Somatic (tumor) Select effective Germline (patient) ‘ Safety, dosing,
diagnosis genome analysis therapy genome analysis and monitoring

Figura 3.1: Flujo simple del analisis y variables a considerar [3]
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CAPiTULO

SELECCION DE GENES Y REGIONES GENOMICAS A CONSIDERAR

a lista de genes iniciales para el analisis descripto en esta seccién fue obtenida a partir de

trabajo previo del laboratorio basado en el andlisis de los paneles comerciales disponibles

(QIAGEN Panel, GeneDx Colorrectal Cancer Panel, Mayo Clinic Hereditary Colon Cancer
Multigene Panel), genes cominmente mutados en la base de datos del TGCA, base de datos
PharmGKB para SNPs asociados a farmacogendémica [31] y bibliografia en general.

4.1. Criterios de seleccion

Cada uno de los genes de la lista inicial fue estudiado en profundidad a partir de la evidencia
en la literatura y las bases de datos que asocian las mutaciones con su utilidad clinica. Luego los
genes fueron ponderados segun una escala ad hoc, a fin de obtener aquellos realmente relevantes
para diagnéstico del tipo de CCR y/o relevancia farmacogénica. El criterio positivo de seleccion e
inclusion en el panel adoptado considera Unicamente a los genes con ponderacion 4 y 5.

m Ponderacién 5: genes que caracterizan al CRC (i.e. FAP, JPS, Lynch, etc) o genes reporteros
de carga tumoral o relacionados a estadio del tumor.

= Ponderacion 4: genes accionables (es decir, que se asocian con un tratamiento especifico
de CCR) y que no caen en ponderacién 5 o genes de mutaciones menos probables. Se
subdividieron en 4A y 4B:

* 4A: Genes mas comunmente mutados en cancer colorrectal

* 4B: Genes con menor probabilidad de encontrarse mutados

m Ponderacién 3: Genes sobre los que hay poca informacion o se desconocen sus mecanismos
de accion pero estan investigados especificamente para CRC.
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= Ponderacion 2: Genes sobre los que hay poca informacién o se desconocen sus mecanismos
de accién y no estan investigados especificamente para CRC (aunque pueden guardar
relacién).

= Ponderacién 1: Genes no informativos para el panel en cuestién (se incluyen aqui los genes

regulados por epigenética)

4.2. Genes caracterizadores, reporteros de carga y relacionados a
estadio del tumor

Gen Ponderacién | Informacion

APC 5 Diagnéstico de AFAP (Atenuated Familial Adenomatous Poly-
posis), accionable, Supresor de tumores [32]

BAX 5 Baja expresion asociado a canceres tardios y a localizacién en
recto [33] [34]

BLM 5 Diagnéstico de Sindrome de Bloom [35] [36] [37]

BMPR1A | 5 Diagnéstico de Sindrome de Poliposis Juvenil [38]

EPCAM |5 Diagnéstico de Sindrome de Lynch [39]

MLH1 5 Diagnéstico de Sindrome de Lynch [38] [39]

MSH2 5 Diagnéstico de Sindrome de Lynch [38] [39]

MSH3 5 Diagnéstico de Sindrome de Lynch [38] [39]

MSH6 5 Diagnéstico de Sindrome de Lynch [38] [39]

MUTYH |5 Diagnéstico de AFAP asociado a MUTYH [38]

NTHLA1 5 Gen recientemente asociado a CRC, relacionado abase-
excision repair (BER) [40]

PMS2 5 Diagnéstico de Sindrome de Lynch [38] [39]

PMS2 5 Diagnéstico de Sindrome de Lynch [38] [39]

POLE 5 Oligopoliposis asociada a proofreading de la polimerasa [38]

POLD1 |5 Oligopoliposis asociada a proofreading de la polimerasa [38]

SMAD4 |5 Sindrome de Poliposis Juvenil.Bajos expresion se relacionan a
menor supervivencia [38] [41].

STK11 5 Sindrome de Poliposis Juvenil, Baja expresién se relaciona con
menor supervivencia [38] [41]

4.3. Genes accionables

A continuacién, se listan todos los genes frecuentemente mutados en canceres (no Unicamente
CCR), que promueven su desarrollo y para los cuales existe una terapia especifica.
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Gen Informacion

AKT, PIK3CA, | Forman parte de la via PIBK/AKT involucrada en los mecanismos de supervivencia de la célula. Esta via

PTEN gue se encuentra aguas abajo en la via del EGFR, con lo cual mutaciones en esa via pueden generar que
el bloqueo del EGFR por agentes biolégicos no inhiba el crecimiento tumoral [42].

ATM, BRCAT1, | Sus mutaciones no permiten la reparacion de los double-strand breaks del ADN y a su vez desestabilizan

BRCA2, las enzimas PARP, involucradas en la reparacién de single-strand breaks. Dado que los compuestos de

PALB2 tratamiento con platinos promueven la generacion de errores, en pacientes BRCA y/o PALB2 mutado, actia
sinérgicamente, obteniéndose mejores resultados. Para cancer de ovario, la terapia con olaparib, agente
dirigido inhibidor de PARP, ya fue aprobada[43].

BRAF Se encuentran aguas abajo en la via del EGFR, y dependiendo de la mutacién puede no surtir efecto los
agentes biolégicos bloqueadores de EGFR. La mutacién BRAF V600E posee un quimioterapico especifico,
el vemurafenib. A su vez, esta mutacién condiciona la eficiencia del ipilimumab [22].

CDK4 Regulador de la progresion del ciclo celular. Existe un inhibidor especifico, el palbociclib que bloquea dicha
progresion llevando a la muerte celular [44].

ERBB1 Es un gen codificante para un receptor de proteinas tirosinas quinasas, el EGFR, que es el target molecular
de drogas de terapia dirigidas comunmente utilizadas en CCR, cetuximab y panitumumab [12].

ERBB2 es gen codificante para un receptor de proteinas tirosinas quinasas, el HER-2, que suele hallarse amplifica-
do. Existen terapias dirigidas anti-HERZ2, entre ellas el trastuzumab.

KRAS, NRAS, | Se encuentran aguas abajo en la via del EGFR, y al estar mutados se expresan constitutivamente,

HRAS generando un by-pass en la via. Por lo tanto el bloqueo del EGFR por agentes bioldgicos (cetuximab) no
inhibe el crecimiento tumoral [45].

MET Es un oncogen que codifica para un receptor de tirosina-quinasa que al unirse a u ligando, resulta en la
fosforilaciéon del receptor y la activacion aguas abajo de distintas vias de sefalizacion entre ellas PI3K,
AKT y RAS. La alteracidon mas comun de este gen es su amplificacién y para ello existe la terapia dirigida
con crizotinib, aunque no esta aln determinado su beneficio en CCR [46].

POLE y ge-| Las mutaciones de POLE y la MSI generan una mayor tasa de error duante la replicaciéon del ADN y

nes de MSI por ente aumenta la cantidad de neoantigenos presentes en el tumor. Esto hace propicia la activacion
de la respuesta inmune y actla sinérgicamente con inhibidores de PD-1/PD-L1. La terapia dirigida con
pembrolizumab/nivolumab buscan potenciar la funcién del sistema inmune (ver seccién 1.4.4).

RET Es una proteina tirosina-quinasa, con funcién de oncogen. Si bien no existe actualmente un inhibidor
especifico, hay inhibidores en fases de estudio, asi como inhibidores de tirosinas-quinasas con resultados
modestos [47].

SRC Oncogen codificante para una proteina tirosina-quinasa, encargada de fosforilar otras proteinas. Su
activacion actla en distintas vias, promoviendo la supervivencia, angiogénesis, proliferacién e invasion
celular. Existe un target especifico, el dasatinib, actualmente aprobado para leucemia mieloide cronica [48].

ROS1 El oncogen ROS1 codifica para un receptor de tirosina-quinasa, que se activa por rearreglo cromosomal

en distintos canceres (mas estudiado para cancer de pulmoén). Los rearreglos generan una fusién entre el
dominio de tirosina-quinasa con uno de los doce ligandos, resultando en una activacion constitutiva que
conduce a la transformacion celular. Existen inhibidores especificos de ROS1, entre ellos el crizotinib [49]
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RAS mut +/-
PIK3CA/PTEN mut

PIK3CA/PTEN mut

Gene I8
usion

Kinase inhibitors

TBD MET ampl

double anti-HER2 HERZ ampl
POLE mut

\MSI +other

S
RS BRAF non-V600

PD1 inhibitors T8D BRAF V600E
anti-BRAF + anti-EGFR/MEK

Wild-type
anti-EGFR

Figura 4.1: Frecuencia de mutaciones y sus tratamientos asociados. Adaptado de [50], conferencia
ESMO 2017. TBD=A determinar (fo be determined en inglés)

4.4. Revision y categorizacion

El siguiente paso consistié en la revisién de la informacién obtenida previamente con todo el
grupo de investigacion. Dada la experiencia en el area y el complemento de andlisis de bibliografia
especifica adicional se logré obtener la tabla final que se presenta a continuacién [43, 50-55].

Es de suma importancia realizar correctamente la separacién de los genes implicados segun
su influencia. A su vez, dado que hay genes que caen dentro de varias categorias, se ven repetidos
en varias columnas. La visualizacion de todos los genes, nos permite tener una mejor perspectiva
cualitativa y considerar su inclusion a la hora de armar el panel. El segundo aspecto a considerar
seria la frecuencia de mutacién normal en CCR.

28



6¢

Genes Genes Genes relacionados a sensi- Genes de déficit Genes accionables Genes accionables Genes accionables
marcadores de tumor diagnésticos bilidad a quimioterapia de reparacion (radioterapia) (terapia dirigida) (inmunoterapia)
APC APC DPYD BRCA1 XRCCH1 EGFR MSH2
TGFBR2 MSH2 TYMS BRCA2 LIG3 BRAF POLE
TP53 MSH3 ERCCA1 PALB2 ATM KRAS PRKDC
BRAF MSH6 UGT1A1 ATM ATM PIKSCA POLD1
KRAS MLH1 RAD51C RADS51 (varios) NRAS RAD51C
PIK3CA MLH3 BLM PARP ERBB2 LIG3
PMS2 RAD51C ATR RAD17
BAX EPCAM GSTP1 WEE MTOR
FBXW7 POLE RAD51B LIG4 AKT1
SMAD4 SMAD4 RAD51D FGFR4 ATM
BLM ATR CDK4
NTHL1 BAP1 CDK4
MUTYH CDK11 CDK4
POLD1 CHEK1 CDK4
POLQ CHEK2 CDK4
BMPR1A FANCA CDK4
GREM!1 FANCC
PTEN FANCD2
PMSH FANCE
STK11 FANCF
MRE11A
WRN
BRIP1
NBN
CDHH1
SMARCA4
TP53

Cuadro 4.1: Genes analizados para el panel, ordenados segun funcionalidad. En celeste genes repetidos en distintas columnas
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4.5. Diseno del panel en Ampliseq Designer

A partir de los datos anteriores (funcion de los genes y frecuencia de mutacién) es que se pudo
llegar al siguiente panel de 56 genes.

AKT1 | APC ATM BAX BLM BMPR1A | BRAF
BRCA1 | BRCA2 | CDK4 CYP2D6 | DPYD |EGFR EPCAM
ERBB2 | ERCC1 | ERCC2 | FCGR2A | FGFR4 | GSTP1 | IL13
KIT KRAS | MET MLH1 MLH3 | MSH2 MSH3
MSH6 |MTHFR | MTOR |MUTYH |NFKB1 | NOS2 NRAS
NTHL1 | PALB2 | PIK3CA | PIK3R1 |PMS1 |PMS2 POLD1
POLE |PTEN |PTGS2 |RET ROS1 | SMAD4 |SOD2
SRC STK11 | TGFBR2 | TP53 TYMS |UGT1A1 | XRCCH1

La empresa Thermo Fisher Scientific, a través de su plataforma lon Ampliseq Designer permite
el disefio de paneles genéticos de forma online. Mediante este servicio se puede obtener informa-
cién variada como el largo del gen, porcentaje de cobertura tedrica del gen (qué porcentaje del gen
efectivamente es leida), el largo del panel en kb (kilo bases), cantidad de amplicones, porcentaje
de cobertura del gen al ser probado en laboratorio, genes disponibles para armado directo del
panel y genes que requieren ser hechos a medida, entre otros.

A partir de esta informacién se obtienen los datos siguientes:

= Genes no disponibles para panel directo: IL13, TMYS, NTHL1, BAX
= Largo del panel: 263.65 kb
= Amplicones: 1400

En conclusién, los genes anteriormente mencionados son los propuestos para el panel genético
para el manejo terapéutico del cancer colorrectal y cubren las condiciones requeridas para los
objetivos a), b) y c).

A éstos se les suma los SNPs de DPYD asociados a farmacogenética (ver capitulo 4) ,
conformando el panel completo.

Asimismo éstos fueron los considerados para el andlisis de costo-efectividad explicado mas
adelante.
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CAPIiTULO

META-ANALISIS DE SNPS ASOCIADOS A FARMACOGENETICA

os efectos adversos asociados a farmacogenética estan relacionados en su mayoria a
SNPs, y sus consecuencias comprometen el funcionamiento normal del organismo en la
detoxificaciéon de drogas, en mayor o menor medida.

En los estudios de andlisis de dichos efectos adversos se busca encontrar si existe correlacion
entre la aparicién de una variante SNP y un efecto deletéreo. En general, a partir de un grupo de
pacientes, se les realiza una genotipacion para determinar si poseen o no el SNP (factor de riesgo)
y se observa la aparicion de efectos adversos (outcome de interés). De esta manera, se distinguen
cuatro grupos:

= Pacientes con el SNP de interés y efectos adversos
= Pacientes sin el SNP de interés y efectos adversos
m Pacientes con el SNP de interés y sin efectos adversos

= Pacientes sin el SNP de interés y sin efectos adversos
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A partir de la informacion anterior, se logra construir la siguiente tabla de contingencia:

Outcome
Con Efectos Adversos | Sin Efectos Adversos | Total
a b a+b
o | Con SNP
@
Q
% _ c d c+d
3 | Sin SNP
S
(6]
o a+b b+d N
Total

Se definio para este trabajo el factor de riesgo como la presencia de SNPs de DPYD y el
outcome como los efectos adversos al 5-FU.

La tabla de contingencia es luego analizada para ver si existe una correlacion estadisticamente
significativa entre la aparicion de efectos adversos y la presencia o ausencia de una o mas variantes
SNP.

Hoy en dia es numerosa la evidencia a favor y en contra del efecto de determinados SNPs en la
aparicion de efectos adversos de drogas, y es conveniente entonces realizar un meta analisis de la
informacion publicada para dirimir la informacién contradictoria. Existe una metodologia especifica
a seguir para realizar de forma objetiva este meta andlisis, el cual constituye una parte fundamental
de esta tesis. En el presente capitulo se explicaran los métodos utilizados para dicho meta analisis,
junto con la tabla final obtenida.

5.1. Introduccion Tedrica de Estadistica

Al aplicar estadistica inferencial y tests estadisticos para determinar un p-value lo que conclui-
mos es la probabilidad de obtener los datos recolectados en este estudio dado que la hipotesis de
igualdad (hip6tesis nula) sea cierta, estableciendo generalmente el valor de corte en 0.05.

Es decir, si el p-value es menor a 0.05 podemos decir que se rechaza la hipotesis de igualdad
y se acepta que el grupo con cierto factor de riesgo es significativamente diferente del grupo de
personas sin éste. Sin embargo, el p-value no indica el grado de diferencia, simplemente aporta
una probabilidad de que lo sean.

Por ejemplo, personas que posean el SNP rs3918290 del gen DPYD tienen mayor probabilidad
de desarrollar efectos adversos al 5-FU, con un p-value que asegura que esto es asi. Pero jcuanto
mayores son los efectos adversos en los pacientes que poseen dicho SNP frente a los que no lo
poseen?
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Considerando lo anterior, se deben incorporar en el informe también resultados sobre medidas
de efecto, es decir, asumiendo que el factor de riesgo logra diferenciar significativamente a los
distintos grupos, determinar cuanto varia el grado del efecto.

Hay varias medidas de efecto, pero entre las mas comunes se encuentran la razén de momios
u Odds Ratio (OR) en inglés y el riesgo relativo o Relative Risk (RR) en inglés. Las ecuaciones que
los definen son las siguientes (considerando la tabla de contingencias anterior):

(a/b)
“(c/d)

) (a/a +b)

RE: (c/le+d)

Dado que nuestro objetivo a futuro es poder desarrollar un puntaje de riesgo poligénico (PRS),
necesitamos que por cada SNP asociado a efectos adversos haya un puntaje (score) individual
asociado. Por lo tanto, consideramos que las medidas de efecto son el objeto estadistico que se
corresponde con nuestro propdésito.

Sin embargo, si bien mucha de la bibliografia sobre el tema en cuestion incluye ya alguna de
estas medidas de efecto, otros no lo hacen y muestran solamente la cantidad de pacientes por
grupo (a,b,cy d).

A su vez, cabe sefnalar que la medida de efecto de un estudio puntual no tiene por qué ser la
misma que la de otro (aunque no deberian diferir sustancialmente).

Por ultimo, si solo se consideraran los estudios que informan medidas de efecto, la media de
todas esas medidas no seria un estimador fiable, ya que no considera ponderacién por p-value o
tamafno muestral.

Por lo tanto cabe preguntarse, ¢cual es el método correcto para definir un Unico valor de medida
de efecto para cada SNP? La respuesta es un meta-andlisis.

5.2. Meta-analisis

5.2.1. ¢Qué es un meta-analisis?
El glosario de Cochrane [56] define un meta-analisis como:

“El uso de técnicas estadisticas en una revision sistematica para integrar los resultados
de los estudios incluidos |[...]”

De esta manera, a partir de la informacién recolectada de distintos estudios se puede llegar a
una conclusién final de interés.

En nuestro caso, el meta-analisis apunta a la busqueda bibliografica de las cohortes que refieran
efectos adversos asociados a la terapia con 5-FU, la recoleccion de los datos de incidencia de
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variantes en el gen DPYD asociadas a dichos efectos adversos, y su posterior integraciéon en un
unico valor robusto de OR que nos permita luego incluirlo en un PRS. Este sera incorporado al
analisis de datos provenientes del panel de secuenciacién de manera de orientar al médico sobre
la probabilidad de que los pacientes con uno o mas polimorfismos en el gen DPYD puedan sufrir
efectos adversos.

5.2.2. Busqueda bibliografica

La busqueda de estudios sobre efectos adversos a 5-FU relacionado a SNPs de DPYD se
realiz6 utilizando operadores booleanos en PubMed. Se limit6 la busqueda a estudios en humanos
correspondientes a los ultimos 10 afos. A su vez, dado que nuestro objetivo final es llegar a una
medida de efecto general a partir de datos crudos, es necesario que los datos sean de estudios
primarios y no estén repetidos. Por lo tanto, se excluyeron reviews, meta-analisis y reportes de
caso. El booleano de busqueda utilizado puede observarse en el Anexo A.

5.2.3. Criterios de inclusion y exclusién

Como criterios de inclusion, se establecio que se utilizarian aquellos trabajos que:

Reportan que el outcome de interés es efectos adversos a fluoropirimidinas
= Reportan el criterio de clasificacion de toxicidad

m Reportan equilibrio de Hardy-Weinberg (para evitar estudios en poblaciones que puedan
tener algun sesgo genético)

= Reportan edad y sexo

m Reportan las cantidades por grupo (mutados y no mutados, con outcome y sin outcome) que
permitan el armado de la tabla de contingencia

= Reportan variantes que estuvieran analizadas en mas de dos estudios

Si alguna de la informacién anterior no se podia obtener del paper, entonces no se incluia
para nuestro meta-analisis. El proceso primario de seleccion de papers fue segun el criterio de si
cumplian o no el outcome de interés, a partir de la lectura del abstract. Luego, con aquellos que
lo cumplian, se realizd una lectura del paper completo para chequear los restantes criterios de
inclusién. En la figura 5.1 se puede observar el proceso de seleccion de estudios completo.
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337

Resultados obtenidos de la
busqueda en Pubmed

L

130
Estudios seleccionados para su
andlisis preliminar por resumen
(abstract)

207

-No estudios primarios

-No estudios en humanos
-Antiguedad mayor a 10 afios

Y

a5

Estudios seleccionados para su
lectura completa

-No tienen toxicidad como

outcome

-No estudian variantes de DPYD

-No relevante

L

pEs

Estudios considerados para el
meta-andlisis

24
-No discriminan grupos

| -No cumplen criterios de inclusion

-Datos inconsistentes

Figura 5.1: Diagrama de flujo de la seleccion de estudios

5.2.4. Analisis estadistico
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Todo el procesamiento estadistico fue realizado en R (version 3.4.2). El meta-andlisis estadistico
consistié en obtener un OR final a partir de los distintos estudios, a partir del método DerSimonian-
Laird de efectos aleatorios [57]. Se aplicd una correccién de continuidad de 0.5 en toda la tabla
en aquellos casos en que una celda fuese cero [58]. A su vez se midié el I? como una medida de
heterogeneidad entre estudios.



CAPITULO 5. META-ANALISIS DE SNPS ASOCIADOS A FARMACOGENETICA

5.3. Resultados

A continuacién se muestran los graficos para cada uno de ellas:

Pacientes ~ Pacientes
con mutacién sin mutacién
Estudio Efectos Total EfectosTotal
Loganayagam, 2013 10 14 94 416
Deenen, 2011 10 24 112 457
Rosmarin, 2014 18 41 285 847
79 1720

Modelo DerSimonian-Laird

Heterogeneidad: 1* = 68%, 1° = 0.4062, p = 0.04

Figura 5.2: Meta-analisis de los estudios investigando la asociacion entre rs1801158 y efectos
adversos a 5-FU. La linea continua vertical indica el 1, por encima del cual hay efectos exacer-
bados y por debajo efectos mitigantes. La linea punteada vertical indica la media del modelo de
DerSimonian-Laird. El tamafno de los cuadrados estéa relacionado al tamaro del estudio (peso). Las

Odds Ratio

—
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0.1

¢-
1

051 2 10

OR 95%-Cl

% 8.56 [2.63; 27.93]
2.20 [0.95; 5.09]
1.54 [0.82; 2.91]

Peso

15.56%
30.7%
53.9%

100.0%

2.73 [1.13; 6.59]

lineas hacia los costados de los cuadrados indican el intervalo de confianza.

Pacientes Pacientes

con mutacién sin mutacién

Estudio Efectos Total EfectosTotal
Toffali, 2015 85 13 87.5 592
Isaakidou, 2016 95 20 455 76
Froehlich, 2015 0.5 5 725 425
Jennings, 2013 2.5 4 425 251
Loganayagam, 2013 25 4 1025 429
Kristensen, 2010 1.5 3 235 67
Deenen, 2011 5.5 8 1345 561
Braun, 2009 2.5 5 107.5 404
Scwab, 2008 6.5 14 1045 671
Rosmarin, 2014 4.5 8 2895 899
84 4375

Modelo DerSimonian-Laird

Heterogeneidad:i* = 53%, ©* = 0.6675, p = 0.02

Figura 5.3: Meta-analisis de los estudios investigando la asociacién entre rs3918290 y efectos
adversos a 5-FU. La linea continua vertical indica el 1, por encima del cual hay efectos exacer-
bados y por debajo efectos mitigantes. La linea punteada vertical indica la media del modelo de
DerSimonian-Laird. El tamafo de los cuadrados esta relacionado al tamafio del estudio (peso). Las

Odds Ratio

[
e —
v

"
"
N

OR 95%-Cl

10.89 [3.40; 34.91]

0.61 [0.23; 1.63]
0.54 [0.03; 10.14]
8.18 [1.05; 63.57]
5.31 [0.69; 40.68]
1.85 [0.18; 18.80]
6.98 [1.54; 31.50]
2.76 [0.47; 16.14]
4.70 [1.61; 13.71]
2.71 [0.66; 11.02]

3.25 [1.58; 6.69]

lineas hacia los costados de los cuadrados indican el intervalo de confianza.
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Peso

15.8%
21.8%
2.5%
5.1%
5.2%
4.0%
9.4%
6.8%
18.6%
10.8%

100.0%



5.3. RESULTADOS

Pacientes Pacientes
con mutacién sin mutacién

Estudio Efectos Total Efectos Total Odds Ratio OR 95%-Cl Peso
Toffoli, 2015 1.5 3 945 594 T—E— 5.29 [0.54; 51.36] 23.9%
Lee, 2014 25 5 857.5 2591 — 2.02 [0.35; 11.69] 40.2%
Froehlich, 2015 1.5 3 705 429 -T— 5.09 [0.52; 49.59] 23.9%
Loganayagam, 2013 1.5 2 103.5 430 ——+—%———— 0.46 [0.38; 234.09] 12.0%

13 4044 i 100.0%
Modelo DerSimonian-Laird —_ 3.82 [1.26; 11.61]

1

Heterogeneidad: 1° = 0%, = 0, p = 0.81 ' ' '
0.01 0.1 1 10 100

Figura 5.4: Meta-analisis de los estudios investigando la asociacion entre rs55886062 y efectos
adversos a 5-FU. La linea continua vertical indica el 1, por encima del cual hay efectos exacer-
bados y por debajo efectos mitigantes. La linea punteada vertical indica la media del modelo de
DerSimonian-Laird. El tamafio de los cuadrados esta relacionado al tamaro del estudio (peso). Las
lineas hacia los costados de los cuadrados indican el intervalo de confianza.

Pacientes Pacientes
con mutacién sin mutacién

Estudio Efectos Total EfectosTotal Odds Ratio OR 95%-Cl Peso
Toffoli, 2015 3.5 6 925 584 : 7.44 [1.45; 38.28] 19.4%
Froehlich, 2015 0.5 4 725 426 — 0.70 [0.04; 13.63] 5.9%
Jennings, 2013 25 3 425 252 —+—%——— 24.65 [1.16; 522.63] 5.6%
Loganayagam, 2013 3.5 5 1015 427 —— 7.48 [1.09; 51.33] 14.1%
Deenen, 2011 5.5 9 1345 561 —=— 4.98 [1.29; 19.30] 28.4%
Rosmarin, 2014 95 12 2795 871 —_ 8.04 [1.98; 32.63] 26.6%
39 321 : 100.0%
Modelo DerSimonian-Laird < : 6.31 [3.06; 12.98]

Heterogeneidad: /2 = 0%, 12 = 0, p = 0.67 I T I
0.01 0.1 1 10 100

Figura 5.5: Meta-analisis de los estudios investigando la asociacién entre rs67376798 y efectos
adversos a 5-FU. La linea continua vertical indica el 1, por encima del cual hay efectos exacer-
bados y por debajo efectos mitigantes. La linea punteada vertical indica la media del modelo de
DerSimonian-Laird. El tamafio de los cuadrados esta relacionado al tamafio del estudio (peso). Las
lineas hacia los costados de los cuadrados indican el intervalo de confianza.
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CAPITULO 5. META-ANALISIS DE SNPS ASOCIADOS A FARMACOGENETICA

Pacientes Pacientes

con mutacién sin mutacién

Estudio Efectos Total Efectos Total Odds Ratio OR 95%-Cl Peso
Lee, 2016 32 78 606 1875 S 1.46 [0.92; 2.31] 42.8%
Falvella, 2015 1 2 22 61 . 1.77 [0.11; 29.76] 1.1%
Froehlich, 2015 11 23 61 416 —— 5.33 [2.25; 12.63] 12.3%
Jennings, 2013 3 10 41 243 —t— 211 [0.52; 8.51] 4.7%
Deenen, 2011 14 28 125 540 ——— 3.32 [1.54; 7.15] 15.5%
Rosmarin, 2014 18 43 284 866 -+ 1.48 [0.79; 2.75] 23.6%

184 4001 : 100.0%
Modelo DerSimonian-Laird = 2.22 [1.39; 3.55]

Heterogeneidad:/? = 47%, t° = 0.1449, p = 0.09 ' ' ' '
01 051 2 10

Figura 5.6: Meta-analisis de los estudios investigando la asociacion entre Hap3 y efectos adversos
a 5-FU. La linea continua vertical indica el 1, por encima del cual hay efectos exacerbados y por
debajo efectos mitigantes. La linea punteada vertical indica la media del modelo de DerSimonian-
Laird. El tamafio de los cuadrados esta relacionado al tamario del estudio (peso). Las lineas hacia
los costados de los cuadrados indican el intervalo de confianza.

Se puede observar que las variantes rs1801158 y rs3918290 estan significativamente asociadas
a efectos adversos a 5-FU. A pesar de que se obtuvo una heterogeneidad mayor a 50% a partir del
test I2, este valor puede obviarse dado que el resultado final es significativo.

Entre los casos no significativos, podemos observar el Hap3 (un haplotipo conformado por las
variantes rs56038477 y rs75017182 que se encuentran en un 100% de desequilibrio de ligamento
[59]). Si bien el p-value es mayor a 0.05, no esta muy lejano del umbral de significancia y se puede
observar una heterogeneidad plausible (menor a%50). Por lo tanto el resultado final es aceptable.

Por ultimo, las variantes rs67376798 y rs55886062 no fueron significativamente asociadas a
efectos adversos a 5-FU. El principal motivo son los bajos tamanos muestrales, especificamente
sobre la cantidad de pacientes con la mutacién.

Sin embargo, se observa que existe una tendencia, dado que todos los estudios (exceptuando
Froehlich,2015) y el OR final se encuentran a la derecha del 1 y a su vez, el 1 no se encuentra
comprendido en el intervalo de confianza. Para obtener una estadistica significativa se requerira de
mas estudios sobre estas variantes, por lo tanto, si bien estos resultados son provisorios, podrian
considerarse los mas pertinentes hasta el momento.
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5.4. CONCLUSIONES

5.4. Conclusiones

De este analisis se desprende que los polimorfismos mencionados, analizados en un total de
entre 1700 y 4900 pacientes, tienen ORs que justifican un riesgo mayor de sufrir efectos adversos
cuando los mismos estan presentes en el genoma del individuo. El hecho de que algunos OR
no muestren una significancia estadistica suficiente no lo consideramos un impedimento para
el posterior analisis de PRS dado que el mismo considerard en su ponderacién el p-value del
meta-analisis para cada variante.

Por ello, las variantes significativamente asociadas, asi como el Hap3 formaran parte del PRS
que se pretende construir en el futuro. Estos se combinaran con otros polimorfismos que seran
analizados del mismo modo, pero considerando el efecto en el metabolismo del irinotecan y del
oxaliplatino.

Las variantes no significativamente asociadas seran evaluadas posteriormente con analisis
mas exhaustivos, a fin de determinar si resultan o no idéneos para su incorporacion al PRS.
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CAPIiTULO

COSTO-EFECTIVIDAD

n este capitulo se expondra un andlisis sobre los costos de tratamiento del CCR metastésico.

Se compararan los costos en los que se incurren actualmente con los costos que derivarian

con el uso del panel genético propuesto. Los resultados se expresan en pesos argentinos
y son en base a precios de la ultima licitacién del Banco de Drogas de la Provincia de Buenos
Aires[60] y a calculos idéneos indicados por el economista especialista Santiago Pesci.

6.1. Datos requeridos para el calculo de dosis

El Area de Superficie Corporal (Body-Surface Area o BSA) es un parametro considerado
para determinar la dosis de algunos quimioterapicos. Como primer paso para determinar el costo
asociado al tratamiento, es necesario saber la cantidad de medicamento suministrado a los
pacientes. Para este andlisis se consideraran parametros normales, asumiendo que dentro de
una muestra de pacientes lo suficientemente grande, los valores son cercanos a la media de la
distribucion normal (por el teorema de los grandes numeros).

Segun la férmula de Mosteller [61], el BSA puede calcularse como:

o, |Altura(cm)
BSA(m®) = Peso(kg)
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CAPITULO 6. COSTO-EFECTIVIDAD

Segun resultados preliminares del Primer Estudio Antropométrico Nacional en Argentina llevado
a cabo por el INTI, los valores promedios de peso y altura son:

= Mujeres: 60,8 kg y 160,6 cm*
= Hombres: 74,4 kg y 174,0 cm*

*Aclaracion: no se informan intervalos de confianza ni errores.

Por lo tanto, se considera un BSA promedio de 1.63m? para mujeres y de 1.53m? para hombres.
A su vez, es un dato relevante es que la incidencia del CCR en hombres es mayor que en mujeres,
58% y 42% respectivamente.

6.2. Regimenes de tratamiento

Dado que el panel esta pensado con principal aplicacién en poblaciones de pacientes con
CCR metastésico, se obtuvieron los datos de regimenes de quimioterapia para este estadio. Estas
dosis son, en principio, las mismas para su aplicacién en cualquiera de las lineas que se considere
adecuada. A continuacion se detallan distintas combinaciones factibles, con duracion de 3 meses:

- FOLFOX: Oxaliplatino 85 mg/m? por IV + leucovorina 400 mg/m? por IV, 120 minutos en dia 1.
5-FU bolo de 400 mg/m? por IV en dia 1, luego 1200 mg/m? dos veces por dia durante dos
dias de infusién. Repetir cada dos semanas.

- FOLFIRI: Irinotecan 180 mg/m? por IV durante 30-90 minutos + leucovorina 400 mg/m? por IV
(infundida para igualar la duracion de la infusion de irinotecan) en dia 1. 5-FU bolo de 400
mg/m? por IV en dia 1, luego 1200 mg/m? dos veces por dia durante dos dias de infusién.
Repetir cada dos semanas.

- FOLFOXIRI: Irinotecan 165 mg/m? por IV durante 60 minutos, luego oxaliplatino 85 mg/m? por
IV + leucovorina 200 mg/m? por IV 120 minutos (concurrente con el oxaliplatino). Luego 5-FU
800 mg/m? dos veces por dia durante dos dias de infusién. Repetir cada dos semanas.

A su vez, estos tratamientos se realizan en conjunto con agentes biolégicos adicionales. Entre
ellos, el mas eficiente es el cetuximab, y el ideal para complementar con los anteriores aunque es
efectivo Unicamente para tumores del tipo KRAS wild type. Ninguno de los tratamientos descriptos
previamente modifican su dosis por su agregado, y se suministran en todos los casos del siguiente
modo:

- Bevacizumab: 5 mg/kg por IV durante 30-90 minutos en dia 1. Repetir cada 14 dias.
- Cetuximab: 400 mg/m? durante 120 minutos en dia 1, luego 250 mg/m? semanalmente
- Panitumumab: 6 mg/kg por IV durante 60 minutos en dia 1. Repetir cada 14 dias.
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6.3. COSTOS DE TRATAMIENTOS ACTUALES

Las siguientes drogas suelen suministrarse solas en 3ra o 4ta linea de cuidados paliativos:

- Regorafenib: 160 mg PO (via oral) por dia, durante los primeros 21 dias de los ciclos de 28 dias.

- TAS 102(trifluridina/tipiracilo): 35 mg/m? PO (via oral) redondeo dos veces por dia, en los dias 1
a5y 8a 12 de cada ciclo de 28 dias. No se debe exceder los 80mg/dosis. Dosis basada en

el componente de trifluiridina, redondeado al multiplo de 5 mas cercano.

6.3. Costos de tratamientos actuales

A partir de la licitacién anteriormente mencionada[60], se obtuvieron los valores actuales (para
el sector publico) de las siguientes drogas involucradas.

Costo(Presentacion)

Costo Unitario

Droga Presentacion Marca Comercial
Oxaliplatino | 1 frasco X 100 mg. PHARM
5-FU 5 frasco X 500 mg./10 ml. | GOBBI

Irinotecan 1 frasco X 100 mg. /5 ml. | ASPEN
Cetuximab 1 frasco X 100 ml (5mg/ml) | SERONO
Bevacizumab | 1 frasco X 400 mg. /16 ml. | BEVAX

$350
$143
$480
$58223
$20970.98

3.5 $/mg
0.0572 $/mg
4.8 $/mg
116.45 $/mg
52.43 $/mg

Los valores de leucovorina, panitumumab, regorafenib y TAS 102 no estaban disponibles en la
licitacién. Por lo tanto se implementa un método alternativo, propuesto por el Banco de Drogas,
que consiste en obtener el precio de drogas utilizadas en la terapia endocrina y quimioterapia con
el siguiente célculo:

Valor Vademecum ANMATx1,21xCA
1,7545

CA es la cantidad de oferentes, y el valor a incluir sera segun dicha cantidad:

Precio de droga =

Cantidad | Valor
0.71
0.49
0.45
0.41
0.35
0.35
0.31
0.24
0.20
0.15

© 00 N O o1k~ N =

V
©
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Por lo tanto, se pudo confeccionar la siguiente tabla, obteniendo la informacién del Vademecum

de ANMAT [62]:
Droga Presentacion Oferentes | Costo Calculado | Costo Unitario
Leucovorina |1 frasco X 50 mg. 7 $109.26 2.18 $/mg
Panitumumab | 1 frasco X 100 mg./2 ml. 1 $22080 220.8 $/mg
Regorafenib | 84 comprimidos de 40mg 1 $100770.22 30 $/mg
TAS 102 60 comp. 20mg triflu. + 8.19 tipi. | 1 $98244.63 81.87 $/mg

Finalmente, podemos calcular el costo de cada tratamiento para un paciente promedio:

Tratamiento Costo por paciente hombre | Costo por paciente mujer
FOLFOX+cetuximab $619239.41 $665252.94
FOLFIRI+cetuximab $624439.88 $665252.94
FOLFOXIRI+cetuximab $621457.30 $662075.42
FOLFOX+bevacizumab $130490.27 $109978.99
FOLFIRI+bevacizumab $135690.74 $115519.36
FOLFOXIRI+bevacizumab | $132708.16 $112341.84
FOLFOX+panitumumab $604857.23 $497633.71
FOLFIRI+panitumumab $610057.70 $503174.08
FOLFOXIRI+panitumumab | $132708.16 $112341.84
Regorafenib $302400 $302400
TAS 102 $270171 $270171

6.4. Costos del panel

Las tecnologias actuales tienen un rango dinamico variado en términos de profundidad de
lectura y numero de muestras que pueden ser analizadas simultdneamente. Las capacidades de
analisis dependen del tipo y modelo de equipamiento NGS disponible y la demanda del servicio
teniendo en cuenta los tiempos de respuesta (turnaround time) requerido. a los fines de simplificar
el andlisis establecemos dos posibles escenarios:

1. Baja escala: para un servicio con bajo requerimiento de analisis, 6ptimo para 4 muestras
como maximo.

2. Alta escala: para un servicio con un mayor requerimiento, éptimo para un minimo de 10
muestras y un maximo de 20.

Se realiz6 el estudio de los costos del panel considerando que un anélisis completo lleva los
siguientes pasos (ver seccién 2.2 para mas informacion):
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6.5. COMPARACION DE COSTOS

Etapa Costo asociado por muestra (USD)
1 muestra | 4 muestras | 10 muestras | 20 muestras

Pre y pos analitica 100 100 100 100
Preparacién de muestra 111.75 111.75 111.75 111.75
PCR de emulsién 200.40 50.10 15.85 11.89
Secuenciacion 721.91 180.48 62.77 47.08
Software de andlisis 5.00 5.00 5.00 5.00
Gastos indirectos y miscelaneos | 50 50 50 50

| TOTAL | 1663 664 445 416

6.5. Comparacion de costos

6.5.1. Panel vs No Panel

El cetuximab es el agente biol6gico con mayor efectividad de tratamiento y prolongacion de la
sobrevida del paciente. Sin embargo, éste no es efectivo si el tumor tiene el gen KRAS mutado, ya
que esta mutacién se da aguas abajo en la via.

Dado que, en ausencia de analisis genético, es imposible saber si la mutacién existe o no, a
priori todos los pacientes reciben tratamiento con cetuximab.

Para la comparacion de costos se asume una muestra de 100 pacientes, y se eligié el escenario
mas favorable para tratamientos sin panel y el mas desfavorable para el tratamiento con panel. De
este modo nos aseguramos que si con este planteo el resultado es beneficioso, cualquier escenario
intermedio lo sera.

m Escenario sin uso del panel: se utiliza el tratamiento menos costoso, que consiste en sumi-
nistrar FOLFOX+cetuximab en una poblacién de todos hombres

= Escenario con el uso del panel: se utiliza el tratamiento quimioterapico tradicional mas
costoso, FOLFOXIRI, y los agentes de terapia dirigida seran suministrados adecuadamente
segun su perfil genético. A su vez, se asume que toda la poblacion es femenina y que las
muestras deben secuenciarse de a una.

El primer escenario conlleva un costo de $61.9 millones.

En el segundo escenario, los costos son los propios del tratamiento mas los del panel. El costo
de secuenciar asciende a $2.78 millones, el costo por el tratamiento con cetuximab es de $9.3
millones y con bevacizumab (para los que no benefician de terapia anti-EGFR, ver secciones 1.4.4
y 4.3) es de $18.6 millones. A continuacion, se puede observar la diferenciaciéon en grupos segln
el perfil genético y los costos asociados:
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ESCENARIO DE TRATAMIENTO
SIN USO DEL PANEL

{100 PACIENTES ) FOLFOX + $61,0 Millones
S A

cetuximab
ESCENARIO DE TRATAMIENTO
CON EL USO DEL PANEL FOLFOXIRI + )
. 59,3 Millones
cetuximab
(100 PACIENTES SECUENCIACION
$2,78 Millones
{pecr caso) FOLFOX +

bevacizumab $18,6 Millones

Figura 6.1: Costos asociados al escenario de tratamiento sin panel vs con panel

6.5.2. Panel vs Gen KRAS y NRAS solos

A raiz de lo explicado, seria l6gico cuestionarse cual es el costo-beneficio del panel en compa-
racion a la secuenciacién sola de los genes que condicionan la eficiencia del cetuximab. Los kits
comerciales realizan el analisis de hasta 4 variantes de cada gen y su precio es de aproximada-
mente $6000 pesos. Se deduce que el precio de analizar a cada paciente por Unicamente estas
8 variantes seria de $12000 (USD 685.7, considerando conversion al 1/12/17). Por lo tanto, si se
secuenciara de a 4 muestras el panel resulta mas econdémico que los genes solos. A su vez, el wild
type de esas 8 variantes no asegura sensibilidad al cetuximab, ya que hay variantes fuera de esas
que pueden generar resistencia, asi como mutaciones en PIK3CA, BRAF, AKT y PTEN que no se
estan considerando. El panel cuenta con otros 54 genes aparte de los anteriores, con lo cual se
puede obtener variedad de informacién de relevancia clinica y terapéutica como la caracterizacion
del tumor y la resistencia o sensibilidad a varios tratamientos distintos, no solo cetuximab (ver
seccién 4 para mas informacion). Por lo tanto, se observa que es superador en cuanto a costos y
en cuanto a beneficios en comparacién al andlisis de las variantes de KRAS y NRAS solos.
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6.6. Conclusiones

Se concluye que el panel es costo-efectivo. Genera un ahorro enorme frente a la no utilizacién
de andlisis genéticos y un ahorro considerable frente al andlisis de Unicamente dos genes. Cabe
aclarar que en este analisis no contempla ciertos costos de insumos o personal asociados a los
tratamientos como la solucion salina para aplicacion, personal del hospital y otros costos asociados
a la utilizacion del hospital de dia, ni costos de amortizaciones o costos fijos prorrateados segun el
volumen total de servicios. Tampoco se consideran factores subjetivos como la mejora en la calidad
de vida. Sin embargo, estos factores difieren levemente entre ambos escenarios pudiendo incluso
ser mejores en el caso de la utilizacion del panel. Por lo tanto, si se les asociara un costo, se veria
aun mas el beneficio ya que la calidad de vida mejora por evitar efectos adversos, tratamientos
ineficientes y procedimientos innecesarios, asi como una reduccioén en la utilizacion del hospital de
dia por contar con tratamientos que funcionan. Por lo tanto, con las limitaciones impuestas por la
simplificacion del andlisis, podemos concluir que en el escenario argentino la utilizacion de este
panel es viable y una alternativa beneficiosa al tratamiento actual.
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CAPIiTULO

CONCLUSIONES FINALES

En este proyecto se logré el disefio de un panel genético para guiar el manejo terapéutico del
CCR.

Los genes considerados fueron analizados a partir de bibliografia confiable y en debates
con expertos en el area, diferenciando entre mutaciones somaticas clasificatorias y mutaciones
informativas para terapia. Se constato la viabilidad de su construccion con el programa Ampliseq
Designer y se obtuvieron los parametros relevantes. El disefio final consiste en 53 genes, con un
largo de 263.65kb y 1400 amplicones.

En una segunda etapa, se analizaron los polimorfismos de linea germinal de DPYD que afectan
al metabolismo del 5-FU. Para poder utilizar la informacién presente en la literatura como indicativa
de la magnitud y direccion del efecto de los polimorfismos sobre los efectos adversos, se opt6 por
la realizacion de un meta-andlisis, y se obtuvieron variantes significativamente asociadas a efectos
adversos a 5-FU, una variante no significativa pero aceptable y dos que requieren de andlisis
posteriores. Estos resultados seran utilizados en el futuro para el desarrollo de un PRS.

Por ultimo, se realizo un analisis basico de costo-efectividad en el cual se comparé primero la
utilizacién del panel versus su no utilizacién y después su utilizacién versus el andlisis de genes
individuales (KRAS y NRAS). Se lleg6 a determinar de que en ambos casos el beneficio de la
utilizacion del panel es significativo, a la vez que genera un ahorro importante, con lo cual en lineas
generales es costo-efectivo. Queda por realizar un analisis mas especifico, que incluya un costeo
formalizado y la aplicacién de un modelo de costo efectividad que incluya un analisis basado en
la cadena de Markov para definir mas sistematicamente los estados por los que pasa el paciente
promedio a lo largo de su enfermedad y como el panel ayudaria a las decisiones en cada uno de
esos estados.

En conclusion, el disefio de un panel de biomarcadores costo-efectivo basado en herramientas
genomicas fue desarrollado satisfactoriamente. Se espera que este proyecto continde con la
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incorporacién del PRS y pueda luego ser validado analiticamente y trasladado a la practica clinica.
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APENDICE

APENDICE DEL META-ANALISIS

A.1. Operador Booleano utilizado en la busqueda en PubMed

(DPYDI[AIl Fields] OR DPD[AIl Fields] OR ("dihydrouracil dehydrogenase (nadp)"[MeSH Terms]
OR ("dihydrouracil"[All Fields] AND "dehydrogenase"[All Fields] AND "(nadp)"[All Fields]) OR
"dihydrouracil dehydrogenase (nadp)"[All Fields] OR ("dihydropyrimidine"[All Fields] AND "dehy-
drogenase"[All Fields]) OR "dihydropyrimidine dehydrogenase"[All Fields])) AND (("polymorphism,
genetic"'[MeSH Terms] OR ("polymorphism"[All Fields] AND "genetic"[All Fields]) OR "genetic
polymorphism"[All Fields] OR "polymorphism"[All Fields]) OR ("polymorphism, single nucleoti-
de"[MeSH Terms] OR ("polymorphism"[All Fields] AND "single"[All Fields] AND "nucleotide"[All
Fields]) OR "single nucleotide polymorphism"[All Fields] OR ("polymorphism"[All Fields] AND "sin-
gle"[All Fields] AND "nucleotide"[All Fields]) OR "polymorphism, single nucleotide"[All Fields]) OR
("polymorphism, genetic"'[MeSH Terms] OR ("polymorphism"[All Fields] AND "genetic"[All Fields])
OR "genetic polymorphism"[All Fields] OR ("polymorphism"[All Fields] AND "genetic"[All Fields]) OR
"polymorphism, genetic"[All Fields]) OR (pharmacogenet[tiab] OR pharmacogenetic[tiab] OR phar-
macogenetic’[tiab] OR pharmacogenetic’s[tiab] OR pharmacogenetical[tiab] OR pharmacogeneti-
cally[tiab] OR pharmacogeneticaly[tiab] OR pharmacogeneticist[tiab] OR pharmacogeneticist’s[tiab]
OR pharmacogeneticists[tiab] OR pharmacogeneticmarkers[tiab] OR pharmacogenetics[tiab] OR
pharmacogenetics’[tiab] OR pharmacogeneticsinfo[tiab] OR pharmacogenetique[tiab] OR pharma-
cogenetis[tiab]) OR ("pharmacogenetics"[MeSH Terms] OR "pharmacogenetics"[All Fields]) OR
"mutation/genetics"[Mesh Terms] OR ("genotype"[MeSH Terms] OR "genotype"[All Fields]) OR
("polymorphism, genetic'[MeSH Terms] OR ("polymorphism"[All Fields] AND "genetic"[All Fields])
OR "genetic polymorphism"[All Fields] OR "polymorphisms"[All Fields]) OR variant[All Fields] OR va-
riants[All Fields] OR ("Socioaffect Neurosci Psychol"[Journal] OR "snp"[All Fields]) OR DPYD*2A[All
Fields] OR *2A[All Fields] OR 2A[All Fields] OR IVS14+1G>A[All Fields] OR ¢.1905+1G>A[All Fields]
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OR rs3918290[All Fields] OR rs67376798[All Fields] OR c.2846A>T[All Fields] OR D949V[All Fields]
OR rs55886062[All Fields] OR c¢.1679T>G[All Fields] OR 1560S[All Fields] OR DPYD*13[All Fields])
and (“5-FU” or “fluorouracil” or “fluoropyrimidine” or “5-fluorouracil” or “capecitabine”) AND (toxicity or
adverse or side-effects or Antineoplastic Combined Chemotherapy Protocols/adverse effects|mesh])
NOT review NOT meta analysis NOT letters NOT congresses
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APENDICE

PRECIOS DE DROGAS MEDIANTE EL METODO DEL BANCO DE DROGAS

Leucovorina: Frasco ampolla 50mg

Empresa Precio
SIDUS SOCIEDAD ANONIMA | 319.48
LABORATORIO LKM S.A. 320.00
G P PHARM SA(KABI) 341.28
G P PHARM SA(FILAXIS) 455.60
MICROSULES ARGENTINA S A | 568.00
GOBBI NOVAG S.A. 575.06
TUTEURSACIFIA 997.16

A partir de los datos anteriores se obtiene que CA=0.31 (7 oferentes) y se calcula el promedio:

(B.1)
319,98 + 320 + 341,28 + 455,6 + 568 + 575,06 + 997,16
Promedio Vademecum ANMAT =—— ’ - ’ =510,94

Finalmente, se calcula el precio de la leucovorina:

510,94x1,21x0,31
Precio de 1 ina = - - ~— =109,26
recio de leucovorina L7545

Para las drogas restantes, hay un Unico oferente, con lo cual el precio es Unico. A continuacién

se detallan los calculos utilizados:

45093x1,21x0,71
Preci i = . * ~ =22080
recio de panitumumab 17545

45093x1,21x0,71
Precio d fenib = - ~— =100770,22
recio de regorafeni L7545
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9200640,44x1,21x0,71
Precio de TAS102 = - 7’;4;) 9824463
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APENDICE

CoOSTOS POR TRATAMIENTO

C.1. FOLFOX

Dado que el tratamiento dura 3 meses y se repite cada dos semanas, se multiplica por dos (dos
veces por mes) por 3 (tfres meses).

(C.1) Cantidad de oxaliplatino (hombres) = 85mg/m? x 1,53m? x 2 x 3 =780,3mg
(C.2) Cantidad de leucovorina (hombres) = 400mg/m2 x 1,53m2 x2x3 =3672mg
(C.39)

Cantidad de 5 — FU (hombres) = (400mg/m?x1,53m? + 1200mg/m?2x1,53x2x2)x2x3 = 47736mg

(C.4) Cantidad de oxaliplatino (mujeres) = 85mg/m? x 1,63m? x 2 x 3 =831,3mg

(C.5) Cantidad de leucovorina (mujeres) = 400mg/m? x 1,63m? x 2 x 3 =3912mg

(C.6)
Cantidad de 5 FU (mujeres) = (400mg/m? x 1,63m? + 1200mg/m? x 1,63m? x2x 2)x 2 x 3 = 50856mg
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APENDICE C. COSTOS POR TRATAMIENTO

Droga Cant. hombre | Cant. mujer | Costo Unit. | CT Hombre | CT Mujer
Oxaliplatino | 780.3 831.3mg 3.5/mg $2731.05 $2909.55
Leucovorina | 3672mg 3912mg 2.18/mg $8004.96 $8528.16
5-FU 47736mg 50856mg 0.0572/mg | $2730.5 $2908.96
TOTAL $13466.51 | $14346.67

Cuadro C.1: Cantidades requeridas de drogas del tratamiento FOLFOX para hombre y mujer
promedio

CT=Costo total

C.2. FOLFIRI

(C.7) Cantidad de irinotecan (hombres) = 180m/m? x 1,53m? x 2 x 3 =1652,4mg

(C.8) Cantidad de irinotecan (mujeres) = 180m/m? x 1,63m? x 2 x 3 =1760,4mg

5-FU y leucovorina idem C.3 C.6 y C.2 C.5 respectivamente.

Droga Cant. hombre | Cant. mujer | Costo Unit. | CT Hombre | CT Mujer
Irinotecan 1652.4mg 1760.4mg | 4.8/mg $7931.52 $8449.92
Leucovorina | 3672mg 3912mg 2.18/mg $8004.96 $8528.16
5-FU 47736mg 50856mg 0.0572/mg | $2730.5 $2908.96
TOTAL $18666.98 | $19887.04

Cuadro C.2: Cantidades requeridas de drogas del tratamiento FOLFIRI para hombre y mujer

promedio

C.3. FOLFOXIRI

(C.9) Cantidad de irinotecan (hombres) = 165m/m? x 1,53m? x 2 x 3 =1514,7mg

(C.10)  Cantidad de 5—FU (hombres) = 800mg/m? x 1,53m? x 2x 2 x 2 x 3 =29376mg

(C.11) Cantidad de irinotecan (mujeres) = 165m/m? x 1,63m? x 2 x 3 =1613,7mg
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C.3. FOLFOXIRI

(C.12)  Cantidad de 5—FU (mujeres) = 800mg/m? x 1,63m2 x 2x 2 x 2x 3 =31296mg

Las cantidades de oxaliplatino son las mismas que las calculadas en las ecuaciones C.1y C.4.
Los valores de leucovorina son la mitad de los calculados en las ecuaciones C.2'y C.5.

Droga Cant. hombre | Cant. mujer | Costo Unit. | CT Hombre | CT Mujer
Oxaliplatino | 780.3 831.3mg 3.5/mg $2731.05 $2909.55
Irinotecan 1514.7mg 1613.7mg 4.8/mg $7270.56 $7745.76
Leucovorina | 1836mg 1956mg 2.18/mg $4002.48 $4264.08
5-FU 29376mg 31296mg 0.0572/mg | $1680.3 $1790.1

TOTAL $15684.4 $16709.52

Cuadro C.3: Cantidades requeridas de drogas del tratamiento FOLFOXIRI para hombre y mujer
promedio
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