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RESUMEN

El uso de fluoropirimidinas como el 5-fluorouracilo (5-FU), siguen siendo la
base de la quimioterapia de primera linea en escenario metastasico. Cuatro de
los polimorfismos del gen DPYD, que codifican la enzima dihidropirimidina
deshidrogenasa (DPD) que metaboliza el 5-FU, han demostrado estar asociados
a una disminucion de la actividad de DPD. Diversas instituciones recomiendan
su tamizaje previo al tratamiento con fluoropirimidinas, no existiendo estudios
que evalten su impacto en nuestra poblacion. Objetivo: Describir la asociacion
del fenotipo de metabolismo de dihidropirimidina deshidrogenasa y sobrevida
global de pacientes con adenocarcinoma de colon metastéasico del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas 2015-2019. Material y Métodos:
Estudio observacional, analitico, tipo cohortes, retrospectivo y transversal.
Poblacion: Pacientes con diagnostico de adenocarcinoma de colon
metastasico, entre 18 a 65 afios, con biopsia disponible, adecuada condicion
clinica y que hayan recibiendo una quimioterapia con fluoropirimidinas en
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas entre 2015 a 2019.
Procedimiento: Se realizara tamizaje de los 4 polimorfismos de DPYD de
mayor evidencia clinica (*2A, *13, D949V y *HapB3). Se determinara el
fenotipo de DPD mediante la puntuacién de actividad génica en los alelos de
DPYD, conforméandose 3 fenotipos: Metabolizador normal, Metabolizador
intermedio y Metabolizador pobre. Analisis de datos: Se estimaran las curvas
de supervivencia de cada fenotipo utilizando el método Kaplan-Meier para
calcular la mediana de sobrevida global. Para la comparacién de sobrevida
global entre los 3 fenotipos se utilizard el test de Long Rank y para la
comparacion entre pares, el Hazard ratio y el test de Regresion de Cox.

Palabras clave (MeSH): Neoplasias del Colon, Andlisis de Supervivencia,
Fluorouracilo.

INTRODUCCION

El cancer de colon fue el quinto en frecuencia a nivel mundial el 2020, con
predominio en la poblacidn asiatica y europea, estimandose una incidencia de
1.14 millones de casos y una mortalidad de 547.61 mil casos. En el mismo afio
en el Pery, también fue la quinta neoplasia méas frecuente, siendo mas comun
en hombres que mujeres (relacion 1.25:1), con una incidencia de 3514 casos y
una mortalidad de 1886 casos, representado la sexta neoplasia mas letal. Siendo
el tipo histoldgico adenocarcinoma el mas frecuente y constituyendo cerca del
95% de los casos (1,2).

Alrededor del 20% de pacientes con cancer colorrectal presentan metastasis a
distancia al diagnostico y cerca del 25% de pacientes con enfermedad
localizada desarrollaran metastasis posteriormente. En este grupo de pacientes
se estima una sobrevida de hasta el 75% al primer afio y menor del 20% al
quinto afio del diagndstico (3).

En el Peru se ha reportado una supervivencia a 2 afos de hasta 87,3% y a 5
afios de hasta 12,9% de pacientes con cancer colorrectal metastasico sometidos
a terapia multimodal (quimioterapia, metastasectomia y terapia biologica), con
una sobrevida global media de 24.2 meses (4).



Pese a los avances en el tratamiento sistémico del cancer de colon metastasico
(como la asociacion a terapia biologica y la estratificacion del perfil genético-
mutacional), el uso de una fluoropirimidina como el 5-fluorouracilo (5-FU) o
su precursor capecitabina, siguen siendo la base de la quimioterapia de primera
linea en el escenario metastasico, con excepcion del grupo con alta
inestabilidad de microsatélites (5).

Solo cerca del 3% del 5-FU suministrado es finalmente anabolizado a
metabolitos citotoxicos que ejercen sus efectos tras su incorporacion al ADN y
ARN, y principalmente mediante la inhibicién de la enzima timilidato sintasa.
Es asi que, mas del 80% de la dosis del 5-FU es catabolizado principalmente a
nivel hepatico por la enzima dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) siendo
finalmente excretado en la orina (junto al remanente del 5-FU de forma
directa). Por lo que esta via catabdlica esta directamente asociada a la respuesta
al tratamiento con 5-FU y a la modulacion de sus efectos adversos
(hematologicos, gastrointestinales y dermatologicos) dosis dependientes y
potencialmente letales en cerca del 1% de casos (6).

Diversas variantes de los genes que codifican las enzimas de la via metabdlica
del 5-FU estan potencialmente implicadas en la toxicidad a fluoropirimidinas
hasta en 40% de casos. Los mas frecuentes son los polimorfismos del gen
DPYD, gen de caracter autosomico recesivo que codifica la enzima DPD, del
cual se han descrito mas 7600 variantes (la mayoria silentes). De las cuales
existen cuatro que han demostrado estar consistentemente asociadas a una
marcada disminucion de la actividad de DPD en al menos 20% de casos de
toxicidad severa. Dentro de las que se encuentran: el polimorfismo de
nucleotido tnico (SNP) los alelos DPYD*2A (¢.1905+1G>A) el mas frecuente,
DPYD*13 (c.1679T>G), SNP D949V (c.2846A>T) y la coleccién de SNP
*HapB3 que incluyen a ¢.1129-5923C>G y ¢.1236G>A (6,7).

De acuerdo al Grupo de Trabajo de Farmacogenética Holandés (DPWG), seria
posible predecir el fenotipo de DPD mediante una herramienta traslacional
modelada mediante CYP2D6, denominada “puntuacion de actividad génica”:
una escala (de 0, 0.5 o 1) asignada a las principales variantes genotipicas de
DPYD expresadas en ambos alelos del gen, cuya sumatoria de las 2 variantes
alélicas expresaria la actividad metabdlica del DPD, en un rango de 0 (ausencia
de actividad enzimatica) a 2 (actividad enzimatica normal), con la finalidad de
ajustar las dosis de inicio de tratamiento con 5-FU, capecitabina o tegafur (o
sugerir evitarlos en ausencia de actividad). Herramienta que seria una
alternativa més accesible a los métodos habituales de medicién de actividad de
DPD: en células mononucleares en sangre periférica, prueba de aliento con 2-
13C uracilo, relacion dihidrouracilo/uracilo plasmatico y metabolismo de una
dosis de uracilo (8,9).

No obstante, esta correlacion entre genotipo y fenotipo puede verse
influenciada por la presencia de mdltiples factores concomitantes que podrian
limitar el poder predictivo de DPYD, como la presencia de nuevas variantes en
regiones no codificantes, variabilidad alélica entre las poblaciones, factores
asociados a la toma de muestra, exposicion a diversos regimenes terapéuticos
basados en 5-FU y heterogeneidad en la evaluacion de toxicidad. En efecto, las
principales variantes de DPYD asociadas a deficiencia de DPD estarian



presentes entre 3 a 5% en la poblacion caucésica, cerca del 7% en la
afroamericana y hasta 1% en la surasiatica (6, 7, 10).

De esta manera, aun no existe un consenso global sobre la incorporacion del
tamizaje de variantes de DPYD previo al inicio de tratamiento con
fluoropirimidinas. Por un lado, el Consorcio para la implementacion de
farmacogenética clinica (CPIC) y el DPWG recomiendan su uso para el ajuste
de la dosis inicial de fluoropirimidinas y la mejora de su perfil de toxicidad.
Recomendaciones que han sido respaldadas desde el 2020 por las principales
instituciones europeas como la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y la
Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO). Por otro lado, otras
instituciones de amplio alcance como la Red Nacional Integral del Cancer de
Estados Unidos (NCCN) aun no lo incluyen en sus guias de préactica clinica,
afirmando no haber suficientes datos que permitan establecer su correlacion
con toxicidad a fluoropirimidinas. Pese a ello, diversos estudios econémicos
retrospectivos respecto al uso del tamizaje de variantes de DPYD evidencian
resultados a favor tanto en costo-beneficio como costo-efectividad. En efecto,
Fragoulakis et al. han reportado comparativamente en pacientes no portadores
de las principales variantes de DPYD: una reduccion de hasta 70% de los costos
asociados al manejo de toxicidad, mayor sobrevida media (4.99 vs 3.02 afios)
y mas afios de vida ajustados por calidad (4.18 vs 3.02 afios), sin embargo, estos
ultimos no fueron estadisticamente significativo (9,11).

Salvo lo reportado en Chile por Cerpa (12), respecto a una menor sobrevida en
pacientes con cancer de colon metastasico portadores del alelo C de la variante
DPYD*9: SNP ¢.85T>C (no incluida por CPIC como predictor de deficiencia
de actividad de DPD); no existen otros estudios en nuestra region que evallen
el impacto del tamizaje de DPYD. Por lo cual, se plantea la presente
investigacion para describir la asociacion de fenotipo de metabolismo de DPD
y sobrevida global de pacientes con adenocarcinoma de colon metastasico en
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas.

HIPOTESIS

Implicita

IV. OBJETIVOS

a. Objetivo General
Describir la asociacion del fenotipo de metabolismo de dihidropirimidina
deshidrogenasa y sobrevida global de pacientes con adenocarcinoma de
colon metastasico del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
2015-2019
b. Objetivos especificos
i. Describir la sobrevida global de pacientes con adenocarcinoma de colon
metastadsico 'y  metabolismo normal de dihidropirimidina
deshidrogenasa en Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
2015-2019
ii. Describir la sobrevida global de pacientes con adenocarcinoma de colon
metastasico 'y metabolismo intermedio de dihidropirimidina
deshidrogenasa en Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
2015-2019



Describir la sobrevida global de pacientes con adenocarcinoma de colon
metastasico y metabolismo pobre de dihidropirimidina deshidrogenasa
en Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas 2015-2019
Describir la frecuencia de variantes funcionales mas comunes de DPYD
en pacientes con adenocarcinoma de colon metastasico en Instituto
Nacional de Enfermedades Neopléasicas 2015-2019

V. MATERIAL Y METODO
a. Disefio del estudio
Estudio observacional, analitico, tipo cohortes, retrospectivo y transversal.
b. Poblacién y muestra
Pacientes con diagnostico de adenocarcinoma de colon metastasico en
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) del 2015 a 2019
c. Criterios de inclusion

i

ii.
iii.
iv.

V.

Pacientes entre 18 a 65 afios de edad

Pacientes con adenocarcinoma de colon metastasico al diagnostico
Pacientes con biopsia compatible con adenocarcinoma primario de
colon y disponibles en el departamento de Patologia del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas.

Pacientes en condiciones clinicas adecuadas al inicio de tratamiento:
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) de 0 a 2

Pacientes que iniciaron tratamiento con quimioterapia de primera linea
que incluyé una fluoropirimidina (5-Fluorouracilo o Capecitabina)

d. Criterios de exclusién

iv.

Pacientes portadores de una segunda neoplasia sincronica al
diagnostico de cancer de colon

Pacientes con muestra de biopsia con insuficiente material genético
(ADN) para tamizaje de variantes de DPYD

Pacientes con inestabilidad microsatélites alta (MSI-H) o deficiencia
del sistema de reparacion de apareamientos erroneos (dMMR),
detectados mediante reaccion en cadena de ADN polimerasa (PCR) o
por inmunohistoquimica (IHC)

Pacientes que fallecieron por causas distintas a la neoplasia primaria

e. Definicion operacional de variables

Adenocarcinoma de colon metastéasico

Neoplasia primaria de colon confirmado con estudio anatomo
patoldgico y con evidencia de extension a distancia confirmada por
estudio de imagenes o biopsia de 6rgano distante

Fenotipo de metabolismo de dihidropirimidina deshidrogenasa
Nivel de metabolismo de la enzima DPD estimado mediante el tamizaje
de variantes de DPYD y “puntaje de actividad génica” descrito por
CPIC (13), expresado por la sumatoria de las dos variantes de cada alelo
del gen DPYD vy determinando 3 tipos de fenotipo: Metabolizador
normal, Metabolizador intermedio y Metabolizador pobre.

Sobrevida global

Representado mediante el metodo de Kaplan-Meier y utilizando como
criterio de comparacion la mediana de supervivencia global: Tiempo
desde inicio de tratamiento en que la mitad de pacientes siguen Vvivos.

En el Anexo 1 se muestra la tabla de operacionalizacion de variables



f.

g.

Procedimientos y técnicas

Se revisara la base de datos del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplésicas de los pacientes con cancer de colon diagnosticados entre el
2015 y 2019, registrandose los siguientes datos: Sexo, edad, fecha de
diagnostico, estudio anatomopatologico, exdmenes de imagenes iniciales,
estadio clinico (TNM), sitio de metastasis, panel molecular, fecha de inicio
de tratamiento sistémico, régimen de quimioterapia con fluoropirimidinas,
condicion clinica de inicio (ECOG) y presencia de alguna segunda
neoplasia sincrénica (Anexo 2).

Se seleccionaran aquellos casos que cumplan con los criterios de inclusién
y exclusion.

De los casos seleccionados se procedera al tamizaje genético de DPYD en
las muestras de biopsias con asesoria del departamento de Patologia y
Genética, mediante los protocolos establecidos e incluyendo los siguientes
procedimientos: Seleccidn y corte de muestra de biopsia, Extraccion de
ADN, Amplificacion de material genético con ADN polimerasas, y
Determinacion de mutaciones germinales mediante PCR en tiempo real con
sondas TagMan®.

Para el tamizaje de polimorfismos de nucleétido tnico (SNPs) en los alelos
de DPYD de mayor evidencia clinica (DPYD *2A, *13, D949V y *HapB3)
de acuerdo al CPIC (14), se utilizaran sondas Tagman® de Thermo Fisher
Scientific con sus protocolos establecidos (Anexo 3).

Con los resultados del tamizaje de SNPs en cada uno de los 2 alelos del gen
DPYD de cada paciente se estimara el fenotipo funcional de DPD mediante
la “puntuacion de actividad génica” (De 0 a 1) asignada de acuerdo a la
“Tabla de funcionalidad alélica” (Anexo 4) publicada por la Base de
Conocimientos de Farmacogendmica (15). De esta manera, la sumatoria de
la puntuacion de cada alelo expresada como “Actividad global” determinara
el fenotipo de DPD (Anexo 5), quedando conformado 3 grupos de
pacientes: Metabolizador normal (2 pts.), Metabolizador intermedio (1 a 1.5
pts.) y Metabolizador pobre (0 a 0.5 pts.).

Se realizara un registro de la supervivencia de cada paciente de acuerdo a
lo consignado en su historia clinica y el Sistema Informéatico Nacional de
Defunciones (SINADEF) en un intervalo retrospectivo minimo de 3 afios.
Aspectos éticos del estudio

Se guardara estricta confidencialidad de los datos recolectados de las
historias clinicas de los pacientes evaluados, de acuerdo a las normas del
Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS).
Se solicitara aprobacion del Comité Institucional de Etica de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, Comité revisor de protocolos de investigacion
del INEN y Comité de ética en investigacion del INEN.

Se solicitara la exoneracion del consentimiento informado para el tamizaje
genético de las biopsias seleccionadas: al ser un estudio retrospectivo,
tratarse de una enfermedad con alta tasa de mortalidad, no incurrir en
cambios de la conducta terapéutica y evitar complicaciones asociada a la
reexposicion de paciente o familiares.



h.

Plan de analisis

Se utilizar la estadistica descriptiva de frecuencia absoluta y relativa para
caracterizar a la poblacién de estudio y las variantes de DPYD tamizadas
Se estimaran las curvas de supervivencia de cada grupo de fenotipo de
metabolismo de DPD (Metabolizador normal, intermedio o pobre)
utilizando el método de Kaplan-Meier para calcular la mediana de
sobrevida global (en meses) de cada grupo y con un intervalo de confianza
del 95%.

Para la comparacion de la sobrevida global entre los 3 grupos se utilizara el
test de Long Rank y para la comparacion entre pares de grupos
(Metabolizador normal vs intermedio y Metabolizador normal vs pobre) se
utilizard la tasa de riesgos instantaneos (Hazard ratio) con un intervalo de
confianza del 95% vy el test de Regresion de Cox.

Los célculos estadisticos se realizaran utilizando el paquete estadistico
SPSS Statistics Version 28.0 (SPSS Inc, IBM, USA).
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PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA

a.

Programacion de presupuesto

i. Bienes
Partida especifica | Nombre del recurso Cantidad Costo
(unidades) | (S/.)

2.3.15.12 Papel bond A4 1000 20
Papeleria en Boligrafos 10 10
general, Gtiles y Resaltador 5 10
materiales de Archivador oficio 5 35
oficina Sobre manila 10 10
2.3.18.21 Kit de extraccion de ADN 2 7,000
Material, insumos, | (AllPrep DNA/RNA FFPE)
instrumental y
accesorios Amplificador de ADN 1 1,000
médicos, (MyTaq DNA Polymerase)
quirurgicos,
Odonto|égicos y de Tamizaje DPYD (SondaS 5 7,000
laboratorio Tagman® de Thermo

Fisher)

Insumos para procesamiento | 100 5,000

de material (por muestra)

Subtotal Bienes 20,085.00
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ii. Servicios

Partida especifica Nombre del recurso Costo (S/.)
2.3.27.116 Impresion de formatos, 100
Servicio de impresiones, solicitudes e informes
encuadernacion y empastado
2.3.27.1498 Procesamiento de muestras por | 2,000
Otros servicios técnicos y Medico Pat6logo
profesionales desarrollados Tamizaje de alelos de DPYD 2,000
por personas naturales por Medico Genetista
Asesoria de procesamiento de | 800
datos por Estadistico
Subtotal Servicios 4,900.00
e Presupuesto total (Bienes + Servicios): S/. 24,985.00
b. Financiamiento
e Autofinanciado por el investigador
c. Cronograma
Etapa\Fecha Enero | Febrero | Marzo | Abril | Mayo | Junio
2023 2023 2023 2023 | 2023 2023
Aprobacion del | X
proyecto
Recoleccion de X X
datos
Seleccion de X X
casos
Procesamiento X X
de muestras
Tamizaje de X X
DPYD
Procesamiento X
de datos
Redaccion de X X
informe final
Publicacion de X
resultados

12




VIIlI. ANEXOS

e Anexo 1: Definicidon operacional de variables

Numeérica

global

Escala | pefinicion
Variable Tipo de ) Criterio
L operacional
medicion
e Biopsia de colon
Neoplasia (Adenocarcinoma)
Adenocarcinoma Covariable/ _ primaria de o !Est,udm de
de colon ‘- Nominal | colon con imégenes y/o
L Categorica < .2 .
metastasico extension a biopsia de 6rgano
distancia a distancia
(Metéstasis)
Suma de actividad
Metabolizador | génica de las 2
normal variantes alélicas de
Fenotinn d DPYD: 2 pts.
enotipo de Suma de actividad
metabolismo de Independiente Metabolizador énica de las 2
Dihidropirimidina pend Ordinal | : gen >
. / Categorica intermedio variantes alélicas de
deshidrogenasa )
DPYD: 1 - 1.5 pts.
(DPD) —
Suma de actividad
Metabolizador | génica de las 2
pobre variantes alélicas de
DPYD: 0 —0.5 pts.
Tiempo desde inicio
Dependiente/ Mediana  de | de tratamiento en que
Sobrevida global P Continua | supervivencia la mitad de pacientes

siguen vivos (Método
de Kaplan-Meier)

e Anexo 2: Formato de recoleccion de datos - Protocolo SG/ DPYD/MCC

Datos sociodemograficos

Numero de Historia Clinica

Documento de identidad (DNI/CE/Pasaporte)

Fecha de nacimiento (DD/MM/AAAA)

Sexo (M/F)

Nacionalidad

13




Datos patoldgicos

Estudio
anatomopatoldgico

Localizacion (6rgano)

Resultado (histologia)

Fecha (DD/MM/AAAA)

Disponibilidad de muestra
(Si/No)

Estudios de extension

Tipo (Examen de imagen)

Sitio(s) de  metastasis

(6rgano)

Fecha (DD/MM/AAAA)
Estadio clinico TNM (AJCC 8° edicion)
Panel molecular (por | Inestabilidad de

IHQ o0 PCR) Microsatélites Alta (Si/No)
Condicion clinica | Escala ECOG 0-2 (Si/No)
inicial

Tratamiento sistémico

Régimen de quimioterapia

Tipo de fluoropirimidina

Fecha de
(DD/IMM/AAAA)

inicio

Comorbilidad

Antecedente oncolégico
personal

Segunda
sincronica (Si/No)

neoplasia

Supervivencia

Fecha de ultimo control en
Historia clinica

Fecha de defuncién

(SINADEF)

Causa bésica de muerte
(CIE-10)

Anexo 3: Sondas Tagman® de Thermo Fisher Scientific a utilizar

Alelo Nucleétido ID Sonda Tagman®
DPYD*2A .1905+1G>A C__30633851_20
DPYD*13 €.1679T>G C_ 11985548 10
DPYD D949V C.2846A>T C__27530948_10
DPYD*HapB3 1129-5923C>G C_104846637_10
DPYD*HapB3 €.1236G>A C__25596099_30
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Anexo 4: Tabla de funcionalidad alélica de mayor evidencia para DPYD

Alelo Nucleotido Acti)\?ir;l?cjleng]ica ff:;[i)dnoal
DPYD*1 (Ref.) | Wild type 1 Normal
DPYD*2A c.1905+1G>A 0 No funcional
DPYD*13 c.1679T>G 0 No funcional
DPYD D949V | c.2846A>T 0.5 Disminuido
DPYD*HapB3 | 1129-5923C>G 0.5 Disminuido
DPYD*HapB3 | c.1236G>A 0.5 Disminuido

e Anexo 5: Fenotipo funcional de DPD estimado segun actividad de alelos

Genotipo DPYD Actividad global Fenotino estimado
(Alelo 1 +2) (Puntaje total) P
2 alelos normales 2 pts. Metabolizador Normal
1 alelo normal + 1 no funcional;
1 alelo normal + 1 disminuido; 1-1.5pts. Metabolizador Intermedio
2 alelos disminuidos
2 alelos no funcionales; .
. L 0- 0.5 pts. Metabolizador Pobre

1 alelo no funcional + 1 disminuido
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