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RESUMEN

Objetivo: la capecitabina es un farmaco antineoplasico utilizado en el tratamiento del cincer de mamay de colon
que puede dar lugar a una toxicidad grave, llegando a ser mortal en algunos pacientes. La variabilidad interindi-
vidual de esta toxicidad es debida en gran medida a las variaciones genéticas en los genes diana y las enzimas de
metabolismo de este farmaco, como la timidilato sintasa y la dihidropirimidina deshidrogenasa. La enzima citidin
desaminasa (CDA), imprescindible en la activacién de la capecitabina, también presenta diversas variantes
asociadas con un mayor riesgo de toxicidad al tratamiento, aunque su papel como biomarcador atin no esta
claramente definido.

Por ello, nuestro objetivo principal es estudiar la asociacién entre la presencia de las variantes genéticas en el gen
CDA, su actividad enzimatica y el desarrollo de la toxicidad grave en los pacientes tratados con capecitabina, cuya
dosis inicial se haya ajustado con base en el perfil genético del gen de la dihidropirimidina deshidrogenasa (DPYD).
Método: estudio de cohortes observacional multicéntrico prospectivo, centrado en el analisis de la asociacién
genotipo-fenotipo de la enzima CDA.

Tras la fase experimental, se desarrollara un algoritmo que permita determinar el ajuste necesario de las dosis
para disminuir el riesgo de toxicidad del tratamiento en funcién del genotipo CDA, elaborando una guia clinica
para la dosificacion de la capecitabina en funcién de las variantes genéticas en DPYD y CDA. Con base en esta
guia, se creara una herramienta bioinformatica que genere el informe farmacoterapéutico de manera automatica,
facilitando la implementacion del consejo farmacogenético en la practica clinica. Esta herramienta proporcionara
un gran respaldo en la toma de decisiones farmacoterapéuticas basadas en el perfil genético del paciente,
incorporando la medicina de precisién en la rutina clinica. Una vez validada la utilidad de esta herramienta, se
ofrecera de manera gratuita para facilitar la implementacién de la farmacogenética en los centros hospitalarios
y beneficiar de forma equitativa a todos los pacientes en tratamiento con capecitabina.
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Genetic variants and enzyme activity in citidin deaminase: Relationship with
capecitabine toxicity and recommendation for dose adjustment

ABSTRACT

Objective: Capecitabine, an antineoplastic drug used in the treatment of breast and colon cancer, can cause se-
vere, even fatal toxicity in some patients. The interindividual variability of this toxicity is largely due to genetic
variations in target genes and enzymes of metabolism of this drug, such as thymidylate synthase and
dihydropyrimidine dehydrogenase. The enzyme cytidine deaminase (CDA), involved in the activation of capeci-
tabine, also has several variants associated with an increased risk of toxicity to treatment, although its role as a
biomarker is not yet clearly defined.
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Therefore, our main objective is to study the association between the presence of genetic variants in CDA gen,
CDA enzymatic activity and the development of severe toxicity in patients treated with capecitabine whose initial
dose was adjusted based on the genetic profile of the dihydropyrimidine dehydrogenase gen (DPYD).

Method: Prospective multicenter observational cohort study, focused on the analysis of the genotype-phenotype
association of the CDA enzyme.

After the experimental phase, an algorithm will be developed to determine the dose adjustment needed to re-
duce the risk of treatment toxicity according to CDA genotype, developing a clinical guide for capecitabine dosing
according to genetic variants in DPYD and CDA. Based on this guide, a Bioinformatics Tool will be created to gen-
erate the pharmacotherapeutic report automatically, facilitating the implementation of pharmacogenetic advice
in clinical practice. This tool will be a great support in making pharmacotherapeutic decisions based on the
patient's genetic profile, incorporating precision medicine into clinical routine. Once the usefulness of this tool
has been validated, it will be offered free of charge to facilitate the implementation of pharmacogenetics in hos-
pital centers and equitably benefit all patients on capecitabine treatment.

© 2022 Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria (S.E.F.H). Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccion

La capecitabina, del grupo de las fluoropirimidinas, es un farmaco
antineoplasico utilizado en el tratamiento del cincer de mama y de
colon, que da lugar a una toxicidad grave en un 25,5% de los pacientes
tratados', llegando a producir la muerte en un 1,6% de los mismos?.
Una de las causas de la variabilidad interindividual de los efectos téxicos
de este farmaco son las variantes genéticas en las enzimas implicadas en
su metabolismo, asi como en sus genes diana.

El gen que codifica la enzima timidilato sintasa es un potencial
marcador de respuesta y de toxicidad a las fluoropirimidinas, ya que el
mecanismo de accién principal de estos farmacos es la inhibicion del
ciclo del folato a través del bloqueo de esta enzima. Se han estudiado
diversas variantes en este gen, observdndose una asociacién
significativa entre el genotipo 2R/2R de la variante rs45445694 y la
toxicidad grave al tratamiento (p=0,0014; OR=5,21). Ademas, el
andlisis de la expresion en los tejidos tumorales sugiere una correlacién
entre este genotipo y la baja expresién de timidilato sintasa®.

La dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) es la enzima limitante
del catabolismo de las fluoropirimidinas. Existe una amplia evidencia
de que la deficiencia de DPD esta asociada con un aumento de los
niveles del metabolito activo en la sangre, provocando una toxicidad
severa tras la administracién del farmaco que puede llegar a ser mortal®.
Las variantes con funcién disminuida de mayor relevancia en el gen que
codifica la DPD (DPYD) son 4: DPYD*2A 0 ¢.1905 + 1G>A (rs3918290);
DPYD*13 o c.1679T>G (rs55886062); c.2846A>T (rs67376798) y
¢.1129-5923C>G o HapB3 (rs75017182)>C. La recomendacién por
parte de la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios
(AEMPS) de ajuste de las dosis de fluoropirimidinas se apoya en la
Guia del Consorcio de Implementacién de Farmacogenética Clinica’,
en la Guia del Grupo de Trabajo Holandés de Farmacogenética® y en el
consenso de expertos de la Sociedad Espafiola de Farmacogenética y
Farmacogenémica y de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica®. En
estas guias, se establece un estado metabdlico para cada genotipo con
la correspondiente recomendacion respaldada en una evidencia de
nivel uno de alta calidad.

Diversas variantes en el gen que codifica la enzima citidin desaminasa
(CDA), imprescindible en la activacién del farmaco, también se han
asociado con un aumento en la toxicidad de la capecitabina.
Concretamente, las variantes 79 A>C (rs2072671)'%'2; 451 A>G
(rs532545)1013-15: _33 ins/delC'3; 92 A>G (rs602950)" y 435 C>T
(rs1048977)'! de CDA se han asociado con un mayor riesgo de toxicidad
al tratamiento, observandose en algunas de ellas una alteracién de la
actividad enzimatica'®.

Sin embargo, a pesar de todas las evidencias publicadas, no existe
una guia clinica para la dosificacion de este farmaco en funcién de las
variantes genéticas en CDA, por lo que es necesario establecer el valor
prondstico real de este biomarcador mediante los estudios de la
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asociacion genotipo-fenotipo. Ademas, cabe destacar que casi un 60%
de la poblacién europea es portadora de alguna de estas variantes
genéticas' !, por lo que un elevado porcentaje de la poblacién se
veria beneficiado de un cribado genético de este biomarcador previo al
inicio del tratamiento con capecitabina.

En cuanto a la justificaciébn econémica, el gasto medio de las
consultas, hospitalizaciones y tratamientos derivados de los efectos
adversos por la capecitabina es aproximadamente de 500 € por paciente
segiin un estudio realizado en el Reino Unido'”. Estos datos son
extrapolables a la poblacién espafiola, puesto que se trata de la
misma etnia y del mismo tipo de modelo sanitario. Ademas, se
estima que el cribado del genotipo de DPYD y CDA en la rutina clinica
podria reducir en un 50% estos costes'®. Teniendo en cuenta el
nimero de los pacientes tratados con capecitabina en los centros
participantes, aproximadamente 80 pacientes al afio, la implementacién
del genotipado de DPYD y CDA supondria un ahorro de unos 20.000 € al
afio por centro. Si extrapolamos estos datos al conjunto de la poblacién
espafiola, este ahorro seria de 5.000.000 € al afio.

El impacto que supondria incluir CDA en la guia de dosificacién
radica en la alta frecuencia de mutacion de este gen. Segtn la base de
datos dbSNP del National Center for Biotechnology Information, las 4
variantes mas relevantes en DPYD presentan una frecuencia alélica
media de 0,005 en la poblacién europea, mientras que la frecuencia
media de las 5 variantes seleccionadas en CDA es de 0,355, por lo que
el ahorro correspondiente al cribado de CDA podria implicar un 98,6%
(4.930.000 €) del ahorro anual estimado, aumentando notablemente
la sostenibilidad del Sistema Nacional de Salud si se compara con el
cribado Gnico de DPYD que se realiza actualmente.

El objetivo de este estudio es analizar la asociacién entre la presencia
de las variantes genéticas en la enzima CDA, la actividad enzimatica de
la misma y el desarrollo de toxicidad grave (grado 3-4 de diarrea, nau-
seas/vomitos, mucositis, sindrome de eritrodisestesia palmoplantar,
hepatotoxicidad y/o toxicidad hematica) en los pacientes que inicien
el tratamiento con capecitabina.

Ademas, en el estudio se incluye el andlisis de las 4 variantes genéticas
en DPYD recomendadas por la AEMPS: DPYD*2A o c.1905+ 1G>A
(rs3918290); DPYD*13 o c.1679T>G (rs55886062); c.2846A>T
(rs67376798) y ¢.1129-5923C>G o HapB3 (rs75017182)'°. Este
genotipado se realizard previamente al tratamiento con capecitabina,
permitiendo el ajuste de la dosis inicial en funcién del genotipo DPYD
del paciente. Posteriormente, se realizard el estudio de las frecuencias
alélicas de las variantes analizadas, el estudio de la frecuencia y el grado
de toxicidad de los participantes, y la determinacién del ajuste necesario
de la dosis en funcion de las variantes genéticas en CDA para la reduccién
de la toxicidad al tratamiento. Tras la validacién de los resultados
obtenidos en una cohorte independiente, se elaborara una guia clinica
de dosificacion de capecitabina en funcién de las variantes genéticas en
DPYD y CDAy se desarrollard una herramienta bioinformatica que asocie
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Figura 1. Diagrama de flujo en el que se describen de forma cronoldgica los procedimientos a realizar en las diferentes fases del protocolo: fase de reclutamiento, fase tras el inicio del

tratamiento y fase final tras el andlisis estadistico de los datos.

el genotipo de DPYD y CDA del paciente con el ajuste de las dosis
recomendado en la guia clinica de dosificacién. En la figura 1 se puede
observar el diagrama de flujo con las diferentes etapas del protocolo de
investigacion.

Método
Disefio

Estudio observacional prospectivo multicéntrico analitico de
cohortes, en el cual la variable de exposicién es la presencia/no
presencia de las variantes genéticas en CDA y las variables respuesta
son la toxicidad grave/leve y la actividad enzimatica de CDA.

Ambito de la aplicacion

La poblacién del estudio incluye pacientes que inicien el
tratamiento con capecitabina del Hospital General Universitario de
Elda, del Hospital General Universitario de Elche y del Hospital
Virgen de los Lirios de Alcoy, durante un periodo de seleccién de
2 anos.

Duracion del estudio

La duracién total estimada para la realizacion del estudio es de 4
afios: 2 afios para el periodo de seleccién, un afio para la validacién de
los resultados en cohortes independientes y un afio para el desarrollo
de la Guia Clinica de Dosificacién y la herramienta informatica.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion: pacientes mayores de 18 afios que inicien el
tratamiento con capecitabina y acepten participar en el estudio
mediante el consentimiento informado.

Criterios de exclusién: pacientes que no acepten participar en el
estudio.
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Intervenciones

La intervencion se basara en el andlisis de las variantes genéticas en
DPYD y CDAy el andlisis de la actividad de la enzima CDA a partir de
extraccion sanguinea rutinaria antes del inicio del tratamiento. El
tratamiento farmacoldgico sera el establecido en la practica clinica ha-
bitual, contando con el informe de los polimorfismos en DPYD para
realizar el ajuste de las dosis previo al inicio del tratamiento, segtin las
guias clinicas publicadas, en los pacientes portadores de alguna de las
variantes de riesgo.

Tamatio de la muestra

Puesto que no se conoce el riesgo relativo (RR) de desarrollar la
toxicidad grave en los portadores de estas variantes, ya que los estudios
publicados hasta la fecha no son de cohortes sino de casos y controles, se
realizara en primer lugar una muestra piloto, analizando las variables
principales en 30 pacientes expuestos y 30 pacientes no expuestos. En
segundo lugar, se calculara el tamafio muestral necesario para realizar
el estudio teniendo en cuenta el RR obtenido en la muestra piloto y el
riesgo de desarrollar el desenlace en el grupo no expuesto, asumiendo,
seglin la evidencia cientifica publicada, una hipétesis unilateral con un
error o o tipo I del 5% y un error (3 o tipo Il del 20% (nivel de confianza
del 95% y potencia del 80%).

Teniendo en cuenta que la media de seleccién anual es de 80
pacientes por centro, tratindose de un estudio multicéntrico con 3
centros participantes, se podrian seleccionar aproximadamente 240
pacientes al afio, por lo que se estima suficiente un periodo de seleccién
de 2 afios. Si tras el andlisis de la muestra piloto se determina necesario
un tamafio muestral superior al obtenido en el periodo de seleccion, se
propondra la inclusién de nuevos centros participantes en el estudio,
aumentando considerablemente la velocidad de la seleccién.

Variables

Las variables principales son 2: en primer lugar, la incidencia de
toxicidad grave en el grupo expuesto y el grupo no expuesto. Se
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considera toxicidad grave un grado 3 o superior de alguno de los
siguientes efectos adversos clasificados segtin los criterios CTCAE 5.0:
diarrea, nauseas/vomitos, mucositis, sindrome de eritrodisestesia
palmoplantar, hepatotoxicidad, toxicidad hematoldgica y toxicidad
global, pudiendo registrarse otros tipos de toxicidad no contemplados
entre los anteriores. Se trata de una variable cualitativa de categorizacién
binaria.

En segundo lugar, la actividad enzimatica de CDA en los grupos
expuesto y no expuesto, que se determinara tras la validacion del
método espectrofotométrico descrito previamente por otros autores'®,
Se trata de una variable cuantitativa continua, expresada en unidad
arbitraria (AU)/mg de proteina, que representa umol de amoniaco/h/
mg de proteina.

La variable de exposicion es la presencia de variantes genéticas en
CDA. Se trata de una variable cualitativa de categorizacién binaria:
portador (paciente homocigoto mutante o heterocigoto)/no portador
(paciente homocigoto wild type). El grupo expuesto estara formado
por los pacientes portadores de alguna de las siguientes variantes
genéticas en CDA: 79 A>C (rs2072671); 451 A>G (rs532545); -33 ins/
delC (rs3215400), 92 A>G (rs602950) y 435 C>T (rs1048977).

Grupos del estudio

El grupo de pacientes expuestos se formara por los pacientes
portadores de alguna de las variantes anteriores, mientras que el
grupo de pacientes no expuestos incluira a los pacientes no portadores
de ninguna de las variantes.

Recogida de datos

La seleccion de los pacientes se realizara por parte del Servicio de
Oncologia, incluyendo a todos los pacientes que inicien el tratamiento
con capecitabina en los centros participantes y que acepten participar
en el estudio. En el momento de la inclusién, tras la entrega de la hoja
de informacién al paciente y la firma del consentimiento informado, se
cumplimentara la entrevista inicial y se programara la extraccién
sanguinea previa al inicio del tratamiento.

El oncdlogo/a prescriptor/a avisara, mediante el volante de peticion,
al Servicio de Anadlisis Clinicos del hospital, indicando la fecha de
extraccion y el nlimero de la historia clinica del paciente. Tras el andlisis
bioquimico, el tubo de sangre total en EDTA (2 ml) y el tubo de suero
(2 ml) seran almacenados a 4 y -20 °C respectivamente en el laboratorio
central hasta su recogida para proceder al andlisis genético y
enzimatico.

La recogida de las muestras se efectuard semanalmente para su
traslado al Laboratorio de Toxicologia y Medicina Legal ubicado en el
campus de San Juan de la Universidad Miguel Hernandez de Elche. Alll
se realizard la extraccién y la purificacién de ADN y el andlisis del
genotipo de las 4 variantes en DPYD recomendadas por la AEMPS,
mediante PCR en tiempo real con sondas TagMan en termociclador
Step One™, realizandose el analisis de resultados con software StepOne
v2.3.

El informe farmacoterapéutico con la recomendacién del ajuste de
dosis se remitira al dia siguiente mediante correo electrénico al servicio
de farmacia de los centros participantes. Este servicio incluira el informe
en la historia clinica del paciente a través del programa informatico del
centro, permitiendo que el oncélogo/a correspondiente tenga acceso al
mismo y se pueda iniciar el tratamiento con la pauta adecuada.

Una vez iniciado el tratamiento, las muestras de ADN se congelaran a
-20 °C hasta la realizacion del andlisis de las 5 variantes genéticas en
CDA mediante PCR en tiempo real.

Las muestras de suero seran almacenadas a —80 °C hasta que se
realice el andlisis de la actividad enzimatica por espectrofotometria.

Los datos clinicos de toxicidad al tratamiento seran recogidos en la
Hoja de Recogida de Datos Electrénica por parte del oncélogo/a
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prescriptor/a durante los 6 primeros ciclos del tratamiento, siguiendo
los criterios CTCAE 5.0.

Una vez alcanzado el tamafio muestral necesario con base en la
muestra piloto, se procedera al andlisis estadistico. Con los resultados
obtenidos se realizara un estudio de asociacion entre los datos genéticos
y enzimaticos, desarrollando un algoritmo que determine el estado
metabdlico para cada diplotipo posible, con la combinacién de las 5
variantes en CDAy el riesgo de toxicidad asociado.

Tras la validacién de estos resultados en una cohorte independiente,
se obtendra una evidencia cientifica de peso que determine el ajuste
necesario de dosis para reducir el riesgo de toxicidad en cada genotipo
concreto, permitiendo la elaboracién de una guia clinica con base en el
genotipo en DPYD y CDA.

Para facilitar la implementacién del genotipado en los hospitales
espafioles, se desarrollard una herramienta bioinformatica mediante el
software AlleleTyper™ donde se aplicard el algoritmo. Esta herramienta
se basara en la asociacién del diplotipo del paciente con el estado
metabélico y la recomendacién de ajuste de dosis, permitiendo la
generacion automdtica del informe farmacoterapéutico. Una vez
validada la utilidad de esta herramienta en cohortes independientes,
se ofrecera de manera gratuita facilitando su implementacién en los
centros hospitalarios para poder beneficiar de forma equitativa a todos
los pacientes en tratamiento con capecitabina.

Andlisis estadistico

Se realizara un analisis descriptivo bivariante y multivariante. El
andlisis descriptivo se realizard segtin el tipo de variante. De las
variantes principales, es decir, la incidencia de toxicidad grave y la
actividad enzimatica de CDA, se calcularan los limites de confianza
al 95%.

En el andlisis bivariante, se comprobara la distribucién de la
normalidad y si es comprobada, se utilizaran las pruebas paramétricas;
en caso contrario, se utilizaran las pruebas no paramétricas. Segin los
tipos de variables, se utilizaran distintas pruebas paramétricas: Chi-
cuadrado para comparar 2 variables cualitativas, t de Student para
comparar una variable cualitativa y una variable cuantitativa, y la
correlacién lineal Pearson para comparar 2 variables cuantitativas. La
significacion estadistica se fija en p=0,05.

En cuanto al andlisis multivariante, como la variable dependiente es
cualitativa, se utilizard la regresiéon logistica binaria y por pasos,
calculando el RR con limite de confianza del 95%. Los andlisis se
realizaran mediante el programa SPSS v.26 y el programa R v.4.0.2 por
parte del Servicio de Estudios Estadisticos de Fisabio, en Espafia.

Discusion

La innovacién de este proyecto de asociacion genotipo-fenotipo,
mediante la categorizacién de la enzima CDA como biomarcador,
consiste en la recomendacién de la prescripcién farmacolégica
personalizada con base en el genotipo DPYD y CDA de cada paciente, y
no solo en DPYD, como se recomienda actualmente.

Tras la validacién en una cohorte independiente de la guia clinica
que se pretende desarrollar, se espera reducir el riesgo de toxicidad
del tratamiento con capecitabina debido a la sobredosificacién en el
caso de los pacientes portadores de las variantes genéticas en CDA de
metabolismo ultrarrapido y/o los portadores de las variantes genéticas
en DPYD de metabolismo pobre.

Una de las principales diferencias de este proyecto con respecto a los
ya publicados es su disefio prospectivo de cohortes. La gran mayoria de
los estudios son retrospectivos, presentan mayores limitaciones y
observan toxicidades para asociar el polimorfismo con la toxicidad,
sin realizar un ajuste de dosis'!?®2!, En el estudio actual, las
determinaciones y el consejo farmacogenético se realizan de forma
prospectiva, aprovechando los recursos y el beneficio clinico de la
realizacion del genotipado preventivo. Ademas, el andlisis estadistico
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nos proporcionara el RR de la presencia de las variantes en CDA, siendo
esta una medida estadistica mucho mads potente que las obtenidas en
estudios de casos y controles. También, cabe tener en cuenta que,
gracias al desarrollo de la herramienta bioinformatica, se facilitara la
implementacién del Servicio de Andlisis Farmacogenético e
interpretacién de los resultados en la practica clinica de los centros
hospitalarios.

Finalmente, la categorizacién de CDA como biomarcador podra ser
Gtil también en el tratamiento con otros firmacos, ya que esta enzima
estd implicada en la inactivaciéon de la gemcitabina y la citarabina,
antineoplasicos utilizados para diversos tipos de cancer. Asi pues, los
resultados obtenidos en este proyecto se podran utilizar en posteriores
estudios con el objetivo de elaborar guias clinicas de dosificacién para
dichos farmacos y reducir la quimiorresistencia al tratamiento y la
consecuente progresion de la enfermedad.

Limitaciones

El hecho de analizar Gnicamente la actividad enzimatica para
establecer el fenotipo metabdlico puede suponer una limitacion, puesto
que también es importante conocer la farmacocinética de cada paciente
para describir un fenotipo mas completo frente al metabolismo de la
capecitabina. Esta seria una futura linea de investigacién, ampliar la
caracterizacién de CDA como biomarcador incluyendo al fenotipado el
analisis farmacocinético durante las primeras dosis de capecitabina de
cada paciente. En este sentido, se ha estudiado recientemente a través
de un modelo farmacocinético poblacional, la relacion entre los
metabolitos de la capecitabina (5-FU, 5'-DFCR y 5'-DFUR) y la toxicidad
o la respuesta clinica al firmaco?®?. Los datos obtenidos relacionan a la
enzima CDA como covariable estadisticamente significativa, lo cual
pone de manifiesto la conveniencia de analizar simultdneamente los
datos genéticos, enzimaticos y farmacocinéticos de este biomarcador.

Responsabilidades éticas

Este proyecto ha sido clasificado por la Agencia Espafiola del
Medicamento y Productos Sanitarios, con cédigo ATB-CAP-2020-01,
como «Estudio Postautorizaciéon de seguimiento prospectivo (EPA-SP)»
y ha obtenido la autorizacién por parte del Comité Autonémico de
Evaluacion de Estudios Postautorizacion Observacionales, de
Seguimiento Prospectivo con medicamentos (CAEPO) asi como el
dictamen favorable del Comité de Etica de Investigacién con
Medicamentos (CEIM) del Hospital General Universitario de Elda y del
Hospital General Universitario de Elche de acuerdo a la legislacion
vigente, el Real Decreto 223/2004 del 6 de febrero.

Financiacion

-V Convocatoria de Ayudas para el Fomento de la Actividad
Investigadora de la Fundacion para el Fomento de la Investigacion
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formulacion de futuros proyectos de investigacién y de innovacion
conjuntos entre Universidad Miguel Hernandez de Elche y FISABIO
2021.
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