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Resumen

Objetivo: El objefivo principal es evaluar el impacfo clinico de la
implementacién de la farmacogenética en la reduccién de toxicidad en
pacientes tratados con fluoropirimidinas, comparando frecuencia y grado
de toxicidad con una poblacion de las mismas caracteristicas, pero sin
orienfacién farmacogenética, y demostrando que la disponibilidad de un
informe farmacogenético previo al inicio del tratamiento tiene influencia
positiva. Uno de los principales objetivos secundarios es analizar la fre-
cuencia y la asociacion del polimorfismo con toxicidad de rs895819 en
MIR27A v DPYD*6, mediante un estudio observacional, para deferminar
su relevancia clinica y poder estandarizar una recomendacion de ajuste
de dosis.

Método: Estudio con disefio ambispectivo, cuasi-experimental, unicén-
trico, llevado a cabo mediante un protocolo de actuacién multidisciplinar,
a fravés del cual se implantard la deferminacién de DPYD*2A, DPYD*13,
c.2846A>T, HapB3, se estandarizard y se redlizard el consejo farmaco-
genético y posteriormente se evaluard su impacto clinico. la variable
principal es la foxicidad severa y/o mortalidad. Se compararén dos
grupos con caracteristicas epidemiolégicas similares, grupo intervencion
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Abstract

Objective: The main purpose of this study is to evaluate the potential
clinical impact of pharmacogenetic testing on the reduction of the toxicity
in patients treated with fluoropyrimidines. This will be achieved by com-
paring the frequency of adverse events and the incidence of toxicity of
two groups of patients that will differ from each other only in that one will
receive pharmacogenetic counseling. The hypothesis is that availability of
a pharmacogenetic report prior fo treatment inifiation has a positive effect.
One of the main secondary goals is fo analyze allele frequencies and the
association of polymorphisms rs895819 (miR27A) and rs1801160 (DPYD*6)
with toxicity by conducting an observational study to determine their clinical
relevance and standardize a dose adjustment recommendation.

Method: The study has an single-center ambispective, quasi-experimental
design and is based on a multidisciplinary profocol involving implementa-
tion and standardization of DPYD*2A; DPYD*13; c.2846A>T; and HopB3
measurements. Following these measurements, pharmacogenetic counse-
ling will be carried out and its clinical impact will be evaluated. The pri-
mary endpoint of the study is severe toxicity and/or mortality. The toxicity
observed in two groups with similar epidemiological characteristics will be
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[pacientes candidatos a tratamiento con fluoropirimidinas y sobre los que
se implantard el profocolo) y grupo control (cohorte refrospectival. Por ofra
parte, se determinard rs895819 en MIR27A y DPYD*6, estas variantes
no forman parte de la practica diaria del hospital ni estan contempladas
en guias clinicas, pero segin estudios publicados recientemente, pueden
afectar a la actividad de la enzima y estar asociados con foxicidad. Los
resultados de esfas dos variantes no infervendran en el consejo farmaco-
genético hasfa defterminar su asociacién con la foxicidad, precisamente
mediante el estudio observacional que se llevard a cabo. Tanfo el pro-
yecto como la hoja de informacion al paciente y el consentimiento infor-
mado han sido aprobados por el Comité Etico del centro participante,

cédigo: 20/006.

Introduccion

Antecedentes

Aproximadamente el 30% de los pacientes en tratamiento con fluoropi-
rimidinas desarrollan foxicidades severas (Common Terminology Criteria for
Adverse Events [CTCAE] v5.0, grado > 3]y a veces mortales'.

la dihidropirimidina deshidrogenasa [DPD) es la enzima limitante del
catabolismo de las fluoropirimidinas, mefaboliza al menos el 80% de la
dosis de 5fluorouracilo™®8191" . Sj |a actividad de la enzima se ve afectada,
se acumula mefabolito activo provocando foxicidad severa que puede lle-
gar a ser morfall38101214

DPYD es el gen que codifica para la DPD. Se han estudiado numerosas
variantes, pero las gufos clinicas concluyen que son cuatro las que redu-
cen la actividad de la enzima de forma clinicamente relevante y pueden
ser implementadas en la practica clinica: ¢.190511G> A (DPYD * 2A),
c.1679T> G [DPYD * 13), ¢.2846A> Ty ¢.1129-5923C> G (HapB3) =",
Las recomendaciones de las guias y de las agencias reguladoras sanitarias
van dirigidas a estas cuatro variantes'®.

Sin embargo, existe cierta variabilidad enfre el genotipo DPYD vy el
fenotipo DPD. Por tanfo, es necesario estudiar nuevas variantes asociadas
a foxicidad, ya que esfa variabilidad se podria explicar por ofros polimor
fismos menos estudiados como rs1801160 DPYD*¢710141¢ o también por
la regulacién de la DPD a nivel postranscripcional. El polimorfismo A>G
1s895819 en MIR27A se asocia con una disminucion de la actividad de
la DPD716.

Justificacion

Es necesario realizar la determinacién de las cuatro variantes del DPYD
y el ajuste de dosis como practica clinica habitual previamente al inicio de
tratamiento, ya que puede reducir el riesgo de toxicidad potencialmente
mortal' .

la implantacién de esfas determinaciones podria ser una herramienta
ifil, siempre y cuando se demuestre que la disponibilidad de un informe
farmacogenético previo al inicio tiene influencia positiva, por lo que es rele-
vante valorar el impacto clinico de estas deferminaciones en este confexto.

Por ofra parte, existe un porcentaje de foxicidad que no puede expli-
carse por estas cuatro variantes'®'“. Por este motivo, se decide determinar
DPYD*6 vy 15895819 en MIR27A. No forman parte de la préctica diaria
del hospital ni estén contemplados en guias clinicas, pero segin los estu-
dios publicados recienfemente, pueden afectar a la actividad de la enzima
y esfar asociados con toxicidad. Su andlisis podria mejorar el valor predic-
tivo de estas pruebas.

Hipotesis y objetivos del estudio

La implantacién de la farmacogenética en la practica clinica habitual,
medianfe un protocolo consensuado de actuacion multidisciplinar, dismi-
nuye la toxicidad en los pacientes tratados con fluoropirimidinas.

El objefivo general del estudio es evaluar el impacto clinico de la imple-
mentacion de la farmacogenética en la reduccion de toxicidad en pacien-
tes tratados con fluoropirimidinas, comparando frecuencia y grado de efec-
tos adversos con una poblacién de las mismas caracterisficas y fratamiento,
pero sin orienfacion farmacogenética, y demostrando que la disponibilidad

compared: the infervention group [candidates for treatment with fluoropyri-
midines who will be subjected to the protocol) and the control group (refros-
pective cohort). Additionally, s895819 [MIR27A) and rs1801160 (DPYD*¢)
will be determined. Tesfing for these variants is not part of the hospital’s
daily practice, nor are they included in clinical guidelines. However, accor
ding fo recently published studies, the activity of dihydropyrimidine dehy-
drogenase might be affected by these variants, as they may be associafed
with toxicity. The results of the measurements of these two variants will not
be incorporated to pharmacogenetics counseling until their association with
foxicity is defermined by means of the observational study fo be conducted.
The project, as well as the patient information sheet and the informed
consent form, were approved by the Ethics Committee of the participating

center (code 20/0006).

de un informe farmacogenético previo al inicio del tratamiento tiene bene-
ficio sobre el paciente.

Los obijetivos especificos incluyen: describir mefodologia, procedimien-
fos, documentacion y material necesario para la implementacion de las
determinaciones en la préctica diaria; analizar frecuencias alélicas de
los polimorfismos del DPYD de interés establecido en guias clinicas; reali-
zar un estudio observacional de rs895819 en MIR27A y DPYD*6, analizar
frecuencias y valorar la asociacion del polimorfismo con toxicidad, para
deferminar su relevancia clinica y poder estandarizar una recomendacion
de ajuste de dosis segn los resuliados obtenidos; medir la frecuencia de
infervencién farmacogenética y el grado de aceptacién por parte del
oncélogo; describir la prevalencia de toxicidad, segin el grado de efecto
adverso y evaluar la safisfaccion del servicio de oncologia con los informes
farmacogenéticos recibidos y la implantacién del programa.

Métodos
Diseno

Estudio ambispectivo, cuasi-experimental, unicéntrico, que se lleva a
cabo mediante la implanfacién de un protocolo coordinado entre los Ser
vicios de Farmacia, Oncologia Médica, Laboratorio propio y Laboratorio
externo. A fravés de este protocolo se implantard la deferminacion de las

varianfes genéticas, se estandarizard y se implantard el consejo farmaco-
genético y posteriormente se evaluard su impacto clinico.

Variantes genéticas a determinar

Se incorporard a la préctica clinica diaria del hospital, la deferminacién
de los cuatro polimorfismos contemplados en guias clinicas: DPYD*2A,
DPYD*13, c.2846A>T, HapB3 y el consejo farmacogenético derivado de
esta deferminacion.

Ademds, se decide investigar dos variantes genéficas: MIR27A
(rs895819) y DPYD*6. los resultados de estas dos no intervendran en el
consejo farmacogenético hasta determinar su asociacién con toxicidad,
precisamente mediante el estudio observacional que se propone.

Ambito de aplicacion

Pacientes con prevision de iniciar frafamiento con fluoropirimidinas o
que lo iniciaron a partir del 1 de enero de 2019.

Variables

La variable principal es la foxicidad grado > 3 y/o morfalidad. Entre las
variables secundarias se incluyen sociodemogrdficas, diagnéstico, estado
funcional, esquema de tratamiento, paciente naive, polimorfismo (solo en
grupo infervencién [Gl]], genotipo (Gl), necesidad de ajuste de dosis y en
caso afirmativo porcentaje (%) (Gl), individualizacién de dosis y en caso
afirmativo % (Gl), % aceptacién de la recomendacién (Gl), toxicidad, tipo
de foxicidad, ciclo en el que aparece toxicidad, grado de toxicidad, reduc-
cion de dosis, suspensién del farmaco, ingreso, exitus, valoracién mediante
una encuesta sin validar de la satisfaccion del Servicio de Oncologia con
la informacién farmacogenética recibida vy la implantacién del programa.
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Criterios de inclusion y exclusion

Se incluirén todos los pacientes adulios con cualquier fipo de tumor, con
prevision de iniciar frafamiento quimioterépico con fluoropirimidinas, o ya
iniciado en el caso del grupo control (GC), y sin haber recibido ninguna
linea previa con fluoropirimidinas, que acepten participar.

Se excluirén aquellos pacientes que no tengan disponibles las variables
del estudio necesarias para la recogida de datos y posterior comparacion
de los mismos; pacienfes que decidan no participar y pacienfes con capa-
cidad de comprensién limitada para la firma del consentimiento informado.

Tamano muestral

Para el cdleulo del tamafio muestral partimos de que el 30% de los
pacientes en tratamiento  con  fluoropirimidinas  presentan  foxicidad
grado > 34¢8,

Con esta premisa, y estimando que fras la implantacién de la farma-
cogenética la toxicidad grado = 3 se redujera 10 puntos porcentuales, es
decir, a un 20%, el tamaiio muestral calculado es de 324 pacientes.

Grupos del estudio

Los pacientes se repartirdn en dos grupos con caracteristicas epidemio-
logicas similares, 162 Gly 162 GC.

El Gl estard compuesto por pacientes candidatos a iniciar tratamienfo
con fluoropirimidinas (agente Unico o en combinacién) y sobre los cuales
se implantard el profocolo farmacogenético. Se reclutardn secuencialmente
hasta completar el tamafio muestral. La intervencion realizada serd el and-
lisis genético de una muestra sanguinea para conocer la exisfencia o no
de las mutaciones y la emision de un informe farmacogenético con los
resultados y recomendaciones de dosificacion.

El GC se obtendrd retrospectivamente, mediante la revisién de las his-
torias clinicas de pacientes que recibieron al menos un ciclo de fluoropiri-
midinas en un periodo anterior a la disponibilidad del protocolo farmace-
genéfico. Se incluirdn secuencialmente fodos los pacientes que iniciaron
fluoropirimidinas desde el 1 de enero de 2019.

Determinaciones genéticas

Las deferminaciones genéticas se realizardn antes del inicio de la qui-
mioferapia, para individualizar el fratamiento segin el resultado.

Las extracciones sanguineas se realizardn entre semana y las muestras
se conservardn en el laboratorio del hospital hasta la deferminacién, que se
realizard en un laboratorio externo, un dia a la semana.

La descripcion del proceso se detalla en la figura 1.

El reclutamiento de los pacientes se realizard siguiendo el orden de la
consulta de oncologia. El oncélogo, una vez decidido el frafamiento con
fluoropirimidinas, solicitaré la deferminacion del DPYD, seleccionando la
prueba “Deferminacién DPYD” en el sistema informatico corporativo.

Dado que habitualmente los pacientes precisan de una analitica ordina-
ria anfes de iniciar la quimioterapia, se aprovechard dicha extracciéon para
la determinacion, evitando realizar una extraccién adicional al paciente.

Siguiendo el mismo circuito que la analitica ordinaria, se recibird la mues-
tra en el laboratorio del hospital, donde se conservard el tubo para la deter
minacion.

Un dia a la semana, previamente acordado con los servicios implica-
dos, se recogerdn las muestras acumuladas durante la semana y se trasla-
dardn al laboratorio externo.

El andlisis de las muestras comenzard la misma tarde y los resulia-
dos esfarén disponibles a la mafiana siguiente, transcurriendo menos de
24 horas desde la recogida de las muestras hasta la disponibilidad de los
resulfados. Por tanto, la realizacién de estas pruebas no demorard en
exceso el inicio de la quimioferapia.

Una vez obtenidos los resultados, el laboratorio externo los enviard a
la investigadora principal (IP) del proyecto v a los Servicios de Farmacia
y Laboratorio. El envio de los resuliados se realizaré mediante un informe
farmacogenético estandarizado, previamente definido y elaborado por la IP
y el responsable del laboratorio externo. En él se describirén los resultados,
su interpretacion, los comentarios y las recomendaciones de ajuste de dosis.

El Servicio de Farmacia/IP validard el informe y lo incorporard a la
historia clinica informatizada mediante una nota de evolucién de consulias

Figura 1. Diagrama del proceso de determinacién DPYD.
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externas de oncologia. Ademds, informard telefénicamente al oncélogo
responsable.

Técnica de la determinacion

Primero se realizard la extraccién y purificacion de ADN genémico a
partir de sangre fofal en EDTA obtenida por venopuncién y deferminacion
de concentracién y pureza espectrofotométricamente, después se realizard
el genotipado de las seis variantes por PCR en fiempo real con sondas
TagMan Drug Metabolism Enzymes validadas en 180 individuos de cuafro
etnias diferentes que proporcionan una sefial robusta y reproducible en
termociclador Step One (Applied Biosystems| programa: Hold 95 °C-10" y
40 ciclos 95%15" y 60%90” en 10 pl de volumen de reaccién y finalmente
se realizard el andlisis de resuliados con software StepOne v2.3.

Recogida de datos

la recogida de datos se realizard complefando una hoja de recogida
previamente esfablecida que contiene categorizadas las foxicidades espe-
rables ademds de un apartado para ofras toxicidades. En ambos grupos
se recogerdn las mismas variables previamente descritas. De esfe modo, se
estandarizard la recogida de datos para minimizar sesgos y maximizar la
calidad v fiabilidad de los registros.

En ambos grupos, la toxicidad siempre la evaluard y clasificard el oncéd-
logo siguiendo criferios CTCAE v5.0. Se monitorizard la toxicidad desde el
primer ciclo de fratamiento hasta el sexto.

Para anonimizar los datos de los pacientes, una vez incluidos en el
estudio, se les asignard un nimero interno de identificacion.

Consideraciones éficas

Tanto el proyecto como la hoja de informacién al paciente v el con-
sentimiento informado han sido aprobados por el Comité Etico del centro
participante, cédigo: 20/006.

En el grupo control, dado que se tratard de un estudio refrospectivo y se
limitaré a extraer de la historia clinica los datos de toxicidad vy fratamiento
[datos disociados y anonimizados), el Comité Etico del centro concedio la
exencion de la obligacién de fener el consentimiento informado de estos
pacientes, por la dificultad de cumplimentarlo de acuerdo con “las pautas
éticas infernacionales para la investigacion relacionada con la salud con

seres humanos CIOMS/OMS’.

Anadlisis estadistico

Se realizard un andlisis descriptivo de las variables mediante calculo
de frecuencias para las cudlitativas, y valores minimo, maximo, medio y
desviacion estandar para las cuantitativas.

Se analizardn los factores asociados a la presencia de foxicidad
mediante tablas de contingencia, aplicando el test chi-cuadrado para las
variables cudlitativas, y comparacion de valores medios para las cuantitati-
vas, aplicando el test T de student.

Para estimar las magnitudes de las asociaciones con presencia de
toxicidad, se ajustardn modelos logisticos multivariantes. Se esfimarén las
odds ratios, junto con sus intervalos de confianza al 95%. Se realizarg un
procedimiento de seleccién de variables stepwise basado en el Akaike
Information Criterium. Se mostrardn indicadores de bondad de ajuste e
indicadores predictivos. Los andlisis se realizardn mediante el programa
SPSS v.26 y el programa R v.3.6.1.

Discusion

Se espera comparar las frecuencias alélicas de pacientes heterocigotos
portadores de una variante “clasica” del DPYD de funcién disminuida en
nuestro dmbito con las descritas en la bibliografia (3-7%)41314. También se
compararén dichas frecuencias en el caso del MIR27A para el que, segin
el estudio de Meulendijks et al’, la frecuencia alélica para rs895819 es
del 33,1%. El DPYD*6 se comparard con los rangos que aparecen en los
estudios recientfemente publicados de lachetia et al. y Del Re ef al'®. Esto
permitird caracterizar a la poblacion estudiada.

Una de las principales diferencias de este proyecto con respecto al resto
de los estudios publicados es su disefio ambispectivo. La gran mayorfa de

los estudios son refrospectivos vy realizan las deferminaciones a pacientes
que ya han presentado toxicidad. Los estudios prospectivos son limitados vy,
normalmente, deferminan variantes y observan foxicidades para asociar el
polimorfismo con toxicidad, sin realizar ajuste de dosis. En el estudio actual,
las determinaciones y el consejo farmacogenético de ajuste de dosis se
realizan de forma prospectiva, aprovechando los recursos y el beneficio
clinico de la realizacion del genotipado preventivo.

Otra diferencia importante es que numerosos estudios evidencian la
necesidad de realizar estas determinaciones, pero no evaltan la dismi-
nucién de la foxicidad tras la implantacion de estas determinaciones y
el consejo farmacogenético. Siguiendo la linea del estudio publicado de
Henricks ef al?, en el presente estudio se prefende evaluar si esfas defermi-
naciones y la individualizacién del tratamiento fienen una influencia positiva
en la foxicidad asociada a fluoropirimidinas, y en el caso de que asf seq,
la magnitud de la reduccién de la toxicidad.

En el caso de DPYD*6 y MIR27A, siguiendo la linea de los estudios
de lachetta ef al. y Del Re et al'®* para DPYD*6 y Meulendijks et al”
para MIR27A, se realizard un estudio de asociacién del polimorfismo con
toxicidad para aportar més evidencia, validar los estudios recientes y asf,
en un futuro cercano, llegar a un consenso sobre su deferminacién y ajuste
de dosis correspondiente si se considera relevante.

Estas deferminaciones no estén plenamente incorporadas en la rutina
de los hospitales, pero es cierfo que cada vez son mas los que deciden
implantarlas.

Limitaciones

Una limitacién del estudio es el disefio ambispectivo. Por razones éficas, los
pacientes del GC se recogen refrospectivamente, ya que, siguiendo las reco-
mendaciones de las autoridades sanitarias, las guias clinicas y la amplia
evidencia publicada, es necesario redlizar la deferminacion de estas
variantes anfes del inicio del fratamiento y, por consiguiente, no parece
correcto un GC prospectivo.

Mediante esfe protocolo multidisciplinar se implementa la deferminacion
preventiva de las variantes de riesgo conocido del DPYD, la individuali-
zacion del tratamiento y se evoluard la reduccion de la toxicidad en la
practica clinica real. Es una herramienta 6fil para realizar una medicina
personalizada, aumentar la seguridad del paciente vy el beneficio/riesgo
de esfos tratamientos.

En paralelo, se espera aportar més evidencia para incluir en la préctica
clinica lo determinacién de dos nuevas variantes junto con las ya cono-
cidas.

Financiacion

Una parte del Proyecto es financiada por Laboratorios Roche, cédigo
convenio: SP200528001, correspondiente a la parte de aceptacién de un
programa de farmacogenética basado en la deferminacion de DPYD. No
forman parte en la realizacién del proyecto.
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Aportacion a la literatura cientifica

Este proyecto puede ser de inferés en varios hospitales, por lo que
se considera el momento idéneo para publicar el protocolo sin esperar

a obtener resultados, puesfo que podria demorar la publicacion y no
ser de utilidad para ofros profesionales sanifarios en el proceso de
implantacion.
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