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1. RESUMEN

Los antagonistas de la vitamina K, warfarina (USA y parte de Europa) y acenocumarol (Espafia 'y
algunos paises de Europa), son los anticoagulantes orales mas prescritos en la prevencion y
tratamiento de eventos tromboembdlicos en pacientes diagnosticados de fibrilacidn auricular,
enfermedad tromboembdlica venosa y en pacientes portadores de protesis valvulares
cardiacas.

El manejo del tratamiento de anticoagulacidn oral con antagonistas de la vitamina K es
complicado debido a que las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas conducen a
una respuesta variable e impredecible en cada paciente. Por ello, la actividad anticoagulante
se monitoriza periédicamente mediante la prueba de laboratorio INR (International
Normalized Ratio), con el objetivo de mantener el INR dentro de rango terapéutico
correspondiente a cada indicacion.

El comienzo del tratamiento de anticoagulacidn oral con antagonistas de la vitamina K es el
periodo mas problematico, ya que el riesgo de eventos tromboembdlicos (asociado a INR<2) y
hemorragicos (asociado a INR>4) es mayor en los primeros meses de tratamiento, debido a
qgue cada paciente requiere una dosis individualizada para alcanzar la estabilidad
anticoagulante que es desconocida al comienzo del tratamiento de anticoagulacién oral y que
debe ser ajustada empiricamente en base a los parametros clinicos y en funcion del valor de
INR obtenido, hasta el alcance de la dosis estable.

La variabilidad interindividual al tratamiento de anticoagulacién oral con acenocumarol
depende de varios factores, como son edad, sexo, peso, indice de masa corporal (IMC),
medicacion concomitante (inductores o inhibidores de CYP-450), otras enfermedades
asociadas, alcohol, tabaquismo e ingesta de vitamina K. Ademds de los factores
sociodemograficos y clinicos, los factores genéticos juegan un papel importante en la
variabilidad interindividual de la dosis de acenocumarol. Las variantes alélicas mds estudiadas
se encuentran en los genes que codifican la principal isoenzima de metabolizacién (CYP2C9) y
la vitamina K epdxido reductasa complejo 1 (VKORC1), diana terapéutica de los antagonistas
de la vitamina K. Al menos el 50% de la variabilidad en la dosis necesaria de estos viene
determinada por estos factores. Por otro lado, variantes alélicas en otros genes, tales como
CYP4F2, ABCB1, APOE, CYP2C19 y GGCX, pueden mostrar influencia en la seguridad y eficacia
del tratamiento de anticoagulacién oral con antagonistas de la vitamina K.

La eficacia y la seguridad del tratamiento de anticoagulacién oral con antagonistas de la
vitamina K se han asociado al tiempo que permanecen los pacientes dentro del rango

terapéutico. Por lo tanto, manteniendo al paciente dentro del rango terapéutico de INR se
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puede disminuir el riesgo de reacciones adversas. En este sentido, la determinacion de
polimorfismos genéticos que se encuentren asociados a estos parametros puede ser de
utilidad en la mejora del manejo del tratamiento de anticoagulacién oral con antagonistas de
la vitamina K.

El objetivo de la presente Tesis Doctoral ha sido mejorar la farmacoterapia (seguridad y
eficacia) del inicio del tratamiento con anticoagulantes, mediante la determinacién de
polimorfismos genéticos mas relevantes (CYP2C9 y VKORC1) y aquellos genes que se han
estudiado en menor medida.

Para alcanzar el objetivo de mejorar la seguridad, se evaludé la asociaciéon entre los
polimorfismos genéticos CYP2C9 (rs1799853 y rs1057910), VKORC1 (rs9923231), CYP4F2
(rs2108622), ABCB1 (rs1045642), APOE (rs429358 vy rs7412), CYP2C19 (rs4244285 vy
rs12248560) con la seguridad del tratamiento de anticoagulacion oral con acenocumarol en
128 pacientes diagnosticados de fibrilaciéon auricular y enfermedad tromboembdlica venosa.
El pardmetro seguridad fue medido como el tiempo dentro/fuera de rango de INR terapéutico,
alcance de la estabilidad anticoagulante, tiempo necesario hasta alcanzar la estabilidad,
sobreanticoagulacion (INR>4) y eventos hemorragicos producidos durante los primeros 7
meses de tratamiento. Después del primer mes de tratamiento, el alelo T para el gen VKORC1
y el genotipo APOE-E3/E3 se asociaron de forma independiente a un mayor tiempo por encima
del rango terapéutico y menor tiempo por debajo del rango terapéutico (R*:0.370 y R%:0.239,
respectivamente). Después de siete meses, el alelo T para VKORC1 predijo mayor tiempo por
encima del rango terapéutico, y también se asocié a un aumento de INR>4, particularmente el
genotipo TT (OR: 32; ICss%: 6-175, p=8-10"). El alelo C de CYP2C9*3 (OR: 5,5; 1C4s%:1.8-17,
p=0.003) y el alelo C para ABCB1 C3435T (OR: 8.9; IC95% :1.1-70, p = 0.039) influyeron de
forma independiente en una mayor incidencia de INR>6. Los pacientes VKORC1-TT/ABCB1-C
permanecieron 26,8% del tiempo por encima del rango terapéutico, con un riesgo relativo (RR)
asociado para INR>4 de 1.8 (ICys%:1.2-2, 0.5, p=0.015). Ademas, los pacientes con el genotipo
TT para VKORC1 presentaron mayor riesgo de eventos hemorragicos (RR: 3.5; 1Cys%:1.4-8 0.4,
p=0.010).

Una vez analizada la influencia de los polimorfismos genéticos con la seguridad al tratamiento
de anticoagulacién oral con acenocumarol en los primeros 7 meses de tratamiento, el
siguiente objetivo de esta Tesis Doctoral se centré en la mejora de la eficacia mediante la
elaboracion de un algoritmo farmacogenético que incluyese parametros sociodemograficos,
clinicos y farmacogenéticos (CYP2C9, VKORC1, CYP4F2, ABCB1, APOE, CYP2C19 y GGCX). Se

realizd un estudio observacional retrospectivo en una cohorte de 164 pacientes diagnosticados
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de FA/ETEV tratados con dosis estables de acenocumarol. La cohorte total de pacientes se
distribuyo aleatoriamente en dos grupos; cohorte de derivacién (n=134 pacientes) y cohorte
de validacién (30 pacientes). El algoritmo farmacogenético se obtuvo mediante regresion lineal
multiple procedente de la cohorte derivacién y fue validado internamente en la cohorte de
validacién. Este modelo incluyé las siguientes variables: edad, IMC, amiodarona concomitante
y CYP2C9, VKORC1 y APOE. Fue capaz de explicar hasta un 56.6% del total de la variabilidad en
la dosis estable acenocumarol. Ademas, clasificd correctamente al 67% de los pacientes con
una desviacion en la prediccidn de la dosis real <20%.

En conclusidn, los genotipos de VKORC1 (alelo T), CYP2C9*3 (alelo C), APOE (E3/E3) y ABCB1
(alelo C) deberian ser considerados para la prevencidn de reacciones adversas, especialmente
en el inicio del tratamiento con acenocumarol. Por otro lado, el modelo farmacogenético
desarrollado en esta Tesis mejora en un 42.6% al modelo clinico y presenta una precision 1.5
veces mayor en la prediccion de la dosis de acenocumarol, siendo capaz de clasificar

correctamente hasta el doble de pacientes que el algoritmo clinico.
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2. INTRODUCCION

2.1. Principales indicaciones para la terapia de anticoagulacion oral

Desde 1950, los antagonistas de la vitamina K (AVK) (warfarina, acenocumarol y fenprocumon)
han sido la piedra angular para la prevencidn de eventos tromboembdlicos en pacientes con
fibrilacion auricular (FA), enfermedad tromboembdlica venosa (ETEV) y en pacientes con
protesis valvulares cardiacas (1-7). Warfarina se prescribe sobre todo en EE.UU., Canada y
algunos paises europeos, mientras que acenocumarol es el anticoagulante oral ampliamente

utilizado en Espafia y los Paises Bajos (8).

2.2. Manejo de la terapia antitromboética

2.2.1. Antagonistas de la vitamina K en fibrilacion auricular

La fibrilacién auricular es el trastorno del ritmo cardiaco mds comun, con el principal riesgo
asociado de sufrir un ictus. El riesgo de ictus isquémico aumenta hasta cinco veces en los
pacientes con FA (9). Iniciar terapia de anticoagulacién oral de larga duracién depende de los
factores de riesgo de ictus que presenta el paciente. El riesgo de recurrencia de ictus que
presenta el paciente se encuentra estratificado en funcién de la clasificacién CHADS, (C:
insuficiencia cardiaca congestiva, H: hipertension arterial, A: edad > 65 afios, D: diabetes
mellitus o S: ictus previo) (1, 9-11). Este sistema asigna dos puntos a ictus previo y un punto al
resto de condiciones.

Otros factores de riesgo son: sexo femenino, edad comprendida entre 65-74 afios, y
enfermedad vascular. Posteriormente, la clasificacion CHADS, fue modificada hacia CHA,DS,-
VASc (insuficiencia cardiaca congestiva, hipertensién, edad > 75 [doble], diabetes mellitus,
ictus previo [doble], enfermedad vascular, edad comprendida entre 65-74 afios y sexo
femenino). Esta modificacidn incluye nuevos parametros que mejoran la evaluacion del riesgo
de ictus del paciente, especialmente para aquéllos que se encontraban clasificados con la
puntuaciéon CHADS,<2. De acuerdo con esta nueva clasificacién, la Sociedad Europea de
Cardiologia (SEC) elaboré una guia de recomendaciones de anticoagulaciéon oral con AVK en

funcién de la puntuacién CHA,DS,-VASc obtenida (9):

- CHA2DS2-VASc 2 2: Iniciar tratamiento con AVK con una dosis ajustada para mantener

el rango terapéutico de INR entre 2-3.

- CHA2DS2-VASc = 1: Iniciar tratamiento con AVK con una dosis ajustada para mantener

el rango terapéutico de INR entre 2-3 o antiagregacién plaquetaria con aspirina a dosis
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de entre 75-325 mg/dia. Preferiblemente anticoagulacion oral a antiagregacion

plaguetaria.

- CHA2DS2-VASc = 0: Iniciar antiagregacion plaquetaria con aspirina a dosis de entre 75-
325 mg/dia o no terapia antitrombdtica. Preferiblemente antiagregacion plaquetaria a

no terapia antitrombética.

2.2.2. Antagonistas de la vitamina K en enfermedad tromboembdlica venosa

El tratamiento anticoagulante con AVK es eficaz en la prevencién de trombosis venosa
recurrente en pacientes con ETEV. Este tratamiento se inicia protocolariamente con heparina
de bajo peso molecular o heparina no fraccionada y la terapia anticoagulante oral. La terapia
puente con heparina de bajo peso molecular o con heparina no fraccionada se recomienda
mantener hasta alcanzar el rango terapéutico de INR (2)

Se recomienda mantener tratamiento anticoagulante durante tres meses en pacientes con
trombosis venosa profunda o tromboembolismo pulmonar cuando el riesgo de sangrado es
alto; si el riesgo de sangrado es bajo-moderado, se recomienda prolongar el tratamiento con

anticoagulante oral. El rango terapéutico de INR recomendado en ETEV es de 2-3 (2).

2.2.3. Antagonistas de la vitamina K en portadores de prétesis valvulares cardiacas

El riesgo de tromboembolismo en los primeros meses después de la implantacion de una
valvula protésica es particularmente alto (12).

La guia de practica clinica Americana para el tratamiento y prevencidon de trombosis en
pacientes portadores de valvulas cardiacas recomienda (13):

En los primeros 3 meses después de implantacion de la prétesis, aspirina para las valvulas
adrticas y terapia antitrombodtica con antagonistas de la vitamina K manteniendo rango
terapéutico de INR en 2.5 para las valvulas mitrales. Después de 3 meses, se sugiere terapia
con aspirina. Se recomienda terapia puente con heparina de bajo peso molecular o heparina
no fraccionada en pacientes con valvulas mecanicas. Se recomienda terapia de larga duracion
con antagonistas de la vitamina K para todas las valvulas mecdnicas, manteniendo INR en 2.5
para valvulas adrticas e INR de 3.0 para valvula mitral o doble prétesis valvular.

En pacientes con valvulas mecanicas con riesgo de sangrado bajo, se recomienda la adicion de
de aspirina a dosis baja (50-100 mg/dia). En pacientes con reparacion de la valvula, se sugiere
terapia con aspirina.

Después de los primeros 6 meses, el riesgo de sangrado se reduce en gran medida si el

paciente es adherente al tratamiento y cumple con las pautas de dosificacion (12).

2.3. Farmacologia de los antagonistas de la vitamina K
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2.3.1. Antagonistas de la vitamina K

2.3.1.1. Warfarina

Warfarina es el anticoagulante oral mas prescrito a nivel mundial. Es un derivado cumarinico
derivado de la 4-hidroxicumarina, nucleo con estructura similar a la vitamina K. Se administra
como una mezcla racémica del enantidmero R- y enantiémero S-(14). El enantidmero S tiene
una actividad anticoagulante de 3 a 5 veces mayor que el enantidmero R-warfarina (14). El
enantiomero S-warfarina se metaboliza principalmente por la isoenzima CYP2C9. Aunque el
enantiomero R-warfarina también se metaboliza a través de la via de CYP2C9, hay otras
isoenzimas menores que participan en el metabolismo de este enantidmero, tales como

CYP1A1, CYP1A2, CYP2C8, CYP2C18 y CYP2C19 (15-17).

2.3.1.2. Acenocumarol

Acenocumarol es un andlogo 4-Nitro de warfarina, que se prescribe en muchos paises
europeos (8, 18, 19). Se administra por via oral como una mezcla racémica de enantiomeros R-
y S-. La biotransformacién se realiza en el higado a través del citocromo P450. La isoenzima
mas importante del metabolismo de este fdrmaco es la isoenzima CYP2C9, que realiza una
hidroxilacion en la posicion 6 -, 7 - y 8 - de ambos enantidmeros. El enantidmero S se
metaboliza rdpidamente (t;, <2h). La actividad anticoagulante depende de enantiémero R-
acenocumarol que presenta un t;;, de aproximadamente 8h. A diferencia del enantiomero S-
acenocumarol, el enantiomero R-acenocumarol también es metabolizado por otras isoenzimas

menores como CYP1A2, CYP3A5 y CYP2C19 (20).

2.3.1.3. Fenprocumon

Al igual que los otros derivados cumarinicos, fenprocumon se administra como una mezcla
racémica de los enantiomeros S- y R-. La biodisponibilidad de fenprocumon es del 90% y se
metaboliza estereoselectivamente a través del citocromo P-450 a metabolitos inactivos
hidroxilados (21). Las principales isoenzimas en el metabolismo de fenprocumon son CYP2C9 y
CY3A4 (22). Los dos enantiomeros de fenprocumon presentan un tiempo de vida media de

alrededor de 110-130h tras la primera administracién (23).

2.3.2. Maecanismo de accion de los antagonistas de la vitamina K

Los antagonistas de la vitamina K ejercen su efecto mediante la inhibicion de la vitamina K
epoxido reductasa complejo 1 (VKORC1), blogueando la regeneracién de vitamina K reducida

(24). La vitamina K es un cofactor esencial en la carboxilaciéon de residuos de glutamato en la
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region N-terminal de las proteinas dependientes de vitamina K, la sintesis de factores de
coagulacion dependientes de la vitamina K (factores Il, VII, IX y X) y proteinas fibrinoliticas,
tales como proteinas C y S (Figura 1)(25). Estas proteinas dependientes de la vitamina K son
inhibidas por la accién de los derivados de cumarinicos. Al antagonizar estos factores de
coagulacién dependientes de la vitamina K se impide la interaccion entre estos factores y el
calcio presente en el subendotelio vascular. La inhibicidn de los factores de coagulacion causa
bajos niveles plasmaticos de protrombina, encargada de generar la formacién de fibrina
necesaria para activar la coagulacién (26).
Figura 1. Mecanismo de accién de los antagonistas de la vitamina K
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2.3.3. Diferencias entre los antagonistas de la vitamina K

Las diferencias entre estas moléculas se encuentran en sus propiedades farmacocinéticas.
Acenocumarol presenta un tiempo de vida media de 8 a 11 horas, mientras que el tiempo de
semivida de warfarina es cuatro o cinco veces la vida media de acenocumarol (34-42 horas),
alcanzando el pico maximo de concentracidon plasmdtica a los 90 minutos después de la
administracién oral; mientras que fenprocumdn presenta un tiempo de semivida de 110h-

130h después de la administracidn inicial oral (22).

2.4. Farmacogenética de los antagonistas de la vitamina K

Los derivados cumarinicos son eficaces en el tratamiento y prevencién de eventos
tromboembdlicos en pacientes diagnosticados de fibrilacion auricular, trombosis venosa
profunda, tromboembolismo pulmonar y en pacientes portadores de prétesis valvulares
cardiacas. Sin embargo, el manejo de la terapia anticoagulante oral en el inicio del tratamiento

es complicado, debido a que presentan margen terapéutico estrecho y alta variabilidad
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interindividual en la respuesta anticoagulante. La actividad anticoagulante se monitoriza a
través de un test de laboratorio que estandariza los valores obtenidos a través del tiempo de
protrombina, denominado INR (International Normalized Ratio). El comienzo de la terapia
anticoagulante es el periodo mas problematico debido al riesgo de trombos (asociado a un INR
<2) y el riesgo de hemorragia (asociado a INR> 4) es mayor en los primeros tres meses, ya que
cada paciente requiere dosis individualizadas para lograr la estabilidad, y se desconoce dicha
dosis (27).

Actualmente, la dosis inicial de los derivados cumarinicos se basa en parametros clinicos y
ajuste de dosis mediante titulacién en funcidn del valor de INR obtenido. El primer control del
INR se realiza aproximadamente al dia 3 6 4 después de iniciar terapia anticoagulante.
Dependiendo del valor de INR obtenido, la dosis inicial se incrementa, disminuye o se
mantiene hasta que se obtienen tres valores de INR consecutivos dentro del rango terapéutico
con una variacion en la dosis menor al 10%, que se considera dosis estable. El reto principal de
la terapia anticoagulante oral con antagonistas de la vitamina K es alcanzar y mantener al
paciente dentro de rango terapéutico de INR. Los pacientes tratados con anticoagulantes
orales requieren monitorizacién constante para asegurar que la anticoagulacién sea estable.

La variabilidad interindividual al tratamiento anticoagulante oral con derivados cumarinicos
depende de varios factores, como son edad, sexo, peso, indice de masa corporal (IMC),
medicacién concomitante (inductores o inhibidores de CYP-450), otras enfermedades
asociadas, alcohol, tabaquismo e ingesta de vitamina K. Ademds de los factores
sociodemograficos y clinicos, los factores genéticos juegan un papel importante en la
variabilidad interindividual de la dosis de acenocumarol. Las variantes alélicas mds estudiadas
se encuentran en CYP2C9y VKORC1. Al menos el 50% de la variabilidad en la dosis necesaria
de los AVKs viene determinada por estos factores (28-32). Por otro lado, variantes alélicas en
otros genes, tales como CYP4F2, ABCB1, APOE, CYP2C19 y GGCX, pueden mostrar influencia
en la seguridad y eficacia del anticoagulante oral con derivados cumarinicos (33-38).

Por todas estas razones, los derivados cumarinicos se han considerado como un objetivo ideal
para el desarrollo de la medicina personalizada. La medicina personalizada de anticoagulacion
oral se centra en la busqueda de marcadores genéticos que pueden mejorar la farmacoterapia

en términos de eficacia y seguridad.

2.4.1. Principales genes involucrados en la respuesta a la anticoagulacion oral

Las variaciones genéticas mas estudiadas corresponden a genes que codifican principal

isoenzima de metabolizacién: CYP2C9, y la diana terapéutica de antagonistas de vitamina K:
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VKORCL1. Las variaciones genéticas en estos dos genes son responsables de aproximadamente

el 30% de la variabilidad en la dosis variabilidad requerida (39, 40).

24.1.1. CYP2C9

CYP2C9 se encuentra en higado y es una de las isoenzimas con mayor relevancia en el
metabolismo de farmacos. Es responsable de aproximadamente el 15% de los farmacos que se
someten a metabolismo de fase | (41).

Los dos polimorfismos mas comunes descritos en CYP2C9 son CYP2C9*2 (Argl44Cys;
rs1799853) y CYP2C9*3 (lle359Leu; rs1057910). Estas variantes alélicas codifican enzimas con
actividad reducida de 12% y 5%, respectivamente, en comparacién con el alelo ancestral o
wild-type (15, 42-44). Los portadores de alguna variante alélica en CYP2C9*2/*3 tienen mas
riesgo de sobreanticoagulacién (asociado a riesgo de hemorragia), requieren dosis mas bajas y
necesitan mas tiempo para alcanzar estabilidad anticoagulante comparado con los pacientes
wild-type que los pacientes de tipo salvaje para este gen (45, 46).

Las frecuencias de estas variantes alélicas difieren entre diferentes razas, de modo que en la
poblacién asiatica el polimorfismo CYP2C9*2 es muy poco frecuente, y CYP2C9*3 no se ha
encontrado en esta poblacién (47). En afroamericanos, la frecuencia alélica de CYP2C9*3 es de
alrededor de 6% (48). Sin embargo, el 15-30% de las personas de raza blanca tienen alguna
variante alélica, ya sea CYP2C9*2 6 CYP2C9*3, en este gen (49).

La variante alélica CYP2C9*8 (Argl50His, rs7900194) se manifiesta en el 10-12% de los
individuos afroamericanos (50, 51). Esta variante alélica es responsable de una disminucién de
la actividad enzimatica. Por lo tanto, los individuos portadores de esta variante alélica
necesitan meno dosis de warfarina para alcanzar anticoagulacion estable en comparacion con

los individuos de tipo wild-type (52, 53).

24.1.2. VKORC1

Los derivados cumarinicos ejercen su accion mediante la inhibicion de la regeneracidn de la
vitamina K reducida(24). Este efecto se realiza a través de la inhibicién de la VKORC1 (54, 55).
La VKORC1 codifica esta proteina y estd situada en el brazo corto del cromosoma 16. Contiene
3 exones y 2 intrones, codificando una proteina de membrana de 163 residuos de aminodcidos
(54). Varios polimorfismos en el gen VKORC1 se han asociado a la variabilidad en la dosis
requerida de warfarina dosis, principalmente localizados en la regidon no codificante (19). Se
han asociado cuatro haplotipos en VKORC1 (*1, *2, *3, *4) a la variabilidad en la dosis
requerida de warfarina en poblacion caucasica (56). El haplotipo *1 corresponde a la ausencia

de polimorfismo; haplotipo *2 VKORC1 corresponde a la variacién alélica C1173T (rs9934438),



ENRIQUE JIMENEZ VARO
MARCADORES FARMACOGENETICOS EN LA RESPUESTA A LA ANTICOAGULACION ORAL

que se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el polimorfismo G1639A (rs9923231) en
sentido 5' y con el polimorfismo C2255T (rs2359612). El haplotipo VKORC1*3 corresponde al
polimorfismo G9041A (rs7294), y el haplotipo VKORC1*4 corresponde a la variante alélica
C6009T (rs17708472) (57, 58). El haplotipo VKORC1 *2 se asocia con sensibilidad en la dosis
necesaria de derivados de cumarinicos, mientras que los haplotipos *3 y *4 estan asociados
con un mayor requerimiento de dosis de warfarina para lograr el mismo nivel de
anticoagulacién de los pacientes de tipo wild-type para este gen (40, 59-61).

El haplotipo VKORC1 *2 es el mas frecuente entre la poblacién de raza caucasica y asiatica.
Este haplotipo altera el sitio de unién del factor de transcripcion, lo que conduce a la
disminucién de la expresion de la proteina (62). La frecuencia alélica del haplotipo VKORC1*2
en caucasicos es de 39.8% para los wild-type, el 40.7% para los heterocigotos mutados y 19.5%
para homocigotos mutados (63). Se ha descrito que este polimorfismo de VKORC1 presenta
una influencia de 11 a 30% de la variabilidad total de los derivados cumarinicos en poblaciones
caucasicas y asiaticas (64-68). La influencia de este polimorfismo en la variabilidad de la dosis

de warfarina en raza negra es de 4 a 10% (69-71).

2.4.2. Otros genes relacionados con la respuesta anticoagulante

2.4.2.1. CYP4F2

CYP4F2 es una Vitamina K oxidasa(72). Se ha descrito una variante alélica (rs2108622; V433M)
en el gen CYP4F2 que posee influencia en la dosis requerida de los derivados cumarinicos (50,
73, 74). La variante alélica CYP4F2*3 es responsable de una actividad enzimatica reducida, por
lo que el polimorfismo V433M en CYP4F2 se ha asociado con un aumento de la dosis necesaria
para alcanzar el rango terapéutico de INR (73). Aunque existe asociacion entre la presencia del
polimorfismo CYP4F2*3 y un aumento de la dosis requerida, la influencia del polimorfismo es
de 1-2% en la variabilidad total del requerimiento de dosis (50). Algunos estudios han asociado

el polimorfismo V433M en CYP4F2 con ictus isquémico e infarto de miocardio (75, 76).

2.4.2.2. CYP2C19

La actividad anticoagulante de acenocumarol recae principalmente sobre el enantiémero R-
acenocumarol, el cual se metaboliza mayoritariamente a través de CYP2C9, pero también por
otras isoenzimas del CYP450, como CYP1A2, y 20% a través de CYP2C19 (77, 78). Las
diferencias en la actividad mediada por CYP2C19 en caucdsicos viene determinado por el alelo
inactivo CYP2C19*2 y el alelo relacionado con aumento de actividad CYP2C19*17 (38). Aunque

no se ha demostrado influencia de polimorfismos en estas isoenzimas con la dosis requerida

19



20

INTRODUCCION

para alcanzar la anticoagulaciéon estable, la administraciéon de fadrmacos concomitantes que se
metabolicen por CYP450, como por ejemplo, inhibidores de la bomba de protones, que son
metabolizados principalmente por CYP2C19, pueden incrementar el riesgo de

sobreanticoagulacion en pacientes que reciben anticoagulacion oral de larga duracion (78).

2.4.2.3. APOE

La filoquinona (vitamina K1) es la forma mas comun de la vitamina en la dieta y se encuentra
en vegetales verdes y en aceites vegetales (79). En el plasma, la vitamina K1 se une a
quilomicrones y a quilomicrones remanentes. La absorcién de estas lipoproteina rica en
vitamina K rica en el higado y otros tejidos se realiza mediante la apolipoproteina E (ApoE), un
constituyente de quilomicrén remanente, que se une a receptores lipoproteicos (80).

ApoE es una proteina polimdrfica definida por tres alelos: E2, E3 y E4 (definidos por dos SNPs,
rs429358 y rs7412), localizados en un solo locus en el cromosoma 19 (81). Se ha descrito que
individuos con los genotipos E4/E4 y E3/E4 requirieron dosis mas bajas de acenocumarol para
alcanzar la anticoagulacion estable que los pacientes con el genotipo E3/E3 (rs429358). Los
pacientes con el genotipo E2/E2 necesitaron una dosis mayores dosis de acenocumarol para
alcanzar la anticoagulacion estable en comparacion con los pacientes E3/E3 (82). Por otro
lado, el alelo E4 para APOE se asocié a un mayor requerimiento de warfarina en

afroamericanos pero no en caucasicos (83).

24.24. ABCB1

El transportador glicoproteina-P estd codificado por el gen ABCB1 (adenosine triphosphate-
binding cassette), que juega un papel importante en la variabilidad de la biodisponibilidad oral
de muchos farmacos, en particular el polimorfismo del gen C3435T (rs1045642) (84, 85). La
contribucién del polimorfismo C3435T con el requerimiento de la dosis de los derivados
cumarinicos se encuentra poco estudiada y se han obtenido resultados contradictorios (36, 86,
87). En el estudio llevado a cabo por Wadelius et al., los pacientes heterocigotos para el
haplotipo ABCB1 D (que incluye la variante alélica C3435T) necesitaron dosis un 24% menor de
warfarina en comparacién con el resto para alcanzar el rango terapéutico de INR (36). Sin
embargo, otros investigadores han descrito que el haplotipo ABCB1 2677GG/3435CC se
encuentra asociado a dosis bajas de los derivados cumarinicos para alcanzar el rango

terapéutico de INR (86, 87).

2.4.2.5. GGCX
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El gen que codifica la gamma glutamil carboxilasa (GGCX) se ha estudiado como un gen
candidato potencial que puede afectar en la respuesta farmacodinamica de warfarina. La
enzima gamma-glutamil carboxilasa cataliza la biosintesis del factor de coagulacion
dependiente de la vitamina K (88). GGCX es un cofactor esencial en la reduccién de la vitamina
K epoxido 2-3 para el biolégicamente activo vitamina K hidroquinona, responsable de la
sintesis de factores de coagulacidon que activan la cascada de coagulacién (88, 89). Un estudio
sueco evalud el efecto de un polimorfismo (rs12714145) en el gen GGCX, encontrando una
pequefia pero significativa asociacion de esta variante con el requerimiento de dosis de
warfarina (61). Otra variante alélica (rs11676382) en el gen GGCX se ha asociado con una
reduccion en el requerimiento de dosis necesaria de warfarina para alcanzar INR terapéutico

con una influencia en la variabilidad total de la dosis de aproximadamente 2% (90).

24.2.6. CALU

Calumenina, codificada por CALU, se une a GGCX e inhibe el sitio de unidn de la vitamina K
epoxido (91, 92). Una variante alélica (rs339097) en el gen CALU ha sido descrita como posible
predictor de dosis de warfarina mas altas de afroamericanos y en una poblacién egipcia (92,

93).

2.4.3. Influencia de polimorfismos genéticos en la eficacia y seguridad

Las primeras investigaciones se centraron en la influencia de los polimorfismos genéticos
presentes en CYP2C9 con la variabilidad de la respuesta anticoagulante. Un pequefio estudio
realizado en Inglaterra compard 36 pacientes analizé el efecto de CYP2C9*2/*3 en la dosis y en
la incidencia de complicaciones hemorragicas. En el grupo de dosis baja, el 89% de los
pacientes incluidos presentaron al menos una variante alélica para CYP2C9. La incidencia de
hemorragias graves fue mayor en el grupo de dosis baja en comparacion con los controles
aleatorios (OR: 3.7; 1Cys¢, [1-10] p=0.007) (45).

Un estudio italiano fue uno de los primeros en manifestar que los pacientes que presentan
alguna variante alélica en CYP2C9*2/*3 requieren dosis mas bajas de warfarina para alcanzar
rango de INR terapéutico y tenian una mayor tasa de complicaciones hemorragicas que los
pacientes wild-type para este gen (94). Se presentaron cincuenta y nueve episodios de
sangrado (10 mayores y 49 eventos menores) en 36 pacientes, la incidencia de episodios
hemorréagicos en pacientes con alguna variante alélica CYP2C9*2 y/o CYP2C9*3 fue 27.9%
mientras que sélo el 12.8% de los pacientes wild-type presentaron algun evento hemorragico

(94).
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A pesar de la evidencia de que algunos portadores del alelo *2 é *3 en CYP2C9 han mostrado
sensibilidad a warfarina y aumento del riesgo de sobreanticoagulacién; este gen sélo ha sido
capaz de explicar el 10% de la variabilidad total de la dosis de warfarina (95). Por esta razén,
las siguientes investigaciones se centraron en la presencia de variantes alélicas en la diana
terapéutica de los derivados cumarinicos (39, 54). La identificacion de polimorfismos en
VKORCI1 condujo a los investigadores a estudiar la influencia de variantes alélicas en este gen
con la variabilidad de dosis requerida de warfarina para alcanzar la anticoagulacién estable,
mostrando asociacién entre la presencia de haplotipos de VKORC1 y los requerimientos de
dosificacion de warfarina (40, 61, 96).

En el estudio de Rieder et al. se identificaron 10 polimorfismos y dos haplotipos relacionados
con la variabilidad en la dosis requerida de warfarina. Agruparon los haplotipos mas comunes
(H1, H2, H7, H8 y H9) formando dos grupos diferentes, asignando el haplotipo A (H1, H2) y el
haplotipo B (H7, H8 y H9). El haplotipo A se asocid sensibilidad en la dosis requerida de
warfarina y el haplotipo B se asocid a resistencia en la dosis requerida de warfarina. Los
pacientes fueron clasificados de acuerdo a los haplotipos, relacionando el haplotipo A/A con la
dosis baja, el haplotipo A/B con la dosis intermedia y el haplotipo B/B con la dosis alta. La dosis
de mantenimiento de warfarina fue: 2.7+0.2 mg/dia para el grupo de dosis baja (A/A), 4.9 +0.2
mg/dia en el grupo de dosis intermedia (A/B) y 6.2+ 0.3 mg/dia en el grupo de dosis alta (B/B)
(p: <0.001) (40).

El siguiente paso fue evaluar la influencia de polimorfismos en CYP2C9 y VKORC1 con la dosis
de warfarina necesaria para alcanzar estabilidad en una cohorte de 350 pacientes. Los
pacientes con el genotipo homocigoto mutado para VKORC1 recibieron 22.5 mg/semana
menos que los pacientes wild-type para este gen (p <0.001). Asimismo, los pacientes
portadores de alguna variante alélica en CYP2C9 (*2/*3) necesitaron 9.5 mg/semana menos
que los pacientes wild-type (*1/*1) para este gen (p <0.001) (97).

La influencia de polimorfismos en los genes GGCX y VKORC1 fue analizado en 201 pacientes
(mayoria caucasicos), en terapia anticoagulante oral de larga duracién (61). En este estudio
definieron cinco polimorfismos comunes, cuatro de ellos se encontraban en desequilibrio de
ligamiento (rs9923231, rs9934438, rs2359612 y rs7294) y un quinto polimorfismo
(rs11150606) con una menor frecuencia alélica (aproximadamente de 4%). Estos
polimorfismos explicaron aproximadamente el 30% de la variabilidad total en la dosis
requerida de warfarina. El polimorfismo genético GGCX (rs12714145) mostré una pequefia

pero significativa asociacion con la dosis de warfarina (61).
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Las variantes alélicas presentes en los genes CYP2C9 y VKORC1, sumado a los factores clinicos,
pueden explicar aproximadamente el 54% de la variabilidad total de la dosis necesaria de los
derivados cumarinicos. En la busqueda de otras variantes alélicas capaces de aumentar el
porcentaje de variabilidad explicado, se identificé un nuevo polimorfismo (rs2108622) en el
gen CYP4F2 en una pequefia muestra de pacientes que incrementd el porcentaje de
variabilidad explicado hasta el 56% de la dosis requerida de warfarina (73). Los portadores del
genotipo CC (wild-type) requirieron dosis mds bajas que los pacientes con genotipo CT o TT
para este gen. Esta variante alélica se asocid, por tanto, a resistencia a derivados de
cumarinicos.

El principal objetivo del inicio de la terapia anticoagulante oral con derivados cumarinicos es
minimizar el tiempo necesario para alcanzar el rango terapéutico INR e intentar mantener al
paciente el mayor tiempo posible dentro del rango terapéutico. Los estudios farmacogenéticos
posteriores se focalizaron en estos objetivos a través de la determinacién del perfil genético de
los pacientes en tratamiento anticoagulante de larga duracidon. Schwarz et al. analizaron la
influencia de polimorfismos en CYP2C9 y VKORC1 con el tiempo necesario hasta alcanzar el
rango de INR terapéutico y con el riesgo de sobreanticoagulacion (INR>4) en pacientes
caucasicos que iniciaron tratamiento con warfarina (27). Los pacientes con el haplotipo A/A
para el gen VKORC1 alcanzaron antes el rango de INR terapéutico y presentaron antes algun
INR>4 comparado con el resto de los pacientes. Las variantes alélicas en CYP2C9 no
presentaron influencia en el alcance del rango de INR terapéutico. Sin embargo, los pacientes
portadores de alguna variante alélica en CYP2C9 (*2 6 *3) presentaron algin INR> 4 antes de
que los pacientes wild-type para este gen.

La influencia de estos polimorfismos genéticos también se ha evaluado en otras poblaciones
diferentes de la raza caucasica. Limdi et al. analizaron la influencia de los polimorfismos
genéticos en CYP2C9/VKORC1 con el tiempo hasta alcanzar el rango de INR terapéutico y con
el riesgo de sobreanticoagulacién (INR>4) en una cohorte de 521 pacientes que incluyd
afroamericanos y estadounidenses de origen europeo (48). Ademas de CYP2C9*2/*3, los
afroamericanos presentaron otras variantes alélicas variantes alélicas (CYP2C9*5/*6/*11),
mientras que las variantes alélicas encontradas en pacientes estadounidenses de origen
europeo fueron CYP2C9*2/*3. Ademads, el polimorfismo G1639A en VKORC1 (rs9923231)
presentd una frecuencia alélica mayor en la poblacién europea comparado con la poblacion
afroamericana (60.4% vs 20.1; 4 p<0.001). Los portadores de alguna variante alélica en CYP2C9
y VKORC1 alcanzaron antes el rango de INR terapéutico que los pacientes wild-type para estos

genes. Por otro lado, el polimorfismo en VKORC1 fue mds decisivo que CYP2C9 en el alcance
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del rango de INR terapéutico. Los pacientes portadores de alguna variante alélica en CYP2C9
y/o VKORC1 mostraron mas incidencia de INR>4 comparado con pacientes wild-type (p
<0.0001). Los pacientes afroamericanos presentaron menos INR>4 (60 episodios en 46
pacientes) que los pacientes europeos americanos (98 episodios en 78 pacientes) (p =0.017).
Ambos polimorfismos genéticos presentaron influencia en la sensibilidad a warfarina (48).
Segln estos resultados, la determinacién de polimorfismos genéticos (CYP2C9 y VKORC1)
antes del comienzo de la terapia de anticoagulacion oral con los derivados cumarinicos puede
mejorar la prediccion de la dosis inicial, comparado con la predicciéon de la dosis basada
solamente en parametros clinicos. La pregunta siguiente es si los polimorfismos genéticos
mantienen su influencia después del primer mes (periodo de mayor riesgo de eventos
adversos). Un estudio reciente evalud la influencia de VKORC1/CYP2C9*2/*3 durante los tres
primeros meses de tratamiento anticoagulante en 557 pacientes con el objetivo de analizar la
presentacion de algin INR> 5, la tasa de hemorragias, el tiempo necesario para alcanza el
rango de INR terapéutico, el requerimiento de dosis para alcanzar estabilidad y el tiempo
necesario para alcanzar estabilidad anticoagulante (98). Los pacientes con genotipo AA para
VKORCI1 presentaron mas INR> 5 que el resto durante el primer mes (p <0.001). Después de los
tres meses se perdidé esta asociacion. Como era de esperar, los pacientes portadores de
genotipo AA para VKORC1 presentaron mas hemorragias comparados con pacientes wild-type
(4.9% vs 0.47%; p <0.009). El gen CYP2C9 no mostrd ninguna influencia con la presentacion de
INR>5 ni con eventos hemorragicos. Por otro lado, VKORC1 y CYP2C9*2 fueron relevantes en la
variabilidad del requerimiento de la dosis estables requeridas. De acuerdo con estos
resultados, la determinacidon del perfil genético en CYP2C9 y VKORC1 antes de iniciar mejora la
farmacoterapia. Sin embargo, a partir del primer mes la influencia en la respuesta
anticoagulante se pierde.

Por lo tanto, los polimorfismos genéticos en CYP2C9 y VKORC1 son responsables de
aproximadamente el 40% de la variabilidad en la dosificacion de los derivados cumarinicos (78,
99-102). Sumado a los factores ambientales, éstos pueden explicar aproximadamente el 50%
de la variabilidad total en la dosis requerida de los derivados cumarinicos (28-32, 71, 96). Los
individuos portadores de alguna variante alélica en CYP2C9 (rs105791, rs1799853) y VKORC1
(rs9923231), solas o en combinacién, estan relacionados con un mayor riesgo de
sobreanticoagulacion (INR>4), alcance tardio de la estabilidad anticoagulante y menos dosis
para alcanzar estabilidad anticoagulante en comparacion con los pacientes wild-type (19, 103-

105). Se ha descrito que la influencia CYP2C9 sobre la respuesta al tratamiento anticoagulante
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con acenocumarol es menos relevante en comparacién con el tratamiento con warfarina (43,
106).

Numerosos estudios han demostrado la influencia de CYP2C9 y VKORC1 en la respuesta
(eficacia y seguridad) al tratamiento con warfarina durante los primeros meses de tratamiento
(27, 39, 48, 98, 105, 107-110). Menor namero de estudios han analizado la influencia de estos
polimorfismos en la respuesta anticoagulante al comienzo del tratamiento con acenocumarol
(19, 104, 111-113). La variabilidad interindividual de la respuesta inicial en el tratamiento de
los antagonistas de la vitamina K se encuentra ampliamente relacionada con CYP2C9 y
VKORCL1. Sin embargo, variantes alélicas en otros genes, tales como CYP4F2, ABCB1, APOE,
CYP2C19, pueden ser de interés en el conocimiento de la variabilidad de la respuesta en

términos de seguridad y eficacia.

2.4.4. Aplicacidén de la determinacion genética. Desarrollo algoritmos de dosificaciéon

Como se ha comentado anteriormente, los factores clinicos, sociodemograficos y genéticos
explican aproximadamente el 50% de la variabilidad total de la dosis de los derivados
cumarinicos (28-32, 71, 96).

Recientemente, la FDA (Food and Drug Administration) ha aprobado nuevos anticoagulantes
orales (dabigatran, rivaroxaban y apixaban) para la prevencidn y el tratamiento de episodios
tromboembodlicos asociados con la fibrilacién auricular no valvular (114-116). Estos nuevos
anticoagulantes presentan un inicio de accidn mas rapido en comparacion con los antagonistas
de la vitamina K, respuesta predecible y pocas interacciones farmacolégicas, lo que permite la
administraciéon en dosis fijas sin necesidad monitorizacidon constante (117-119). A pesar de
estas numerosas ventajas, warfarina y acenocumarol permanecen como la anticoagulantes
orales mas prescritos para estas indicaciones en muchos paises (120-122). Una de las causas
mas probables que limitan el uso de nuevos anticoagulantes orales es el alto coste que
presentan en comparacion con los anticoagulantes orales clasicos. Ademas, los antagonistas
de la vitamina K han demostrado ser tan seguros y eficaces como los nuevos anticoagulantes
orales cuando los pacientes son capaces de mantener el tiempo dentro del rango terapéutico
de INR al menos el 66% del tiempo (117-119, 123).

Para los antagonistas de la vitamina K, el primer mes de tratamiento es el mas problematico,
ya que constituye el periodo en que se desconoce la dosis para mantener terapéutico INR y se
requieren numerosos ajustes de la dosis de manera empirica (27). Por lo tanto, en los primeros
meses de tratamiento con antagonistas de la vitamina K, los pacientes se encuentran en mayor

riesgo de presentar hemorragias y eventos tromboembdlicos (124-126). El riesgo de
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hemorragia y de eventos tromboembdlicos se reduce cuando los pacientes mantienen el
mayor tiempo posible el INR dentro del rango terapéutico (127, 128). Por lo tanto, el objetivo
clinico actual es alcanzar el rango de INR terapéutico y mantenerlo el mayor tiempo posible.

Ante la evidencia de la influencia de CYP2C9 y VKORC1 en la variabilidad de la dosis de
warfarina, la FDA emitié una recomendacién favorable para el uso de estos biomarcadores en
la determinacion del ajuste de la dosis inicial de warfarina (129). Posteriormente elaboraron
una tabla de recomendacidn de dosis inicial de warfarina que incluia la determinacidn genética
de CYP2C9 y VKORC1 (130). A raiz del posicionamiento favorable de la FDA en la determinacion
de perfiles genéticos en la prediccion de la dosis estable de warfarina, se han propuesto varios
algoritmos que incluyen variables clinicas, demogréficas y genéticas (CYP2C9 y VKORC1) como
factores predictivos de la dosis necesaria de derivados cumarinicos, muchos mas focalizados

en warfarina (28, 31, 66, 95, 131-136) comparado con acenocumarol (33-35, 137-139).

2.4.4.1. Algoritmos farmacogenéticos online que predicen dosis de warfarina

Dos de los algoritmos farmacogenéticos validados que predicen la dosis necesaria de warfarina
para alcanzar la estabilidad anticoagulante se encuentran disponibles en internet (28, 95). En
el estudio de Gage et al. reclutaron una amplia cohorte de 1015 pacientes para la elaboracidn
de este algoritmo. Los polimorfismos genéticos en VKORC1 y CYP2C9 fueron los factores
predictivos mds importantes en la prediccién de la dosis inicial de warfarina. El algoritmo
farmacogenético fue capaz de explicar hasta un 54% de la variabilidad total en la dosis estable
de warfarina (95). El algoritmo desarrollado por el grupo de investigacién IWPC (International
Warfarin Pharmacogenetic Consortium) fue validado en 5.000 pacientes que se encontraban
en tratamiento con warfarina debiendo mantener el rango terapéutico de INR entre 2-3.
Clasificaron los pacientes en funcién de la dosis requerida, definiéndolos en grupo de dosis
baja (£ 21 mg/semana), intermedia (21-49 mg/semana) y dosis alta (> 49 mg/semana). El
algoritmo mostré una mejor prediccidon de la dosis de warfarina en los grupos de dosis baja y
alta. Ambos grupos representaban el 46% de la cohorte total. Este algoritmo resulté mas util
en la prediccion de la dosis estable de warfarina en pacientes que estan en uno de estos
grupos (28). Ambos algoritmos estan disponibles en internet de manera gratuita y aplicacién
sencilla; sélo es necesario introducir las variables clinicas y genéticas para calcular la dosis
estable de warfarina. El algoritmo desarrollado por Gage et al. estd disponible en el sitio web

www.warfarindosing.org y el algoritmo desarrollado por el grupo IWPC se encuentra en el sitio

web www.pharmgkb.org/page/iwpc.
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2.4.4.2. Algoritmos farmacogenéticos que predicen la dosis de acenocumarol

Se han desarrollado siete algoritmos farmacogenéticos capaces de predecir la dosis estable de
acenocumarol (33-35, 137-139) y sélo uno ha sido validado externamente (138). La mayoria de
estos se han desarrollado en poblacidon Caucasica, excepto el desarrollado en poblacién india
(35). Las principales indicaciones de estos algoritmos fueron fibrilacion auricular, enfermedad
tromboembdlica venosa y pacientes portadores de valvulas cardiacas. Estos modelos incluyen
variables clinicas y los polimorfismos genéticos VKORC1/CYP2C9 (33-35, 137-139). Algunos
autores también han descrito la influencia adicional de otros polimorfismos genéticos:
CYP4F2*3 (rs2108622) (33, 34), APOE (rs7412) (33), y GGCX (rs11676382) (35) con la dosis
estable de acenocumarol. El porcentaje de la variabilidad explicado por los diferentes
algoritmos farmacogenéticos oscila entre el 41.4% y el 60.6% de la variabilidad total de la dosis
necesaria para alcanzar la anticoagulacidon estable, dejando un porcentaje sustancial de

variabilidad en la dosis total sin explicar.

2.4.5. Validacion externa de los algoritmos farmacogenéticos

Una vez elaborado el algoritmo farmacogenético capaz de predecir la dosis estable de
derivados cumarinicos, es necesario validarlo en una cohorte externa para elucidar la validez y
utilidad potencial de ese modelo en la practica clinica o si por el contrario es necesario
elaborar un algoritmo capaz de predecir la dosis estable en una poblacidn especifica. La
extrapolacion externa de algoritmos farmacogenéticos ha sido mas estudiada en aquéllos que
predicen la dosis estable de warfarina en comparacién con acenocumarol (71, 134, 140-144),
siendo capaces de explicar aproximadamente 36-65% de la variabilidad total en el
requerimiento de dosis de warfarina en una cohorte diferente de la que se ha desarrollado el
algoritmo originalmente. El Unico algoritmo farmacogenético validado que predice la dosis de
acenocumarol es el desarrollado por el grupo de investigacion EU-PACT (European
pharmacogenetics of anticoagulant therapy). Para el desarrollo del algoritmo reclutaron
alrededor de 1000 pacientes tratados con acenocumarol y fenprocumén que presentaban
fibrilacion auricular, enfermedad tromboembdlica venosa, reemplazo de vélvula cardiaca y
otras condiciones en los Paises Bajos. El algoritmo farmacogenético fue capaz de explicar hasta
el 52.6% de la variabilidad total en la dosis en la cohorte original (138). Posteriormente,
validaron externamente este algoritmo en una cohorte independiente de pacientes

obteniendo resultados similares (52.7%) a los alcanzado en la cohorte original (145).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

La determinacion de los perfiles genéticos es de utilidad en la mejora de la farmacoterapia de
pacientes diagnosticados de fibrilacién auricular, enfermedad tromboembdlica venosa y
pacientes portadores de proétesis valvulares cardiacas que inician tratamiento de larga
duracidn con acenocumarol, aumentando la seguridad y optimizando la prediccion de la dosis

necesaria para alcanzar la anticoagulacién estable.

3.2. OBIJETIVO GENERAL

Incrementar la seguridad y eficacia de la farmacoterapia de la anticoagulacién oral en
pacientes diagnosticados de fibrilacién auricular, enfermedad tromboembdlica venosa y
pacientes portadores de proétesis valvulares cardiacas que inician tratamiento de larga
duracion con acenocumarol mediante la identificacién de polimorfismos genéticos capaces de
predecir el riesgo de efectos adversos y la dosis necesaria para alcanzar la anticoagulacion

estable.

3.3. OBIJETIVOS ESPECIFICOS
. Evaluar la influencia de los polimorfismos genéticos: CYP2C9*2 (rs1799853),
CYP2C9*3 (rs1057910), VKORC1 (rs9923231), CYP4F2*3 (rs2108622), ABCB1 C3435T
(rs1045642), APOE (rs429358 vy rs7412), CYP2C19*2 (rs4244285) y CYP2C19*17
(rs12248560) en la seguridad del tratamiento anticoagulante oral con acenocumarol
en pacientes diagnosticados de FA y ETEV durante los primeros 7 meses de
tratamiento, definida como el tiempo dentro/fuera de rango terapéutico de INR,
alcance de la estabilidad anticoagulante, tiempo necesario hasta alcanzar la

estabilidad, sobreanticoagulacion (INR>4) y eventos hemorragicos producidos.

1. Desarrollar un algoritmo de dosificacién individualizada de acenocumarol que incluya
las variables clinicas y genéticas (CYP2C9 (rs1799853 vy rs1057910), VKORC1
(rs9923231), CYP4F2*3 (rs2108622), ABCB1 C3435T (rs1045642), APOE (rs429358 vy
rs7412), CYP2C19 (rs4244285 y rs12248560) y GGCX (rs12714145 y rs11676382)) que
presenten influencia en la variabilidad interindividual de la dosis necesaria para

alcanzar anticoagulacién estable en pacientes diagnosticados de FA y ETEV.
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4. METODOLOGIA

Para responder a los objetivos de la investigacion planteados, el Plan de Trabajo se disefid en
dos partes consecutivas, que se describen a continuacion.

La primera parte de este trabajo de investigacién se ha focalizado en la identificacién de
variables clinicas y genéticas (CYP2C9, VKORC1, CYP4F2*3, ABCB1, APOE, CYP2C19) que
presenten influencia en la seguridad del tratamiento de anticoagulacién oral en pacientes
diagnosticados de fibrilacion auricular y enfermedad tromboembdlica venosa durante los
primeros 7 meses de terapia.

En la segunda parte de este trabajo de investigacion, se analizo la influencia de las variables
clinicas y genéticas (CYP2C9, VKORC1, CYP4F2*3, ABCB1, APOE, CYP2C19, GGCX) con la dosis
estable de acenocumarol en pacientes diagnosticados de fibrilacién auricular y enfermedad
tromboembdlica venosa con el objetivo de optimizar la prediccion de la dosis mediante un
algoritmo que incluyese las variables clinicas y genéticas que presentasen asociacién con el
requerimiento de dosis estable (eficacia).

4.1. PARTE I. INFLUENCIA DE LA FARMACOGENETICA EN LA SEGURIDAD DE LA TERAPIA
ANTICOAGULANTE CON ACENOCUMAROL

4.1.1. Diseiio

Estudio observacional retrospectivo.

4.1.2. Poblacion diana

Pacientes diagnosticados de fibrilacién auricular y/o enfermedad tromboembélica venosa que

inicien tratamiento de anticoagulacién oral con acenocumarol.

4.1.3. Ambito de estudio

El estudio se realizd en pacientes diagnosticados de fibrilacion auricular y/o enfermedad
tromboembdlica venosa que iniciaron tratamiento de anticoagulacién oral con acenocumarol
en el Servicio de Hematologia del Complejo Hospitalario de Granada y permanecieron tratados

durante un periodo minimo de siete meses, desde Marzo de 2010 hasta Junio de 2013.

4.1.4. Criterios de inclusion

Pacientes diagnosticados de fibrilacién auricular y/o enfermedad tromboembélica venosa que
inicien tratamiento de anticoagulacién oral con acenocumarol vy permanezcan tratados

durante un periodo minimo de siete meses.
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4.1.5. Criterios de exclusion
Pacientes que presentasen insuficiencia renal crénica o mujeres embarazadas. Negativa a

participar en el estudio o cumplimentar la hoja de Consentimiento Informado.

4.1.6. Fuentes de informacion

La fuente primaria de informacién fue la Historia Clinica del paciente, recogida mediante las
bases de datos del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Estacion Clinica, Diraya Clinica,
TaoNet) asi como la informacion obtenida en la entrevista de invitacién de participacion en el

estudio.

4.1.7. Variables

4.1.7.1. Variables independientes (Clinicas, sociodemograficas y genéticas)

Variables clinicas y sociodemograficas:

Edad, sexo (hombre/mujer), indice de masa corporal (kg/m?), indicacién para anticoagulacion
oral (fibrilacién auricular/enfermedad tromboembdlica venosa), administracion concomitante
de inhibidores de CYP2C9 (omeprazol / estatinas), habito tabaquico (si/no) e ingesta de alcohol
(si/no).

Variables genéticas:

CYP2C9*3 (rs1057910), CYP2C9*2 (rs1799853), VKORC1 (rs9923231), CYP4F2 (rs2108622),
ABCB1 C3435T (rs1045642), APOE (rs429358, rs7412), CYP2C19*2 (rs4244285) y CYP2C19*17
(rs12248560).

4.1.7.2. Variables dependientes (Seguridad)

La variable dependiente (seguridad) fue definida en funcidn de los siguientes parametros:

- Porcentaje de tiempo dentro/fuera de rango terapéutico de INR. Se ha considerado
el rango terapéutico de INR entre 2-3; por encima del rango terapéutico cuando fue
superior a 3 y rango por debajo del rango terapéutico cuando fue inferior a 2 (1). El
tiempo dentro/encima/debajo de rango se calculé utilizando el método de Rosendaal
(133), que realiza una interpolacién lineal de los valores de INR para calcular el
porcentaje de dias en que el INR esta dentro del rango terapéutico.

- Alcance de la estabilidad anticoagulante. La dosis se consideré estable cuando se
mantuvo con una variacion inferior al 10% durante tres pruebas consecutivas de INR.

- Tiempo necesario hasta alcanzar la estabilidad anticoagulante.

- Sobreanticoagulacion (INR>4). La sobreanticoagulacion se defini6 como la

presentacién de al menos un valor de INR>4.
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- Sobreanticoagulacion severa (INR>6). La severa sobreanticoagulacién se definié
como la presentacién de al menos un valor de INR>6.

- Reacciones adversas. Se considera reacciones adversas las hemorragias y/o trombos
derivados del uso de acenocumarol. Las hemorragias mayores se definieron como una
reduccidn en el nivel de hemoglobina >20 g/l, necesidad de transfusidon de 2 6 mas
unidades de sangre o cualquier hemorragia sintomatica en un area o un drgano
critico; mientras que hemorragias no mayores como el resto de las hemorragias

ocurridas (103).

Para el andlisis, el periodo de siete meses se dividié en tres etapas:

- 0-1 mes de tratamiento anticoagulante con acenocumarol. Para el periodo 0-1 mes
solo se consideraron los pacientes con un minimo de 4 determinaciones de INR.
- 0-7 meses de tratamiento anticoagulante con acenocumarol.

- 1-7 meses de tratamiento anticoagulante con acenocumarol.

4.1.8. Metodologia para la determinacion perfiles farmacogenéticos
La determinacion de los polimorfismos genéticos incluidos en el estudio se ha llevado a cabo

mediante la siguiente metodologia:

4.1.8.1. Extraccion de ADN

Las muestras de sangre de los pacientes fueron recogidas mediante tubos BD Vacutainer®K3E
Plus Blood Collection (3 ml), y las muestras de saliva fueron recolectados en tubos cénicos de
50 ml BD Falcon™ (BD, Plymouth, Reino Unido). La extraccion de ADN se realizé utilizando el
kit de extraccion QlAamp DNA Mini (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), siguiendo las
especificaciones concretas para cada tipo de muestra, proporcionadas por el fabricante. La
calidad del ADN se comprobd mediante electroforesis en un gel al 1% de agarosa. La
concentracion y la pureza del ADN se midieron con el espectrofotdmetro de UV NanoDrop

2000 mediante la relacién de absorbancia a 280/260 y 280/230.

4.1.8.2. PCR convencional

La amplificacién de los genes VKORC1, CYP2C9, CYP4F2, APOE y GGCX- rs12714145 se llevo a
cabo mediante reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) convencional en el termociclador
Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Life Technologies Corporation, Carlsbad, California,
EE.UU.) en un volumen final de 25 pl, utilizando una mezcla que contenia aproximadamente 50

ng de ADN. Los productos amplificados de PCR fueron chequeados en geles de agarosa al 2%
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con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV en Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System
with Image Lab™ Software 170-8195 (Bio-Rad® Life Science, Hercules, CA, USA).

La mezcla de reaccion de PCR para los polimorfismos genéticos CYP2C9*2, CYP2C9*3, VKORC1,
CYP4F2*3 y APOE contenia 8 pmol de cada cebador o “primer”, 50 nmol de MgCl,, 2 nmol de
dNTPs (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), 0,75 U AmpliTag Gold® DNA polimerasa (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) y 4% de dimetisulféxido (DMSO) (8% para APOE) en 1x
PCR Gold Buffer.

El programa de amplificacion para el CYP2C9*2, CYP2C9*3, de VKORC1, CYP4F2*3 se llevd a
cabo utilizando un programa de PCR touchdown, con una etapa de desnaturalizacion inicial de
15 min a 94°C, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 60 segundos a 65-55°C (la
temperatura de hibridacidn se redujo en 0.5°C por cada ciclo), 30 segundos a 72 °C y una etapa
de elongacidn final de 7 min a 72°C.

El programa de amplificacion para APOE se inicié con una etapa de desnaturalizacidn inicial de
15 min a 94°C, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 60 segundos a 58°C, 30 segundos a

72°Cy una etapa de elongacién final de 7 min a 72°C.

4.1.8.3. PCR-RFLP

Para la determinacién de los polimorfismos genéticos VKORC1 (rs9923231), CYP2C9*2
(rs1799853) y CYP4F2*3 (rs2108622) se utilizd la técnica de PCR seguida de un analisis de
Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccidn (RFLP) con las enzimas de
restriccion Hpall para VKORC1, Avall para CYP2C9*2 y Pvull para CYP4F2*3. La digestion
enzimatica se llevd a cabo a 37°C durante toda la noche, de acuerdo con las especificaciones
del fabricante (New England Biolabs Inc®, Massachusetts, EE.UU.). Los fragmentos de digestion
se analizaron en geles de agarosa al 3-4% con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz
ultravioleta. Los resultados de la PCR-RFLP fueron confirmados por secuenciacién directa en un

10% de las muestras.

4.1.8.4. Secuenciacion directa

Para la determinacidn de los polimorfismos genéticos CYP2C9*3 (rs1057910) y APOE (rs429358
y rs7412) se utilizé la técnica PCR seguida de secuenciacion directa.

Los productos de la PCR fueron purificados utilizando el kit de purificacion de PCR MinElute
(Qiagen GmbH, Hilden, Alemania). La reaccidon de secuenciacion se realizé utilizando 1 ul de
reactivo Big Dye Terminator v1.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), 0,5 ul de
producto de PCR purificado y 2 pmol del primer forward de PCR. Los productos de
secuenciaciéon fueron purificados para retirar el exceso de nucledtidos marcados utilizando el

DyeEx 2.0 Spin Protocol (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania).
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A continuacién, las muestras se secaron en una centrifuga de vacio durante 20 minutos. La
lectura de la secuenciacion se realizd en un secuenciador de ADN ABI PRISM 3130x| Genetic

Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).

4.1.8.5. PCRReal Time

La determinacion de los polimorfismos genéticos ABCB1 C3435T (rs1045642), CYP2C19*2
(rs4244285), CYP2C19*17 (rs12248560) y GGCX-rs11676382 fue realizada mediante PCR a
tiempo real a través de diagramas de discriminacién alélica utilizando sondas TagMan®PCR en
el instrumento Applied Biosystems StepOne Real Time PCR (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Las condiciones de los ciclos de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a
95°C durante 10 minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15
segundos y anillado/extensidon a 60°C durante 60 segundos. La intensidad de la sefial de
fluorescencia debido a la degradacién de la sonda TagMan® se cuantificé durante la fase de
anillado de cada ciclo de PCR. El analisis genotipico de las muestras de ADN se realizd por
duplicado. La presencia de genotipo wild-type y las variantes alélicas se definieron
comparando de el punto final de fluorescencia relativa creado por la degradacién de cada
sonda marcada fluorescentemente con TagMan® (FAM/VIC).

La tabla 1 resume la metodologia utilizada para obtener los perfiles farmacogenéticos.
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Tabla 1. Polimorfismos genéticos analizados y metodologia empleada.

Patron de
Polimorfismo | Primers (F/R) Técnica Enzima | Fragmentos
(pb)
CC: 299+76
CYP2C9*2 F: 5’- CACTGGCTGAAAGAGCTAACAGAG-3'
rs1799853 R: 5’- GTGATATGGAGTAGGGTCACCCAC -3’ PCR-RFLP Avall CT'2$$;7765+375
CYP2C9*3 F: 5-AGGAAGAGATTGAACGTGTGA-3’ Se ) )
rs1057910 R. 5’-GATACTATGAATTTGGGGACTTCGA-3’ q
CC: 90+225
VKORC1 F: 5-GGCCAGGCTTGTCTTAAACTCC-3’
rs9923231 R: 5'- TTICCAGGGATTCATGCAGGGAC-3' PCRRFLP | Hpall ) CT: 9T0Tf232155+3 1>
CC:378+60
CYP4F2*3 F:5 - GGAACTTGGACCATCTACA-3’
rs2108622 R: 5’-CCTTCTCTCCCACAGGCATTA-3’ PCR-RFLP Puull CT:378+60+438
TT:438
ABCB1 TGTTGGCCTCCTTTGCTGCCCTCAC [A/G] TagMan ) )
rs1045642 ATCTCTTCCTGTGACACCACCCGGC 9
APOE F: TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3’ Se ) )
rs429358 R: 5"-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACTGCC-3’ 9
APOE F: 5-TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3’ Se ) )
rs7412 R:5"-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACTGCC-3’ q
CYP2C19%2 TTCCCACTATCATTGATTATTTCCC [A/G] TagMan )
rs4244285 GGAACCCATAACAAATTACTTAAAA q
CYP2C19*17 AAATTTGTGTCTTCTGTTCTCAAAG [C/T] TagMan ) )
rs12248560 ATCTCTGATGTAAGAGATAATGCGC 9
GGCX
rs12714145 F: 5- GCAAAACTCCCTCCAGTTGA-3' Se )
R: 5’- CCACCGTACCCAGCTAGAAA -3’ q
rsl:cl;(f7c6)§82 CTCTCCCCAGGGGAAAGTTACCAAG [C/G] TagMan ) )
TTGCCAACATATGATGGCAATGACA 9

Abreviaturas:

CYP2C9*2: Familia 2 del citocromo P-450. Subfamilia C. Polipéptido 9.Variante alélica 2.
CYP2C9*3: Familia 2 del citocromo P-450. Subfamilia C. Polipéptido 9.Variante alélica 3.
CYP2C19*2: Familia 2 del citocromo P-450. Subfamilia C. Polipéptido 19. Variante alélica 2.
CYP2C19*17: Familia 2 del citocromo P-450. Subfamilia C. Polipéptido 19. Variante alélica 17
CYP4F2: Familia 4 del citocromo P-450. Subfamilia F. Polipéptido 2.

GGCX: Gamma-Glutamil-Carboxilasa.

ABCB1: Gen que codifica la glicoproteina-P.

VKORC1: Vitamina K epdxido reductasa complejo 1.

APOE: Apolipoproteina E.

rs: Polimorfismo de referencia. F: Primer Forward. R: Primer Reverse.

PCR:Reaccion en cadena de la polimerasa.

RFLP: Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion.

Seq: Secuenciacién Directa.

TagMan: PCR a tiempo real utilizando sondas TagMan®PCR.

Enzima: Enzima de restriccién.

Pb: Pares de bases.
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4.1.9. Analisis estadistico

Los datos cuantitativos se expresaron como media * desviacion estandar para las variables con
distribucidn normal, y como medianas y percentiles (25 y 75) para las variables de distribucion
no normal. La normalidad se evalué mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Se aplicd el test de la t de Student o de ANOVA para las variables con distribucién normal, y en
caso de las variables no paramétricas, se aplico el test de Mann-Whitney. La asociacion
bivariante para las variables dicotomicas cualitativas se analizé mediante el test de chi
cuadrado de Pearson. La prueba de ANOVA o de Kruskal-Wallis se aplicd en el caso de las
variables cualitativas con mas de dos categorias. En funcidn de la normalidad de los datos, para
comparar las variables cuantitativas se utilizd la correlacién de Pearson o Spearman. La
correccion mediante el test de Bonferroni se aplicé en el caso de comparaciones multiples
para las variables de distribucién normal; las variables no paramétricas fueron corregidas
manualmente teniendo en cuenta el nimero de grados de libertad en cada variable. Se realizé
un andlisis multivariante (regresién logistica o lineal) para detectar las posibles variables de
confusion. En caso de no cumplimiento de la normalidad de los residuos de la regresién lineal,
la variable respuesta se transformd utilizando la raiz cuadrada. La normalidad de los residuos
en el modelo de regresidn lineal fue testada usando la prueba de Shapiro-Wilks, y también se
comprobé graficamente (graficos QQ). La homocedasticidad de los residuos fue comprobada
usando la prueba de Breusch-Pagan.

Se realizé un andlisis de supervivencia para analizar el tiempo necesario hasta alcanzar la
estabilidad anticoagulante, el tiempo necesario para presentar algin INR>4, el tiempo
necesario para presentar algun INR>6 y el tiempo necesario para presentar hemorragias
mediante el método de Kaplan-Meier.

Se considerd un nivel de significacidn significativa de p <0.05 para todas las pruebas.

Los datos fueron analizados utilizando el software SPSS 19.0 para Windows y R commander

version 2.13.
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4.2. PARTE Il. INFLUENCIA DE LA FARMACOGENETICA EN LA EFICACIA DE LA TERAPIA
ANTICOAGULANTE CON ACENOCUMAROL. DESARROLLO DE UN ALGORITMO
FARMACOGENETICO QUE PREDICE LA DOSIS ESTABLE DE ACENOCUMAROL

4.2.1. Diseio

Estudio observacional retrospectivo.

4.2.2. Poblacion diana

Pacientes diagnosticados de fibrilacién auricular y/o enfermedad tromboembélica venosa que

inicien tratamiento de anticoagulacién oral con acenocumarol.

4.2.3. Ambito de estudio

El estudio se realizd en pacientes diagnosticados de fibrilacion auricular y/o enfermedad
tromboembdlica venosa en tratamiento de anticoagulacién oral con dosis estable de
acenocumarol en el Servicio de Hematologia del Complejo Hospitalario de Granada desde

Marzo de 2013 hasta Junio de 2013.

4.2.4. Criterios de inclusion

Pacientes diagnosticados de fibrilacién auricular y/o enfermedad tromboembélica venosa que

se encuentren en tratamiento de anticoagulacidn oral con dosis estable de acenocumarol.

4.2.5. Criterios de exclusion

Pacientes que presentasen insuficiencia renal crénica o mujeres embarazadas. Negativa a

participar en el estudio o a cumplimentar y firmar la hoja de consentimiento informado.

4.2.6. Fuentes de informacion

La fuente primaria de informacién fue la Historia Clinica del paciente, recogida mediante las
bases de datos del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Estacion Clinica, Diraya Clinica,
TaoNet), asi como la informacion obtenida en la entrevista de invitacién al paciente de

participacién en el estudio.
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4.2.7. Variables

4.2.7.1. Variables independientes (Clinicas, sociodemograficas y genéticas)

Variables clinicas y sociodemograficas:

Edad, sexo (hombre/mujer), indice de masa corporal (kg/m?), indicacién para anticoagulacion
oral (fibrilacién auricular/enfermedad tromboembdlica venosa), administracién concomitante
de inhibidores enzimaticos (omeprazol/estatinas/amiodarona) e inductores enziméticos
(fenitoina/carbamazepina/rifampicina) de CYP2C9, habito tabaquico (si/no) e ingesta de
alcohol (si/no).

Variables genéticas:

CYP2C9*2 (rs1799853), VKORC1 (rs9923231), CYP4F2 (rs2108622), CYP2C9*3 (rs1057910),
APOE (rs429358, rs7412), GGCX (rs12714145), ABCB1 C3435T (rs1045642), CYP2C19*2
(rs4244285), CYP2C19*17 (rs12248560) y GGCX (rs11676382).

4.2.7.2. Variable dependiente (Dosis estable)

La dosis se considerd estable cuando se mantuvo con una variacion inferior al 10% durante

tres pruebas de INR consecutivas dentro del rango terapéutico.

4.2.8. Anilisis estadistico

Los datos cuantitativos se expresaron como media * desviacion estandar para las variables con
distribucidn normal, y como medianas y percentiles (25 y 75) para las variables de distribucion
no normal. La normalidad se evalué mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se aplicé el
test de la t de Student o de ANOVA para las variables con distribucidén normal, y en caso de las
variables no paramétricas se aplico el test de Mann-Whitney. Las frecuencias genotipicas de la
cohorte de derivacidon con la cohorte de validaciéon se compararon mediante el test de chi
cuadrado de Pearson. Para analizar la influencia en el requerimiento de dosis estable de las
variables cualitativas con mas de dos categorias se aplicd el test de ANOVA o la prueba de
Kruskal-Wallis. En funcion de la normalidad de los datos, para comparar las variables
cuantitativas se utilizé la correlacidon de Pearson o Spearman.

El equilibrio de Hardy-Weinberg fue calculado mediante la calculadora de equilibrio de Hardy-
Weinberg, proporcionada por la enciclopedia online para los estudios de epidemiologia

genética (146).
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4.2.9. Construccion de los algoritmos

La cohorte total fue aleatorizada en dos grupos:

- Cohorte de derivacién, compuesta por aproximadamente el 80% de los pacientes
incluidos en el estudio

- Cohorte de validacidn, compuesta por el 20% restante.

Los algoritmos (clinico y farmacogenético) se obtuvieron mediante analisis multivariante
(regresidn lineal multiple), con el objetivo de identificar variables confusoras y determinar la
influencia independiente de cada variable con la dosis estable de acenocumarol. Se
construyeron usando los datos de la cohorte de derivacion. Para la construccién de cada
modelo (clinico y farmacogenético) se incluyeron en la regresién lineal multiple aquéllas
variables con un nivel de significacidon p <0.05 en el analisis bivariante o las que presentasen
especial significado bioldgico. Una vez obtenidos ambos algoritmos (clinico y
farmacogenético), estos modelos fueron probados en la cohorte de validaciéon con el fin de
establecer la exactitud de los mismos para predecir la dosis estable de acenocumarol en

funcién de las variables clinicas y genéticas incluidas en cada modelo.

4.2.10. Exactitud predictiva y relevancia clinica de los algoritmos
La variabilidad total explicada por el algoritmo farmacogenético y por el algoritmo clinico se
evalué de acuerdo con el coeficiente de determinacion (R?), procedente del andlisis de

regresion lineal multiple.

Las desviaciones en la prediccién de la dosis estable se analizaron calculando el error medio
(ME), definido como la media de las diferencias entre la dosis predicha y la dosis observada de
acenocumarol. La precisién predictiva de ambos modelos se evalué mediante el calculo del
error absoluto medio (MAE), definido como la raiz cuadrada de ME” Estos valores se
expresaron también como porcentajes (%ME y %MAE). En funcién de la normalidad de las
variables, las comparaciones de la ME y la MAE entre el algoritmo clinico y genético se realizd

mediante la prueba t de Student o el test de Wilcoxon.

La relevancia clinica de los algoritmos se evalu6 mediante el calculo del porcentaje de
pacientes cuya prediccidn en la dosis de acenocumarol se desviaba menos del 10-15-20% de la
dosis estable real. La sobreestimacién y la subestimacion se calcularon como el porcentaje de
pacientes para los que los algoritmos predecian una dosis >15% por encima y una dosis >15%

por debajo de la dosis real, respectivamente.
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El beneficio potencial del algoritmo farmacogenético se compard mediante el calculo del
ndamero necesario para genotipar (NNG), que se define como el nimero de pacientes que
deben ser genotipados para que un paciente tenga una estimacidon de la dosis con una
desviacion menor del 10-15-20% de la dosis estable real. (28).

Se considerd un nivel de significacidn significativa de p <0.05 para todas las pruebas.

Los datos fueron analizados utilizando el software SPSS 19.0 para Windows.
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5. RESULTADOS

5.1. PARTE I. INFLUENCIA DE LA FARMACOGENETICA EN LA SEGURIDAD DE LA TERAPIA
ANTICOAGULANTE CON ACENOCUMAROL

5.1.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Las caracteristicas clinicas de los 128 pacientes incluidos en este estudio se muestran en la
Tabla 2. La indicacién mas comun para la anticoagulacién oral fue fibrilacidon auricular (83,6%;
107/128). Omeprazol fue el farmaco mas prescrito de manera concomitante (44.5%; 57/128),

seguido de la administracién concomitante de estatinas (38.1%; 48/126).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes anticoagulados con acenocumarol

[ N (%)
739
<65 27/128 (21.1)
Edad (afios) 65-70 41/128 (32.0)
70-85 50/128 (39.1)
>85 10/128 (7.8)
Género Femenino 58/128 (45.3)
Masculino 70/128 (54.7)
Fibrilacién auricular
Indicacion Enfermedad tromboembodlica 107/128 (83.6)

venosa

21/128 (17.4)

3015
indice de masa corporal | 18.5-25 14/117 (12.0)
(Kg/m?) 25-30 50/117(42.7)
>30 53/117 (45.3)
No 71/128 (55.5
OmSpE Si 57/128((44.5))
Estatinas No 78/126 (61.9)
Si 48/126 (38.1)
No 72/105 (68.6)
Habito tabaquico Si 5/105 (4.8)
Ex 28/105 (26.7)
No 64/105 (61.0)
Consumo de alcohol Si 38/105 (36.2)
Ex 3/105 (2.9)

Las variables cuantitativas se expresan como : media + desviacion estandar
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5.1.2. Tiempo dentro/encima/ debajo del rango terapéutico de INR y alcance de la
estabilidad anticoagulante

El tiempo dentro de rango terapéutico de INR se incrementd a lo largo del periodo de estudio,
desde 33126% en el primer mes de tratamiento hasta 61£19% en los Ultimos seis meses (Tabla
3). El tiempo por encima del rango terapéutico y tiempo por debajo del rango terapéutico se
asociaron a mayor/menor edad, respectivamente, durante todo el periodo de estudio. Los
pacientes mayores se encontraron mas tiempo por encima del rango terapéutico de INR (R*:
0.068; p=0.004), y menor tiempo por debajo del rango terapéutico de INR (R* 0.036; p=0.035),
especialmente después del primer mes.

Ninguno de los otros pardametros clinicos analizados mostrd influencia sobre el tiempo
dentro/fuera del rango terapéutico de INR o el alcance de la estabilidad anticoagulante en
cualquiera de los periodos de estudio.

Tabla 3. Variables respuesta a lo largo de los periodos estudiados

Variable respuesta n 0-1 Mes n 0-7 Meses 1-7 Meses
% Tempo dentro de rango 123 | 3326 128 | 5717 61+19
% Tempo encima de rango 123 | 11[0-56] 128 | 19416 15 [2-28]
% Tempo debajo de rango 123 | 28[12-65] 128 | 19 [9-36] 17 [5-31]
Alcance de la estabilidad (n,%) 123 | 5/123 (4.1) 128 | 82/128 (64.1) 79/128 (61.7)
Tiempo necesario hasta alcanzar
- + +
estabilidad (Dias) 123 128 | 11853 121451
Riesgo de sobreanticoagulacion
(INR>4) (n,%) 123 | 29/123 (23.6) 128 | 71/128 (55.5) 60/128 (46.9)
Riesgo de sobreanticoagulacion
123 | 5/123 (4.1 128 | 24/128 (18.2 16/128(12.5

severa (INR>6) (n,%) /123 (4.1) /128 ( ) /128( )

Eventos
feacciones S (] 4/123 (3.3) 16/128 (12.5) 12/128 (9.4)
adversas Accidente 123 128

isquémico 1/123(0.8) 1/128 (0.8) 1/128 (0.8)

transitorio (n,%)
Las variables cuantitativas normales se expresan como media * desviacion estandar.
Las variables no normales se expresan como mediana [P,5-P;s]

5.1.2.1. Sobreanticoagulacion y eventos hemorragicos.

Después de siete meses, el riesgo de presentar sobreanticoagulacién severa en alguna ocasion
se asocié a mujeres (RR: 2.4; 1Cys4:1.1-5.2; p=0.02). No se presentaron hemorragias mayores.
Hubo 16 episodios hemorragicos menores en 16 pacientes durante los primeros siete meses
de tratamiento (Tabla 3). Los parametros clinicos no se asociaron con mayor riesgo de
presentar episodios hemorragicos. Un paciente presentd tres episodios de accidente
isquémico transitorio (AIT), el primero ocurrié durante el primer mes de tratamiento, y los dos

ultimos en el quinto mes.
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5.1.3. Analisis genético

La distribucidn genotipica se muestra en la Tabla 4. Todos los polimorfismos genéticos se
encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg, a excepcion de APOE. La Tabla 4 muestra
también la distribucién de los haplotipos en los genes CYP2C9 y APOE en esta poblacién. En
particular, se encontraron 3 pacientes homocigotos para CYP2C9*2 y un paciente homocigoto

para CYP2C9*3 (*3/*3); estas variantes alélicas que rara vez se encuentran en caucasicos (50).

Tabla 4. Distribucion genotipica

Frecuencia MY
Polimorfismo Genotipo Weinberg
n (%) xz

CYP2C9*3 AA 112 (87.5)
rs1057910 AC 15 (11.7) 0.39
n=128 cC 1 (0.8)
CYP2C9*2 CcC 91(71.1)
rs1799853 cT 34(26.6) | 0.01
n=128 T 3(2.3)
VKORC1*3 CC 49 (38.3)
rs9923231 CT 56 (43.8) 0.98
n=128 TT 23 (18.0)
CYP4F2*3 cc 47 (36.7)
rs2108622 CT 64 (50.0) 0.43
n=128 T 17 (13.3)
ABCB1 cC 33(25.8)
rs1045642 cT 63(49.2) | 0.03
n=128 T 32(25.0)
APOE CcC 9(7.1)
rs429358 CT 21 (16.5) 16.81
n=127 T 97 (76.4)
APOE CC 117 (92.1)
rs7412 cT 10 (7.9) 23.21
n=127 T -
CYP2C19%*2 GG 92 (74.8)
rs4244285 AG 29 (23.6) 0.03
n=123 AA 2(1.6)
CYP2C19*17 CcC 71 (57.7)
rs12248560 cT 44(35.8) | 0.11
n=123 T 8 (6.5)

*1/%1 76 (59.4)

*1/%2 33(25.8)
CYP2C9 haplotype *1/*3 14 (10.9) )
n=128 *2 /%2 3(2.3)

*2/*3 1(0.8)

*3/%3 1(0.8)

E2/E3 9(7.1)
APOE haplotype E3/E3 87 (69.0)
n=126 E3/E4 21(16.7) |~

E4/E4 9(7.1)
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5.1.4. Influencia de los polimorfismos genéticos en el tiempo dentro/encima/debajo de
rango terapéutico de INR

Las figuras 2 y 3 muestran la asociacion de los polimorfismos genéticos con el porcentaje de
tiempo dentro/encima/debajo de rango terapéutico de INR. El porcentaje de tiempo dentro de
rango terapéutico de INR fue mayor para los pacientes portadores de la variante alélica
CYP2C19*17 después de siete meses de tratamiento (Figura 3: 71% vs 56% en los wild-type,
p=0.030).

Durante el primer mes de tratamiento, el tiempo fuera de rango (encima/debajo) resultd
asociado a CYP2C9, VKORC1 y APOE (E3/E3) (Figuras 2 vy 3). Los pacientes portadores del alelo
T para CYP2C9*2, para VKORC1 o genotipo E3/E3 estuvieron mas tiempo por encima del rango
terapéutico de INR que el resto de los pacientes. El andlisis multivariante confirmé influencia
independiente para la edad, alelo T para VKORC1 y genotipo E3/E3 para APOE (Tabla 5).

Se encontraron asociaciones similares después de siete meses de tratamiento (Figura 2). El
efecto del haplotipo CYP2C9 no se mantuvo después de siete meses, pero la influencia de
VKORC1 se conservé (Figura 2). La presencia del alelo T aumentd gradualmente el tiempo por
encima del rango terapéutico de INR hasta el 56% (Figura 2; p=5-10"7) y 30% [21-34] en los
pacientes homocigotos (Figura 2; p=10") después de uno a siete meses. Consistentemente, la
combinacion de variantes alélica en CYP2C9*2, *3 6 VKORC1 también resulté asociada con
mayor tiempo por encima de rango terapéutico de INR (7% [0-19] vs. 19% [6-31] en pacientes
wild-type; p=0.05). Para el genotipo APOE, la asociacién con tiempo por encima de rango

terapéutico de INR no se mantuvo después de siete meses (Figura 3).

El tiempo por encima de rango terapéutico de INR también resulté asociado al genotipo en
ABCB1 durante los siete meses de seguimiento (Figure 3). Los pacientes con genotipo TT
sobrepasaron el INR terapéutico mucho menos frecuentemente que los portadores del alelo C
durante los siete meses de tratamiento (8% [0-17] vs 20% [6-32]; p=0.002). De hecho, el
tiempo que permanecieron por encima del rango terapéutico permanecié constante durante

todo el seguimiento (alrededor de 8%) (Figura 3).

El analisis multivariante confirmd la asociacién independiente de edad, genotipo TT para
VKORC1 y para ABCB1 con el tiempo por encima del rango terapéutico de INR después de siete
meses de tratamiento. El conjunto de estas tres variables fue capaz de explicar mas del 25% de

la variabilidad total en el tiempo por encima del rango terapéutico (Tabla 5).

La influencia del genotipo VKORC1 en el tiempo por encima del rango terapéutico de INR se

mantuvo consistentemente para el tiempo por debajo de rango terapéutico durante todo el
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periodo de seguimiento, pero con el efecto contrario: los pacientes con el alelo C para VKORC1
pasaron mas tiempo por debajo de rango terapéutico, mientras que los pacientes que se
encontraron menos tiempo infraanticoagulados fueron los que presentaron el genotipo TT
para este gen (Figura 2). El efecto de CYP2C9 fue solamente relevante durante el primer mes
de la terapia, demostrando menor tiempo por debajo de rango terapéutico de INR en los
pacientes portadores del alelo T para CYP2C9*2 o de cualquier variante alélica (*2 6 *3) (Figura

2).

No se encontraron diferencias para el tiempo dentro/fuera de rango terapéutico de INR para el

resto de los polimorfismos estudiados.
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Figura 2. Influencia de los polimorfismos genéticos en el tiempo dentro/encima/debajo de

rango terapéutico de INR durante el primer mes y durante siete meses de seguimiento.
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a: Diferencias en tiempo encima de rango entre genotipos de VKORC1 en el primer mes (CC-
CT:p=0.002; CC-TT: p=1-10"%; CT-TT:p=0.0002).

b: Diferencias en tiempo debajo de rango entre genotipos de VKORC1 en el primer mes (CC-
CT:p=0.007; CC-TT: p=2-10"°; CT-TT:p=0.002).

c: Diferencias en tiempo encima de rango entre genotipos de VKORC1 en siete meses (CC-CT:p=0.001;
CC-TT: p=6-107)

d: Diferencias en tiempo debajo de rango entre genotipos de VKORC1 en siete meses (CC-TT:
p=0.006).
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Figura 3. Influencia de los polimorfismos genéticos en el tiempo dentro/encima/debajo de

rango terapéutico de INR durante el primer mes y durante siete meses de seguimiento.
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5.1.5. Influencia de los polimorfismos genéticos en el alcance de la estabilidad
anticoagulante y tiempo necesario hasta alcanzar estabilidad anticoagulante

La figura 4 muestra el tiempo necesario para alcanzar la dosis estable en funcion del gen

VKORCL1.

En el primer mes de tratamiento con acenocumarol, cuando sélo el 4% (5/123; Tabla 3) de los
pacientes habian alcanzado la estabilidad, no se encontraron diferencias significativas para
ningun polimorfismo genético sobre el alcance de la estabilidad o el tiempo necesario para
lograr la estabilidad. Después de siete meses de tratamiento, cuando el 64% (82/128) de la
cohorte habia logrado alcanzar la dosis estable, el analisis multivariante demostré que el
genotipo de VKORC1 estuvo asociado al alcance de la estabilidad, mostrando diferencias entre
los pacientes con genotipo CT/TT vs CC (Tabla 6 y Figura 4A). En general, el alelo T para
VKORC1 fue mds frecuente en los pacientes que eran incapaces de alcanzar la estabilidad en
este periodo de tiempo (alelo-T 71.4% vs 28.6% genotipo CC; p=0.012). De hecho, el 55,7% de
la cohorte que presentaba el alelo T para VKORC1 habia alcanzado la estabilidad después de
siete meses, mientras que ese mismo porcentaje fue alcanzado por los pacientes con genotipo
CC en aproximadamente 4 meses, y finalmente un 78% lograron la estabilidad anticoagulante
después de siete meses (Figura 4). Como era de esperar, los portadores del alelo T para
VKORC1 necesitaron mas tiempo para lograr la estabilidad anticoagulante (Figura 4B, p=0.004).

No se encontraron diferencias significativas para ningun otro polimorfismo genético.

Figura 4. Alcance de la estabilidad anticoagulante y tiempo necesario hasta alcanzar

estabilidad anticoagulante
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Figura 4: a: Diferencias en el alcance de la estabilidad anticoagulante (CC-CT: p=0.027; CC-TT: p=0.029)
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5.1.6. Influencia de los polimorfismos genéticos en el riesgo de sobreanticoagulacion y de
eventos hemorragicos

Las figuras 5-7 muestran la influencia de los polimorfismos genéticos en la seguridad del
tratamiento con acenocumarol, que fue medido como el riesgo de sobreanticoagulacion
(INR>4), de sobreanticoagulacion severa (INR> 6) y de la presentacién de episodios

hemorragicos.

La influencia mas fuerte en sobreanticoagulacidn se encontrd para el polimorfismo genético en
VKORCL1. La presentacion de algin INR>4 fue mayor en los pacientes portadores del alelo T
para VKORC1 a lo largo de todo el periodo de estudio (Figura 5). En el primer mes de
tratamiento, la sobreanticoagulacién sélo se asocio a los portadores del alelo T para VKORC1
(RR: 2.4; 1Cgsy: 1.0-5.4; p=0.026). De hecho, el 82,6% de los pacientes TT para VKORC1
presentaron al menos un INR>4 en los primeros 25 dias de tratamiento (Figura 5A), mientras
que el resto de la cohorte presentd algin INR>4 de una manera mas progresiva a lo largo de
todo el seguimiento. Después de siete meses, sélo el 34,7% de CC con los pacientes y el 58,9%
de los pacientes CT presentaron alguin INR>4, vs 91.3% de los pacientes TT para VKORC1
(Figura 5A; RR (TT/CC): 2.6; ICoss,: 1.8-3.9; p=7-10%; RR (CT/CC):1.5; ICos: 1.2-1.9; p=0.001).

Los pacientes WT para CYP2C9*3 presentan algin INR>4 de manera gradual lo largo del
tratamiento, mientras que el 91.7% (11/12) de los eventos de sobreanticoagulacion en

portadores de alelo C se produjeron antes de 76 dias de tratamiento (Figura 5B, p=0.037).

La presentacién de algin INR>4 después de siete meses de tratamiento también estuvo
influenciado por el gen ABCB1 (Figura 5C), siendo mayor (63.5% vs 31.3%) en los pacientes
portadores de alelo C (Figura 5C; RR:2.0; 1Cosy :1,2-3.5, p=0.001). Después de dos semanas de
tratamiento, los portadores del alelo C igualaron la frecuencia de algun INR>4 que aquéllos con

genotipo TT en el periodo de siete meses (Figura 5C).

El analisis multivariante confirmo la asociacion independiente del alelo T para VKORC1 con una
mayor riesgo de presentacidon de INR>4 en el primer mes de la terapia y el genotipo TT para

ABCB1 y VKORC1 después de siete meses de tratamiento (Tabla 5).
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Figura 5. Influencia de los polimorfismos genéticos en el riesgo de sobreanticoagulacion

después de uno y siete meses de tratamiento con acenocumarol
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Figura 5. a: Diferencias en la presentacién de algin INR>4 (CC-CT: p=0.001; CC-TT:p=7-10"°)
b: Diferencias en la presentacion de algin INR>4 (CT-TT:p=0.0036).
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La presentacion de INR>6 fue de 4.1% (5/123) en el primer mes de tratamiento y de 18.2%
(24/128) después de siete meses de tratamiento (Tabla 4). El genotipo TT para VKORC1 sélo
mostré influencia sobre INR>6 durante el inicio de la terapia, con un RR de 3.4 (ICyss: 1.3-8.8;
p=0.02). El 85.7% de los episodios de sobreanticoagulacién severa en estos pacientes tuvo
lugar antes de 17 dias de tratamiento (Figura 6A) . Después de siete meses de tratamiento con
acenocumarol, el alelo C para CYP2C9*3 y su combinacién con VKORC1 y CYP4F2 resultaron
asociados a una mayor incidencia de INR>6 (Figuras 6B y 6C). Los pacientes portadores del
alelo C para CYP2C9*3 presentaron un RR para presentar algun INR>6 de 3.5 (ICgsy: 1.8-6.8;
p=0.002), presentandose todos los casos en los dos primeros meses (Figura 6B). El RR para
INR>6 en pacientes con cualquier variante alélica en CYP2C9/VKORC1 y wild-type para CYP4F2
fue de 4.6 (IC gs5%: 1.6-13, p=0.001, Figura 6C).

Los pacientes con genotipo TT para ABCB1 también mostraron una menor presentacién de
episodios de INR>6 después de este periodo (Figura 6D; RR: 7.7; ICgse: 1.1-55; p=0.009). La
mayoria de los episodios de INR>6 se presentaron en los dos primeros meses (19/22; 86,4%;
Figura 6D). El andlisis multivariante establecié asociaciones independientes para el género

femenino, el alelo C para CYP2C9*3 y el genotipo TT para ABCB1 (Tabla 5).
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Figure 6. Influencia de los polimorfismos genéticos en el riesgo de sobreanticoagulacion

después de uno y siete meses de tratamiento con acenocumarol
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La ocurrencia de episodios hemorragicos fue significativamente mayor en los pacientes con
genotipo TT para VKORC1 en comparaciéon con los pacientes con genotipo CC/CT después de
siete meses (RR: 3.5; 1Cqsy: 1.4-8.4; p=0.010; Figura 7A). De hecho, el 71.4% (5/7) de los
episodios hemorragicos en pacientes con genotipo TT para VKORC1 se produjo durante el

primer tercio del seguimiento (Figura 7B).

El genotipo del paciente que presentd tres episodios de AIT resultd wild-type para CYP2C9 y
VKORC1, y TT para CYP4F2 y ABCB1, todos genotipos asociados a requerimientos de dosis mas
altas de los antagonistas de la vitamina K. Al final de este estudio, este paciente no habia

alcanzado la dosis dptima, después de un afio de tratamiento con acenocumarol.

Figura 7. Influencia de los polimorfismos genéticos en el riesgo de hemorragia después de
uno y siete meses de tratamiento con acenocumarol y tiempo necesario para presentar

algun evento hemorragico
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5.1.7. Periodo 1-7 meses

También se evaluaron las variables de respuesta omitiendo el primer mes de acenocumarol
tratamiento con el objetivo de evitar el periodo de titulacién mas intenso (27, 113). Durante
este periodo, el 62% (79/128) de los pacientes alcanzé una dosis estable, requiriendo 121+51
dias (Tabla 3). Durante estos seis meses de tratamiento, los pacientes se mantuvieron dentro
de rango terapéutico de INR durante un 61+19% del tiempo. El 47% (60/128) de los pacientes
presentaron algin INR>4, y el 12.5% (16/128) algin INR>6 (Tabla 4). Todos los episodios
hemorragicos fueron no mayores y se presentaron en el 9.4% (12/128) de los pacientes. Un

paciente tuvo un AIT durante este periodo (Tabla 3).
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El alelo T para VKORC1 ejercid un efecto acumulativo en el aumento del tiempo por encima del
rango terapéutico de INR 20 [8-32] vs 8 [0-19]; p=2-10"), y mayor ocurrencia de episodios
algin INR>4 (RR: 1.9; ICgs54:1.2-3; p=0.004). Como en periodos anteriores, el alelo T para
VKORC1 mostré una influencia en el alcance de la estabilidad (Tabla 6; OR: 0.4; Clgsy: 0.2-0.9;
p=0.033), ya que los pacientes estables presentaron principalmente genotipo CC (53,4%
portadores del alelo T vs 70.4% con genotipo CC; p=0.045). El genotipo TT para ABCB1 también
mostré un efecto sobre la disminucidn del tiempo por encima del rango terapéutico de INR (7
[0-14] vs 20 [6-31]; p=0.001), y menor incidencia de INR> 4 (28.1 vs 53.1; p=0.014). El analisis
multivariante confirmé la influencia independiente del alelo T para VKORC1 vy el genotipo TT
para ABCB1 en el tiempo por encima del rango terapéutico de INR y sobre la presentacion de
algun INR>4 (Tabla 6). El tiempo por encima del rango terapéutico de INR fue del 26.8% [19.7-
38.9] para los pacientes VKORC1-TT/ABCB1-C (16/128) vs 0.86% [0-11,1] para los pacientes
VKORC1-CC/ABCB1-TT (14/128) (p<0.00001). Ademas, los pacientes VKORC1-TT/ABCB1-C

presentaron algun INR>4 con mayor frecuencia que el resto (RR:1.8; 1Cqsy: 1.2-2.5;p=0.015).

La presentacién de algun INR>6 fue significantemente mayor en los pacientes portadores del
alelo C para CYP2C9*3 (31.3% vs 9.8%; p=0.030) o del alelo C para ABCB1 (15.6% vs 3.1%;
p=0.018). El anadlisis multivariante confirmd la Influencia independiente del alelo C para

CYP2C9*3 en la presentacién de algin INR>6 (Tabla 5).

Los episodios hemorragicos sélo estuvieron influenciados por el genotipo TT en VKORC1

durante los ultimos 6 meses de tratamiento (Tabla 6; 26.1% vs 5.8%; p=0.008).
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Tabla 5. Andlisis multivariante

Factor Categoria de
Variables respuesta independiente referencia LIteivaie
0-1 Meses 0-7 Meses 1-7 Meses
% Tempo dentro de rango - - _ - -
2
R%:0.382 R':0.187
Y=-42 +  0.68(Age)+2.2 | R%: 0.285 EHZ L (VKOR3C‘(1’TT1T'§"(VKORC1:
. . (VKORC1-CT)+5.1(VKORC1- y= -0.3+0.046(Age)+1.2 (VKORC1- '
% Tempo encima de rango | - - 1.5-(ABCB1-TT)
TT)+1.5 (E3/E3) CT)+2.5(VKORC1-TT)-1.3(ABCB1-TT)
p=0.018;0.0002; 8-10°%0.011, | p=0.013; 0.001;7-107;0.001, respectively p= 0.015 0.0001; 0.001,
. respectively
respectively
R”:0.258
% Tempo debajo de rango - - {\?IZ&)sl;:(LI.Z-TT)-i\.llligg/ﬁig)cn-&s B -
p=0.01; 4-107;0.030
Alcance  de  la | VKORCL-CT cc - OR:0.4;Cl gsy; :0.2-0.9;p=0.029 -
estabilidad VKORC1-TT cc - OR:0.3;Cl g5y :0.1-0.9;p=0.033 -
anticoagulante VKORC1 (T-) cc - - OR:0.4;Clygy: 0.2-0.9;p=0.033
Alelo C-CYP2C9*3 WT - - -
VKORC1-CT cc - OR:2.6;Cl s :1.1-6.0;p=0.025 -
INR>4 VKORC1-TT cc - OR:32;Cl sy, :6-175;p=8-10" -
Alelo T-VKORC1 cc OR:1.3;Clgsy :1.2-11;p=0.022 | - OR:2.9;Cl s, :14-6.4;p=0.006
ABCB1-TT Alelo C - OR:0.2;Cl g5 :0.1-0.5;p=0.001 OR:0.3;Cl s, :0.1-0.9;p=0.021
Mujeres Hombres - OR:2.9;Cl g5¢ :1.1-8.0;p=0.034
INR>6 Alelo C-CYP2C9*3 | WT - OR:5.5;Cl 5 :1.8-17;p=0.003 OR:4.2;Cl 455, :1.2-14;p=0.022
Alelo C-ABCB1 T - OR:8.9;Cl g5 :1.1-70;p=0.039 -
Eventos hemorragicos VKORC1-TT CcC - OR:4.6;Cl g59, :1.5-14;p=0.007 OR:5.8;Cl g59, :1.7-20;p=0.006
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5.2. PARTE Il. INFLUENCIA DE LA FARMACOGENETICA EN LA EFICACIA DE LA TERAPIA
ANTICOAGULANTE CON ACENOCUMAROL. DESARROLLO DE UN ALGORITMO
FARMACOGENETICO QUE PREDICE LA DOSIS ESTABLE DE ACENOCUMAROL

5.2.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

La cohorte total se compuso de 164 pacientes. Esta cohorte de pacientes se distribuyo
aleatoriamente en dos cohortes; la cohorte de derivacidn, compuesta por 134 pacientes
(134/164; 81.7%), y la cohorte de validacion compuesta por 30 pacientes (30/164; 18.3%).
Como se muestra en la Tabla 6, no hubo diferencias entre las caracteristicas clinicas y
sociodemograficas de los pacientes de las cohortes de derivacidn y validacion. La edad media
de la cohorte total fue de 74 (67-80) afios, y el 54.3% (89/164) eran hombres. La indicacién
mas frecuente para la anticoagulacion oral fue fibrilacion auricular (82.3%; 135/164). Los
farmacos mas prescritos de manera concomitante con el tratamiento anticoagulante oral con
acenocumarol fueron omeprazol (46,3%; 76/164), estatinas (34,8%; 57/164) y amiodarona
(2,4; 4/164). La mediana de la dosis estable fue de 14 [10-18] mg/semana.

La Tabla 6 muestra la comparacion de la distribucion de las variables clinicas entre la cohorte

de derivacion y la cohorte de validacion.

COHORTE COHORTE COHORTE p
VARIABLES TOTAL DERIVACION VALIDACION | (CD vs CV)
Pacientes 164 134 30
Edad 7319 73£10 7318 0.771
Género (Femenino) (7455/ 17?4 59/134 (44.0) 16/30(53.3) | 0.355
Indicacion 135/164 109/134 (81.3) | 26/30(86.7)
Fibrilacion auricular (82.3) 0.490
Enfermedad tromboembdlica | 29/164 ’
venosa 17.7) 25/134 (18.7) 4/30 (13.3)
indice de masa corporal (Kg/mz) 30 [27-33] 29 [27-33] 32+5.7 0.201
Omeprazol (756{13?4 64/134 (44.8) 16/30 (53.3) 0.396
Estatinas (537 4{ ;?4 45/134(33.6) 12/30 (40.0) | 0.505
Amiodarona 4/164 (2.4) 4/134 (3.0) 0/30 (0.0) 0.345
Habito tabaquico 6/139 (4.3) 4/111(3.6) 2/28(7.1) 0.410
Consumo de alcohol ?5115?)’9 39/111(35.1) 9/28 (32.1) 0.766
Dosis estable (mg/semana) 14 [10-18] 13 [10-18] 14.6+5.0 0.488
Las variables normales: media + desviacion estdndar (p: t de Student). Las variables no normales:
mediana [P25-P75] (p: U-Mann Whitney).

Tabla 6. Comparacion de las variables clinicas y sociodemograficas entre cohortes
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5.2.2. Analisis genotipico

Todos los polimorfismos genéticos se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg. No se
encontraron diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas de la cohorte de
derivacién con la cohorte de validacién (Tabla 7).

Tabla 7. Distribucion de genotipos de la cohorte de derivacion y de la cohorte de validacion.

Variables Cohorte Derivacion | Cohorte Validacion 5
N=134 N=30
CYP2C9*3rs1057910 AA| 116 (86.6) 26 (86.7)
AC| 18 (13.4) 3 (10.0) 0.513
cc|o (0.0 1(0.0)
CYP2C9*2 rs1799853 CC|97 (72.4) 23 (76.7)
CT|33(24.6) 6 (20.0) 0.710
TT | 4(3.0) 1(3.3)
VKORC1*3 rs9923231 cC| 48 (35.8) 11 (36.7)
CT|60(44.8) 14(46.7) 0.941
TT| 26 (19.4) 5(16.7)
CYP4F2*3 rs2108622 CC| 42 (31.6) 13 (44.8)
cT|76 (57.1) 14 (48.3) 0.169
TT|15 (11.3) 2 (6.9)
ABCB1 C3435T cc| 36 (26.9) 10 (33.3)
CT| 67 (50.0) 15 (50.0) 0.659
TT|31(23.1) 5(16.7)
APOE rs429358 cc| 9 (6.7) 1(3.3)
CT|24(17.9) 5(16.7) 0.759
TT | 101(75.4) 24 (80.0)
APOE rs7412 cc|123(91.8) 27 (90.0) 0722
cT|11(8.2) 3(10.0)
CYP2C19*2 rs4244285 GG |84 (62.7) 19 (63.3)
AG |32 (23.9) 5 (16.7) 0.525
AA |18 (13.4) 6(20.0)
CYP2C19*%17 rs12248560 CC|73(55.7) 21 (70.0)
CT | 48 (36.6) 5 (16.7) 0.094
TT|10(7.6) 4(13.3)
GGCX rs12714145 CC | 39(29.3) 9 (30)
cT|69(51.9) 18 (60) 0.5296
TT|25(18.8) 3 (10)
GGCX rs11676382 cc|113(84.3) 24 (82.8) 0785
CG|21(15.7) 5(17.2)
CYP2C9 Haplotipo  *1/*1 (WT)| 82 (61.2) 19 (63.3)
*1/*2 30 (22.4) 6 (20.0)
*1/*3 |15 (11.2) 3(10.0) 0.389
*2/%2 14 (3.0) 1(3.3)
*2/%3 13 (2.2) 0
*3/%3 |0 (0.0) 1(3.3)
APOE Haplotipo E2/E3 |11 (8.2) 3(10.0)
E3/E3 |90 (67.2) 21 (70.0)
0.899
E3/E4 |24 (17.9) 5(16.7)
E4/E4 |9 (6.7) 1(3.3)
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5.2.3. Requerimiento de dosis estable de acenocumarol en funcién de las variables clinicas
y genéticas

La mediana de la dosis estable de acenocumarol fue de 13 [10-18] mg/semana. Los pacientes
mayores requirieron dosis estables mas bajas (p=0.012) (Figura 8A). La dosis estable también
estuvo influenciada por el indice de masa corporal (p=0.037), con un aumento gradual en la
dosis para los pacientes con elevado indice de masa corporal (Figura 8B).

Se observd una tendencia no significativa a necesitar dosis mas altas para alcanzar la
anticoagulacién estable en los pacientes que recibieron administracién concomitante de
estatinas (13 [9-17] mg/semana vs 14 [11-20] mg/semana; p=0.062). Esta variable se considerd
en la construccion de los algoritmos para evitar la posible subestimacion de su influencia. Se
observd un efecto similar en pacientes que recibieron administracion concomitante de
amiodarona, necesitando dosis mas bajas para alcanzar la anticoagulacidn estable (9 [8-13]
mg/semana vs 13 [10-18] mg/semana; p=0.143); esta variable también fue considerada en la
construccion de los algoritmos.

Se encontrd una fuerte asociacion entre el genotipo en VKORC1 y el requerimiento de dosis
estable (Figura 8C, p=2-10"). La dosis estable de acenocumarol necesaria para lograr una
anticoagulacion estable en los pacientes con genotipo CC fue 27.8% mayor que en los
pacientes CT y un 61.1% mayor que en los pacientes TT (Figura 8C).

La dosis estable se asocié al genotipo en CYP2C9*3, de manera que los pacientes wild-type
necesitaron mayores dosis de acenocumarol en comparacion con los pacientes con genotipo
AC (14 [10-19] mg/semana vs. 10 [7-13] mg/semana; p=0.001). Los pacientes portadores de
alguna variante alélica en CYP2C9 (cualquier combinacidn con los alelos *2 6 *3) recibieron
dosis 21.4% mas bajas que los pacientes wild-type (*1/*1) (Figura 8D).

Se encontrd una tendencia no estadisticamente significativa entre la dosis y el alelo T para
CYPA4F2. Los pacientes con el alelo T para CYP4F2 necesitaron dosis mayores que los pacientes
wild-type (CC) (14 [10-18] vs. 12 [9-17]; p=0.257; Figura 8E), pero esta variable se considerd en
la construccion del algoritmo farmacogenético para evitar la posible subestimacion de su
influencia en el requerimiento de dosis estable de acenocumarol.

Por ultimo, la dosis estable de acenocumarol fue un 31.6% mayor en los pacientes con
genotipo CC para APOE-rs429358 en comparacion con el resto (p=0.05; Figura 8F).

No se encontraron otras variables clinicas o genéticas que influyesen en la dosis estable de

acenocumarol en la cohorte de derivacion.
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Figura 8. Dosis estable de acenocumarol en funcién de las variables clinicas y genéticas de la

cohorte de derivacion.
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5.2.4. Construccion del algoritmo farmacogenético para la prediccion de la dosis estable de
acenocumarol en funcion de las variables clinicas y genéticas

Para la construccidon de los modelos (clinico y farmacogenético), se incluyeron las variables
clinicas y genéticas con influencia en la dosis estable de acenocumarol en la cohorte de
derivacién en el anélisis bivariante.

La Tabla 8 muestra las variables incluidas en cada algoritmo (clinico y farmacogenético), el
porcentaje de variabilidad explicada por cada variable, y la ecuacién resultante para predecir la
dosis estable de acenocumarol en funcién de las variables clinicas y genéticas.

El modelo clinico incluyd la edad, el indice de masa corporal y la administracidn concomitante
de estatinas como variables independientes, siendo capaz de predecir hasta un 14% de la
variabilidad total en la dosis estable de acenocumarol (Tabla 8).

En el algoritmo farmacogenético, las variables clinicas que mostraron asociacion
independiente con la dosis estable de acenocumarol fueron: la edad, el indice de masa
corporal y la administracion concomitante de amiodarona, explicando el 12.1% de la
variabilidad total en la dosis estable de acenocumarol. Con el fin de homogeneizar los factores
clinicos en ambos modelos, se probd la influencia de la administracion concomitante de
estatinas y de amiodarona en el modelo de regresién lineal, a pesar de no haber mostrado una
asociacién significativa con la dosis en el andlisis bivariante. El andlisis multivariante mostro
una influencia independiente de la administracion concomitante de estatinas en el algoritmo
clinico y una influencia independiente para la administracion concomitante de amiodarona
solo para el modelo farmacogenético (Tabla 8).

Ademas de las variables clinicas y sociodemograficas, el modelo farmacogenético incluyd en su
modelo el haplotipo de CYP2C9 (*1/*1, *1/*2, *1/*3, *2/*2), el genotipo de VKORC1 (CC, CT,
TT), vy el genotipo en APOE-rs429358 (CC). El haplotipo de CYP2C9, compuesto por los
polimorfismos rs1799853 y rs1057910, fue capaz de predecir el 9.8% de la variabilidad total en
la dosis estable de acenocumarol. Por otro lado, el polimorfismo en el gen VKORC1 fue la
variable predictora con mayor potencia estadistica, aportando hasta el 31.5% de la variabilidad
total en la dosis estable de acenocumarol. El genotipo CC para el polimorfismo APOE-rs429358
afiadidé un 3.9% en la variabilidad total de la dosis estable de acenocumarol.

El modelo farmacogenético fue capaz de explicar hasta el 56.6% de la variabilidad total en la

dosis estable de acenocumarol en la cohorte de derivacion.
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Tabla 8. Construccion de los algoritmos de dosificacion de acenocumarol en funcién de las

las variables clinicas y genéticas que presentan influencia en la dosis estable.

Variables Allg?ritmo Algoritmo L. p R? acumulado (%)
clinico farmacogenético
Constante 15.470 7.962
Edad (afios) -0.145 -0.116 0.002 6.2
indice de masa corporal (Kg/mz) 0.276 0.286 0.0003 4.4
Estatinas
Si | 2.506 - 0.016 2.8
Amiodarona
Si | - -5.295 0.014 1.5
CYP2C9 9.8
(WT)*1/*1 | - 10.596 310
*1/%2 | - 10.586 6-10°
*1/*3 | - 5.875 0.026
*2/*2 | - 8.387 0.009
VKORC1-rs9923231 31.5
cT | - -4.748 510"
T | - -9.388 3.107°
APOE- rs429358 3.9
CcC | - 3.742 0.011
R’ sin ajustar del algoritmo 14.0% 56.6%
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5.2.5. Capacidad predictiva de los modelos clinico y farmacogenético

Los algoritmos de dosificacion de acenocumarol se probaron en la cohorte de validacién (n=30
pacientes), en la cohorte de derivacién (n=134 pacientes), y en la cohorte total (n=164
pacientes).

La capacidad predictiva de cada algoritmo fue comparada entre todas las cohortes. El
algoritmo farmacogenético obtuvo una mejor prediccién de la dosis estable de acenocumarol
(Figura 9). El algoritmo clinico explicé el 10.9% de la variabilidad total de la dosis estable dosis
de acenocumarol en la cohorte total, el 14.0% en la cohorte de derivacién y un 0.2% en la
cohorte de validacidon, mientras que el algoritmo farmacogenético explicé el 56.6% de la
variabilidad total de la dosis estable dosis de acenocumarol en la cohorte total, el 56.6% en la
cohorte de derivacidn y el 57.3% en la cohorte de validacién (Figura 9).

Figura 9. Porcentaje de variabilidad de dosis estable de acenocumarol explicada por el

algoritmo clinico y farmacogenético.
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5.2.6. Exactitud predictiva de los algoritmos

Ambos algoritmos (clinico y farmacogenético) mostraron una pequefia desviacién (expresada
como ME y ME%) en la prediccidon de la dosis estable con respecto a la dosis real de los
pacientes, debido a desviaciones en ambos sentidos (por encima y por debajo de la dosis real),
con una gran variabilidad (Tabla 9). La desviacién absoluta de la dosis estable, expresado como
MAE, fue =1.5 veces menor para el algoritmo farmacogenético comparado con el algoritmo
clinico, la cual evidencia una mayor precision en la prediccién de la dosis estable de
acenocumarol para las tres cohortes, siendo la mediana de MAE% para el algoritmo clinico en
la cohorte de validacién dos veces mayor que la del algoritmo farmacogenético (Tabla 9).
Ademas, la dosis predicha por el algoritmo farmacogenético presentd una menor variabilidad,
con rangos intercuartilicos mas estrechos que los presentados por el algoritmo clinico (Tabla

9).

Desviacion Precision
Cohorte Algoritmo ME MAE
p % ME p p MAE % p
mg/sem mg/sem
Total Clinico 0.01845.5 0.475 1.5 [-20,38] 0.804 3.8[2,7] 107 26.8 [13,46] 4107
N=164 FG -0.013.8 1.1[-15,21] 2.5[1,4] 17.7 [8,34]
L Clinico 0.3+5.5 0.852 3.7 [-2,39] 0.996 4.0[2,7] 210° 26.8 [13,47] 4.10°
Derivacio
nN=134 | g 5-10-443.8 0.4 [-16,27] 2.7[1,4] 18.18,36]
... | Clinico 0.04%5.5 0.959 | -9.4[-19,40] | 0.688 | 3.0[3,7] | 0.001 | 23.3[14,46] | 0.001
Validacion
N=30
FG 0.5 [-2,3] -3.2[-10,15] 1.9 [1,4] 13.5[8,28]

FG: Farmacogenético. ME: Error medio en la dosis estable (Dosis predicha-Dosis observada); MAE: Error medio absoluto (V(ME?)).
Variables normales: mediatdesviacion estandar (p: t de Student). Variables no normales: mediana [P,s,P7s] (p: test de Wilcoxon).

Tabla 9. Exactitud predictiva de los algoritmos.

5.2.7. Relevancia clinica de los algoritmos

La relevancia clinica de los algoritmos se evalu6 mediante el calculo del porcentaje de
pacientes cuya dosis predicha de acenocumarol presentaba una desviacién menor del 10-15-
20% de la dosis estable real (Figura 10A). En la cohorte total, el algoritmo farmacogenético
clasific6 mejor a los pacientes en comparacién con el algoritmo clinico, incluso cuando se
considerd la desviacion sobre la dosis estable del 10%( Figura 10A). En la cohorte de
derivacién, el 29% de los pacientes se clasificaron correctamente con el algoritmo
farmacogenético considerando una desviacién <20%, mientras que el algoritmo clinico sélo

alcanzd ese porcentaje cuando se considerd una desviacion <15%. En la cohorte de validacion,
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el 53.3% de los pacientes se encontraron correctamente clasificados (<15%) utilizando el
algoritmo farmacogenético, mientras que sélo el 27% de los pacientes se clasificaron
correctamente con el modelo clinico (Figura 10A). Dentro del 46.7% (14/30) restante que se
encontraron incorrectamente clasificados con el algoritmo farmacogenético, el 92.3% (13/14)
de ellos recibié una dosis intermedia (7-21 mg/semana) de acenocumarol y sélo un paciente
necesité una dosis elevada (>21 mg/semana) para alcanzar la anticoagulacién estable. La
sobreestimacion (>15%) y subestimacion (<15%) en la prediccidon de la dosis estable fueron
menores para el algoritmo farmacogenético en comparacién con el algoritmo clinico para
todos los casos (Figura 10B).

El NNG en la cohorte total fue de 5.9 [4-16] pacientes, considerando una desviacion del 20% en
la predicciéon de la dosis estable de acenocumarol, y se incrementé hasta aproximadamente 9
cuando se consideraron las desviaciones al 10% y al 15% (Figura 10A). La reduccion del riesgo

absoluto fue un 17.1% mayor en el algoritmo farmacogenético en comparacién con el

algoritmo clinico.

Figura 10. Relevancia clinica de los algoritmos.
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Figura 10 A. Pacientes correctamente clasificados por cada algoritmo considerando desviaciones del 10-
15-20% en la prediccidon de la dosis estable de acenocumarol. p: test de McNemar para proporciones
pareadas. Reduccidn absoluta del riesgo (ARR) y el niumero necesario para genotipar (NNG) en cada
cohorte.

Figura 10B. Sobreestimacion (gris oscuro) y subestimacion (gris claro) en la prediccién de la dosis estable
(£15%) para cada algoritmo en las tres cohortes. Negro: porcentaje de pacientes correctamente
clasificados.
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6. DISCUSION

6.1. PARTE I. INFLUENCIA DE LA FARMACOGENETICA EN LA SEGURIDAD DE LA TERAPIA
ANTICOAGULANTE CON ACENOCUMAROL

La relevancia de los polimorfismos genéticos en CYP2C9 y VKORC1 en la fase inicial de la
terapia con los antagonistas de la vitamina K se ha estudiado ampliamente (27, 48), y su
influencia en la dosificacion y las reacciones adversas se encuentra bien establecida,
especialmente para la terapia de anticoagulacion oral con warfarina (31, 147-152). Sin
embargo, la influencia de estos genes y otros que pueden identificarse como factores riesgo en
el tratamiento de larga duracidon con acenocumarol se encuentra mucho menos descrita en la
literatura (104, 111, 113, 153). La efectividad y la seguridad de los antagonistas de la vitamina
K se han asociado estrechamente con el tiempo que permanece el paciente dentro de rango
terapéutico de INR (154). La terapia con antagonistas de la vitamina K de larga duracién
presenta varios inconvenientes, como la necesidad de monitorizar frecuentemente el INR y
numerosos ajustes de dosis en el inicio del tratamiento. La reciente incorporacién de los
nuevos anticoagulantes orales (dabigatrdn, rivaroxabdn y apixaban) representan una
alternativa conveniente para evitar estas desventajas, debido a que presentan un amplio
margen terapéutico, dosis fijas y menos interacciones a nivel de CYP450 (117-119). A pesar de
estas ventajas, los nuevos anticoagulantes orales no han desplazado a los antagonistas de la
vitamina K, que permanecen como los anticoagulantes orales de primera eleccién en muchos
paises (121, 122). Los antagonistas de la vitamina K han demostrado similar eficacia y
seguridad que los nuevos anticoagulantes orales para la prevencién de ictus y embolia
sistémica cuando los pacientes son capaces de mantener el rango terapéutico de INR en al
menos un 66% del tiempo (117, 118, 123). En el presente estudio se ha evaluado la influencia
de los principales polimorfismos genéticos en CYP2C9, VKORC1, CYP4F2, ABCB1, CYP2C19 y
APOE en pacientes tratados con terapia de acenocumarol de larga duracién para investigar la
influencia potencial de éstos en la seguridad del tratamiento. En estos pacientes, el tiempo
dentro del rango terapéutico aumentd a lo largo del periodo de estudio, desde 33+26%
después del primer mes hasta 61+19% cuando se consideraron los Ultimos 6 meses de
tratamiento (1-7 meses) con acenocumarol (Tabla 3), similar a resultados encontrados en
estudios previos durante el inicio de la terapia (8, 155). Este resultado es inferior al descrito en
un ensayo clinico aleatorizado muy reciente que evaluaba la aplicacidon de una dosificacion de
acenocumarol guiada por genotipo en la efectividad y seguridad del inicio del tratamiento con
acenocumarol y fenprocumén. En dicho estudio, los pacientes del grupo control (aquéllos a los

gue no se les dosificaba en funcién del algoritmo farmacogenético) se mantuvieron dentro del
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rango terapéutico de INR aproximadamente el 50% del tiempo durante el primer mes de
tratamiento con acenocumarol (156). Estas diferencias podrian ser debidas a una titulacion de
la dosis mas estrecha en el ensayo clinico, derivada de la elevada monitorizacion del INR
durante este primer mes. Por lo tanto, seria esperable obtener mejores resultados en el
tiempo que permanece el paciente dentro del rango terapéutico de INR en comparacidn con la
cohorte de pacientes descrita en nuestra cohorte en el mismo periodo de tiempo (156). Hay
gue destacar que los datos descritos en el presente estudio son derivados de un estudio
observacional, en el que no se realizaron intervenciones y consecuentemente, los datos
generados son mas representativos de la practica clinica actual en comparaciéon con los
resultados descritos en un ensayo clinico. No obstante, aunque nuestros pacientes estuvieron
menos tiempo dentro del rango terapéutico de INR al inicio del tratamiento, la evolucién es
comparable con la de otros centros, ya que al final del seguimiento los resultados del
porcentaje de tiempo dentro del rango terapéutico de INR son similares a los alcanzados por
otros autores (8, 155, 156). El tiempo dentro del rango terapéutico de INR fue superior en los
pacientes con genotipo TT para ABCB1 o CYP2C19*17 después de 7 meses de terapia
anticoagulante con acenocumarol, aunque este modelo fue capaz de explicar Unicamente el
9.2% de la variabilidad total (Tabla 5). Este resultado es inesperado ya que estos genes no se
habian relacionado anteriormente con el tiempo dentro del rango terapéutico de INR, por lo
gue es necesario confirmar esta asociacion en futuros estudios. En otros estudios de warfarina,
CYP2C9 y VKORC1 han mostrado influencia sobre el tiempo que permanecen los pacientes
dentro del rango terapéutico de INR (150-152, 157). Sin embargo, para nuestros pacientes el
tiempo dentro del rango terapéutico no fue diferente en funcidon de estos polimorfismos
genéticos en ningln periodo de estudio, como otros autores han descrito anteriormente (135,
158). En nuestros pacientes, la influencia mas relevante sobre el tiempo fuera del rango
terapéutico de INR fue la del alelo T de VKORC1, el cual ha demostrado ser un potente
marcador predictivo en el tiempo por encima y por debajo del rango terapéutico de INR
durante todo el periodo de seguimiento (Tabla 5). Durante el primer mes de tratamiento,
VKORC1 y el genotipo E3/E3 para APOE se asociaron independientemente con mayor tiempo
por encima del rango terapéutico de INR y menor tiempo por debajo del rango terapéutico de
INR (Tabla 6). Por lo tanto, los pacientes portadores del alelo T para VKORC1 o genotipo E3/E3
para APOE deberian ser monitorizados mas estrechamente para evitar desviaciones
potenciales del INR. Estos resultados afiaden un valor importante a la inclusién del genotipo
APOE en los algoritmos farmacogenéticos capaces de predecir la dosis estable de los

antagonistas de la vitamina K, y apoya la implementacion de este gen en la practica clinica
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habitual en el tratamiento de anticoagulacién oral de larga duracién. La importancia del
genotipo TT para VKORC1 en el tiempo fuera del rango terapéutico de INR se mantuvo durante
todos los periodos de estudio, reforzando su valor como marcador predictivo en la seguridad
de esta terapia. La influencia del genotipo TT en el tiempo por encima de rango terapéutico
elevado y el tiempo por debajo de rango terapéutico disminuido confirma los resultados
descritos recientemente en el estudio de Verhoef et al (113). En este estudio se analizé el
efecto de CYP2C9 y VKORC1 en el tiempo dentro/encima/debajo del rango terapéutico de INR
(2-3.5) durante los primeros 18 meses de tratamiento con acenocumarol separados en varios
periodos. El efecto del genotipo TT para VKORC1 se mantuvo para el tiempo por encima del
rango terapéutico durante los primeros 6 meses de tratamiento, y para el tiempo por debajo

del rango terapéutico durante los tres primeros meses (113).

Por otro lado, el alelo C para ABCB1 se ha revelado como un importante marcador predictivo
para el tiempo por encima del rango terapéutico de INR después de 6-7 meses de tratamiento
con acenocumarol. De acuerdo con esto, nuestros resultados sugieren que los pacientes con el
alelo C requeririan dosis mas baja para alcanzar la anticoagulacion estable en comparacion con
los pacientes portadores del genotipo TT para este gen. Muy pocos estudios han analizado el
papel de ABCB1 en la respuesta farmacoldgica a los antagonistas de la vitamina K, y éstos se
focalizaron en la influencia de este gen en la dosis estable, en ningln caso se ha analizado
previamente la influencia de este gen con la seguridad de este tratamiento. En el estudio
desarrollado por Wadelius et al. Se encontrd que los pacientes heterocigotos para el haplotipo
D en ABCB1 (que incluye el polimorfismo C3435T) necesitaron dosis un 24% inferior de
warfarina en comparacion con el resto (36). Sin embargo, otros investigadores afirman que el
haplotipo en ABCB1 2677GG/3435CC se encuentra asociado a dosis mas bajas de derivados
cumarinicos (86, 87), corroborando asi nuestra suposicidon de que los pacientes portadores del
alelo C (que se encuentran mayor tiempo por encima de rango terapéutico) requeriran

menores dosis de acenocumarol para alcanzar la estabilidad anticoagulante.

Por lo tanto, de acuerdo con nuestros resultados, la determinacidon farmacogenética de
VKORC1/APOE deberia considerarse al inicio del tratamiento (primer mes) y VKORC1/ABCB1
para periodos mas largos con el objetivo de anticipar situaciones de
infra/sobreanticoagulacién. El genotipo CC para VKORC1 fue capaz de predecir una mayor
probabilidad de alcanzar la estabilidad anticoagulante después de siete meses de tratamiento

(Tabla 5).

79



80

DISCUSION

Variantes alélicas en CYP2C9 se han asociado previamente con mayor tiempo necesario hasta
alcanzar la anticoagulacion estable (104, 107, 147, 159, 160), aungque no sin controversia (98,
135), mientras que esa asociacion no se ha confirmado para el polimorfismo en VKORC1 (98,
102, 104, 135, 160). En nuestros pacientes, el alelo T para VKORC1 demostrd ser un potente
predictor para necesitar mas tiempo a la hora de alcanzar la estabilidad anticoagulante (Figura
4). Por lo tanto, este gen puede considerarse un factor importante para monitorizar mas
estrechamente a los pacientes que potencialmente van a requerir mas tiempo hasta alcanzar
la anticoagulacion estable.

En nuestros pacientes, VKORC1 se asocié también a mayor presentaciéon de INR>4 durante
todo el periodo de estudio, aumentando el riesgo de sobreanticoagulacidn con una OR de 2.9
en los pacientes portadores del alelo T desde el primer mes hasta el final del seguimiento
(Tabla 5), mientras que el efecto de CYP2C9 se pierde después de 1-2 meses de tratamiento
(Figura 5B), en concordancia con resultados descritos recientemente (113). El predominio de
VKORC1 sobre CYP2C9 también se ha descrito en otros estudios (48, 107, 113). Pacientes
estadounidenses de origen europeo con alguna variante alélica en VKORC1 o CYP2C9 han
presentado mayor riesgo de sobreanticoagulacién (INR>4) durante el primer mes de
tratamiento con warfarina (48, 98, 102), mientras que el genotipo TT para VKORC1 también ha
mostrado un alto riesgo en la presentacién de algun INR>5 (OR:4.47;p=0.03) después de 6
meses de tratamiento con warfarina (107). En nuestros pacientes, el riesgo de
sobreanticoagulacion estuvo aumentado también por la presencia del alelo C en ABCB1
durante todo el periodo de estudio (Figura 5C y Tabla 5). Esto representa un nuevo hallazgo
gue no habia sido previamente investigado.

Se presenté un efecto adicional del alelo C en CYP2C9*3 en el riesgo de sobreanticoagulacién
severa (INR>6) durante todo el periodo de estudio, mostrando una influencia independiente
del alelo C para ABCB1 en el periodo 0-7 meses. Esta implicacion de CYP2C9 en el riesgo de
INR>6 después de 6 meses de tratamiento con acenocumarol confirma los resultados
encontrados previamente por otros autores (104, 153). Algunos estudios han descrito una
influencia adicional de VKORC1, durante el primer mes de tratamiento (101, 113), que se
pierde en periodos mas largos (113), similar a los resultados encontrados en nuestros

pacientes (Figura 6A).

El riesgo de hemorragias se ha asociado al genotipo TT para VKORC1, especialmente durante
los primeros tres meses de seguimiento (Figura 7B), como se ha descrito previamente (98),
pero no para CYP2C9 en ningun periodo analizado, como se confirma en muchos otros

estudios (98, 102, 106, 161-163) (Tabla 5).
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Uno de los principales objetivos de nuestro estudio fue evaluar la influencia de CYP2C9*2/*3,
VKORC1, CYP4F2*3, ABCB1, APOE, CYP2C19*2/*17 en la seguridad del tratamiento con
acenocumarol en pacientes diagnosticados de fibrilacion auricular y enfermedad
tromboembdlica venosa con el objetivo de elucidar si alguno de estos polimorfismos pueden
actuar como un factor predictivo para recomendar el uso de nuevos anticoagulantes orales en
lugar de comenzar terapia de anticoagulacién oral con derivados cumarinicos. Para alcanzar
este objetivo, analizamos el riesgo de todos los parametros de seguridad (tiempo dentro/fuera
de rango terapéutico de INR, alcance de la estabilidad anticoagulante, sobreanticoagulacién y
hemorragias) en los ultimos 6 meses después de comenzar tratamiento con acenocumarol,
evitando el primer mes de terapia (periodo 1-7 meses).

Esta fase inicial de ajuste de dosis se ha identificado como el periodo mas critico e inestable,
en el que las determinaciones fuera de rango terapéutico de INR son mas frecuentes, y los
pacientes son mas propensos a presentar complicaciones clinicas derivadas de

sobreanticoagulacion (eventos hemorragicos) o infraanticoagulacion (trombosis) (27, 113).

Las hemorragias mayores (consideradas como la reaccion adversa mas importante en el
tratamiento con derivados cumarinicos), se producen habitualmente durante las primeras
semanas de tratamiento, cuando los pacientes no han alcanzado aun la dosis estable y sus
controles de INR se encuentran habitualmente fuera del rango terapéutico de INR (164).
Intencionadamente, hemos eliminado esta fase con el objetivo de encontrar alguna asociacion
de los polimorfismos genéticos analizados con la seguridad del tratamiento durante el periodo
que se producen menos reacciones adversas, derivadas probablemente de la titulacion de la
dosis hasta alcanzar la dosis dptima, y mds representativo de tratamientos de larga duracion.
Durante el periodo 1-7 meses, el genotipo CC para VKORC1 se asocié con un mayor alcance de
la estabilidad anticoagulante (Tabla 5). Los pacientes fueron capaces de mantener el rango
terapéutico durante el 61£19% del tiempo, que se considera suficiente para justificar el uso de
acenocumarol como anticoagulante de eleccién (122). El alelo T para VKORC1 y genotipo TT
para ABCB1 han mostrado influencia independiente en el tiempo por encima de rango
terapéutico de INR y con INR>4 (Tabla 5). De este modo, los pacientes VKORC1-TT/ABCB1-C
presentaron mayor riesgo de sobreanticoagulacién y eventos hemorragicos. Por lo tanto, los
pacientes con el genotipo VKORC1-TT/ABCB1-C podrian ser candidatos para iniciar
directamente tratamiento con nuevos anticoagulantes orales, evitando asi las desventajas

derivadas de iniciar terapia de anticoagulacion oral con derivados cumarinicos.
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Se observé una tendencia no significativa en los pacientes con genotipo VKORC1-TT/ABCB1-C a
mantener el INR dentro del rango terapéutico durante menos tiempo (Figuras 2 y 3),
dificultando de este modo el criterio de tiempo minimo requerido para ser tan eficaz y seguro
como los nuevos anticoagulantes orales (117, 118, 123). Ademas, los pacientes portadores del
alelo T en VKORC1 mostraron menor probabilidad de alcanzar la estabilidad anticoagulante
después de siete meses de seguimiento (Tabla 5), por lo que estos pacientes se encontraron
mas tiempo en riesgo de presentar efectos adversos, con una mayor probabilidad de mantener

esta situacion de forma prolongada en comparacidn con el resto de los pacientes.

En resumen, se deberia considerar la determinacidon de los perfiles genéticos en VKORC1,
CYP2C9*3, APOE y ABCB1 en el inicio de la terapia de anticoagulacién oral con acenocumarol
para identificar pacientes con mayor potencial de presentar reacciones adversas,

especialmente las relacionadas con sobreanticoagulacién, como son los eventos hemorragicos.

Los perfiles farmacogenéticos pueden ser de utilidad en la identificacidon de pacientes en riesgo
de sobreanticoagulacion durante el primer mes de tratamiento (VKORC1-T/APOE-E3/E3) y para
tratamiento de larga duracion (VKORC1-T/ABCB1-C). El genotipo VKORC1-TT/ABCB1-C puede
actuar también como un indicador de candidatos potenciales a iniciar tratamiento de
anticoagulacién oral de larga duracion con los nuevos anticoagulantes orales en lugar de iniciar

este tratamiento con derivados cumarinicos.

Se deben realizar futuros estudios que corroboren la Influencia del genotipo en ABCB1 en la

influencia de la respuesta a derivados cumarinicos.
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6.2. PARTE Il. INFLUENCIA DE LA FARMACOGENETICA EN LA EFICACIA DE LA TERAPIA
ANTICOAGULANTE CON ACENOCUMAROL. DESARROLLO DE UN ALGORITMO
FARMACOGENETICO QUE PREDICE LA DOSIS ESTABLE DE ACENOCUMAROL

En la terapia anticoagulante a largo plazo, la fase inicial del tratamiento con antagonistas de la
vitamina K es el periodo mas complicado, debido a que la dosis necesaria para alcanzar una
anticoagulacién estable y mantener el INR en rango terapéutico es desconocida; por lo tanto,
se requieren numerosos ajustes de dosis de manera empirica (27), exponiendo a los pacientes
a un mayor riesgo de tromboembolismo (INR <2) y episodios hemorragicos (INR> 4) (124, 125).
En el presente estudio, hemos investigado la influencia de los pardmetros clinicos y
farmacogenéticos en la variabilidad en el requerimiento de dosis estable de acenocumarol con
el objetivo de desarrollar un algoritmo farmacogenético (que incluye variables clinicas y
genéticas) para optimizar la predicciéon de la dosis estable de acenocumarol en pacientes
diagnosticados de fibrilacion auricular y enfermedad tromboembdlica venosa. El objetivo final
es implementar algoritmos farmacogenéticos en la practica clinica en pacientes que inician
terapia de larga duracién con acenocumarol con el fin de minimizar la duracién de la primera
fase de ajuste de dosis y maximizar el tiempo que permanecen los pacientes dentro del rango
terapéutico de INR, reduciendo el riesgo de hemorragias y eventos tromboembdlicos.

La construccién del algoritmo farmacogenético se ha derivado de 134 pacientes que se
encontraban en terapia de anticoagulacion oral y recibian dosis estables. Posteriormente fue
probado en 30 pacientes con caracteristicas similares a la cohorte de derivacién. De todas las
variables clinicas y genéticas probadas para la construccion del algoritmo, sélo la edad, el
indice de masa corporal, la administracion concomitante de amiodarona y los polimorfismos
genéticos en CYP2C9 (*¥1/*1;*1/*2;*1/*3;*2/*2), VKORC1 (CT,TT) y APOE-rs429358 (CC) fueron
incluidas en la ecuacién final. La edad avanzada y la administracién concomitante de
amiodarona se asociaron con menor dosis de acenocumarol para alcanzar la anticoagulacion
estable, y el indice de masa corporal alto se ha relacionado con mayor dosis, como se ha
descrito previamente en otros algoritmos farmacogenéticos, representando sélo el 12.1% de la
variabilidad total en el requerimiento de dosis estable de acenocumarol (33-35, 138). La
administracién concomitante de estatinas u omeprazol no contribuyeron al modelo final, como
se ha observado anteriormente (34, 137, 139).

Se ha descrito ampliamente en la literatura que los principales polimorfismos genéticos que se
relacionan con la variabilidad en el requerimiento de dosis estable de acenocumarol son
VKORC1, CYP2C9 y, en menor medida, CYP4F2. De acuerdo con estos resultados, el

polimorfismo genético VKORC1-rs9923231 y el haplotipo CYP2C9 fueron los mas relevantes en
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la prediccidn de la dosis estable de acenocumarol del algoritmo farmacogenético, explicando
aproximadamente el 41% de la variabilidad total. Este resultado se encuentra en concordancia
con otros estudios publicados anteriormente (29, 99, 101). En nuestro algoritmo, el
polimorfismo genético CYP4F2 V433M (rs2108622) finalmente no fue incluido, a pesar de que
previamente se ha asociado con mayor dosis (73, 74), y ha sido incluido en otros modelos
farmacogenéticos (33, 34). La no influencia de CYP4F2 sobre la dosis en nuestros pacientes
confirma la baja influencia de este polimorfismo genético en la dosis de acenocumarol (1-2%),
como se ha descrito previamente (34, 50, 74).

La influencia de APOE con la dosis estable de acenocumarol estd poco estudiado y los
resultados son contradictorios (29, 33, 82, 83). En nuestros pacientes el genotipo CC para
APOE-rs429358 fue capaz de explicar el 3.9% de la variabilidad total de acenocumarol en el
modelo farmacogenético de regresion lineal. La dosis estable de acenocumarol fue 31.6%
mayor en los pacientes con este genotipo en comparacién con el resto, resultados que se
encuentran en consonancia con los descritos anteriormente en pacientes anticoagulados con
warfarina (83). Recientemente hemos demostrado que los pacientes APOE E3/E3, que son TT
para el polimorfismo del gen APOE-rs429358, presentan un mayor riesgo de
sobreanticoagulacion (INR>4) durante el inicio del tratamiento de anticoagulacion oral de larga
duracidn con acenocumarol (165).

El presente estudio es el primero en afadir este polimorfismo genético en un algoritmo de
dosificacion de acenocumarol. El polimorfismo genético APOE-rs7412 no mostrd ninguna
influencia en nuestros pacientes. Esta variante alélica fue afiadida en un algoritmo
desarrollado en pacientes diagnosticados de enfermedad tromboembdlica venosa, en el que
se mostraba una tendencia no significativa a necesitar una mayor dosis estable de
acenocumarol (p=0.067) (33). La no inclusién del polimorfismo APOE-rs429358 en dicho
estudio podria ser debida a que en sus pacientes, la frecuencia alélica de este polimorfismo fue
significativamente menor (1.7%) en comparacién con los pacientes incluidos en el presente
estudio (6.7%) (33).

La influencia del polimorfismo genético C3435T en ABCB1 en la dosis de los antagonistas de la
vitamina K es controvertida (36, 86, 87). El genotipo CC se ha asociado con un menor
requerimiento de dosis de antagonistas de la vitamina K (86, 87), mientras que la dosis de
warfarina fue un 24% mas baja en los pacientes heterocigotos para el haplotipo D en ABCB1,
que incluye el polimorfismo genético C3435T (36). En nuestros pacientes, este polimorfismo
genético no mostrd ninguna influencia en la dosis estable de acenocumarol, y por lo tanto, no

fue incluido en el modelo final. No se observé influencia significativa del polimorfismo genético
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en CYP2C19 en el requerimiento de dosis estable de acenocumarol, como se ha observado
anteriormente (44, 87). Del mismo modo, la dosis estable no estuvo asociada a ningun
polimorfismo genético en GGCX (rs12714145/rs11676382). Estas variantes alélicas se han
incluido en sélo dos algoritmos farmacogenéticos que predicen dosis estables de antagonistas
de la vitamina K en pacientes no caucasicos (35, 166). De acuerdo con nuestros resultados, los
polimorfismos genéticos CYP4F2*3 (rs2108622), ABCB1 C3435T (rs1045642), APOE (rs7412),
CYP2C19*2 (rs4244285), CYP2C19*17 (rs12248560) y GGCX (rs12714145 y rs11676382) no
presentan influencia en la prediccién de la dosis estable de acenocumarol y parecen no ser
relevantes para la optimizacién de los algoritmos de que predicen la dosis estable de
acenocumarol.

En los ultimos cuatro afios, se han desarrollado varios algoritmos que incluyen factores clinicos
y genéticos con el objetivo de para mejorar la prediccién de la dosis inicial de acenocumarol la
dosis en la iniciacion de la terapia de anticoagulacion, basados en diferentes pacientes y
protocolos de iniciacidn, obteniendo resultados similares (Tabla 10).

El algoritmo de dosificacion desarrollado por el grupo de investigacién EU-PACT ha sido
validado externamente en 168 pacientes tratados con acenocumarol, siendo capaz de explicar
el 47.3% de la variabilidad total en la dosis de mantenimiento (138). Mas recientemente, se
han desarrollado dos algoritmos farmacogenéticos en pacientes espafoles, y ambos incluyen
variaciones genéticas en VKORC1, CYP2C9 y CYP4F2 (33, 34). El modelo que presenta el mayor
porcentaje de variabilidad de dosis explicada (60,6%) fue desarrollado en 117 pacientes
diagnosticados de enfermedad tromboembdlica venosa e incluyd el polimorfismo APOE-
rs7412 (33). No se ha alcanzado un mayor porcentaje de variabilidad explicada mediante
algoritmos de dosificacion utilizando cohortes de mayor tamafio, ya que el algoritmo
desarrollado en la mayor cohorte de pacientes hasta la fecha (3656 pacientes anticoagulados
con una cohorte de derivacidon de 973 pacientes) fue incapaz de explicar mds del 50% de la
variabilidad en dosis estable (34). El porcentaje de variabilidad explicada por nuestro algoritmo
farmacogenético fue de 56.6% para la cohorte total de pacientes, considerandose el valor mas
alto alcanzado en pacientes en TAO con acenocumarol diagnosticados de fibrilacidn auricular y
enfermedad tromboembdlica venosa (indicaciones mas comunes en el TAO de larga duracion
con acenocumarol). A diferencia de otros estudios, se obtuvo similar capacidad predictiva del
algoritmo farmacogenético en la cohorte de validacion (57.3% de variabilidad explicada). Un
3.9% de variabilidad de la dosis fue explicada mediante la adicién de un nuevo polimorfismo
genético en APOE, pero no mediante la incorporacion de otros genes potenciales candidatos

que han sido poco estudiados hasta la fecha, tales como CYP2C19, ABCB1, y GGCX.
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Tabla 10. Comparacion de la elaboracidn, capacidad predictiva y relevancia clinica de los algoritmos farmacogenéticos que predicen la dosis estable de
acenocumarol.
2 o
. . N N R LS MAE (Cohorte validacion) i
Estudio Poblacion Indicacion .. .. correctamente Variables
Modelo | Validacién | Modelo | Validacion - (mg/sema)
clasificados
o FA, ETEV, RVC
Markatos et al. Caucasica 98 - 54.3 - - - Edad. CYP2C9*2/*3. VKORC1
,OTRAS
FA, ETEV, RVC, ) .E(.iad.MUJer.Peso. Altura
EU-PACT Caucadsica OTRAS 375 168 52.6% 47.3% - 3.99 Amiodarona concomitante.
CYP2C9.VKORC1
Tabaco.Hombre.
125 100 Edad.Peso.Altura
Rathore et al. India RVC 41.4% - - -
(55.5%) (44.44%) ’ .BSA.VKORC1.CYP2C9
CYP4F2.GGCX-rs11676382
Borobi I Caucdsi ETEV 117 30 60.6% 38.8% <20%: 46.7% 3.75 Edad. IMC. Indcutores e inhibidores CYP2C9
orobia et al. aucasica (79.59%) | (20.40%) o e S0 80 7% : .VKORC1.CYP2C9.CYP4F2 APOE-rs7412
Edad. IMC. Ingesta Vitamina K.
Wolkanin-Bartnik et al. Caucdsica FA, ETEV, RVC 226 50 49% - <£25%:70% In £25%: 4.4 [3.7,5.0] Aclaramiento Creatinina <40 ml/min.
VKORC1.CYP2C9
<20%
. Pacientes o o <7mg/sema:=60% Edad. IMC. Area superficie corporal
Cerezo-Manchado et al. Caucadsica anticoagulados 973 2683 50% 48% 7-25mg/sema:40% VKORC1.CYP2C9.CYPAE2
>25mg/sema:=52%
<10% :40% . .
X . FA 134 . . Edad.IMC. Amiodarona concomitante.
. . . <15% 53 1.9[0.7,3.6
Presente Estudio Caucasica ETEV (81.7%) 30 (18.29) 56.6% 57.3% 15% 53% [ ] VKORCL CYP2C9 APOE-rs429358
<20% 67%
FA: fibrilacién auricular; ETEV: Enfermedad tromboembolica venosa; RVC: Reemplazo de valvula cardiaca.
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La precisién del algoritmo farmacogenético fue de aproximadamente 1.5 veces mayor
comparado con el modelo clinico, medida como error absoluto medio en la dosis predicha de
para la cohorte de validacién un 50% menor que los valores descritos en otros estudios
anteriores (1.9 vs. 3.75-4.41 mg/semana) (33, 138, 139). De hecho, el 67% de los pacientes de
nuestra cohorte de validacion se encontraron correctamente clasificados (con desviacion de
<20%) por el algoritmo farmacogenético, en comparacién con el 40-50% obtenido con otros
modelos, que sélo alcanza el 60% para algunos rangos de dosis (33, 34). El porcentaje de
correcta clasificacidon porcentaje de nuestro modelo sélo fue superado por el obtenido con un
modelo farmacogenético desarrollado en una poblaciéon polaca (70%), pero Unicamente
cuando se considerd una desviacion <25% de la dosis real (139).

Nuestro algoritmo farmacogenético clasificé correctamente (considerando desviacion del
<15%) al 53% de los pacientes incluidos en la cohorte de validacién, es decir, 30% mas que el
algoritmo clinico considerando la misma desviacién (p=0.049). Aunque este algoritmo no fue
capaz de predecir la dosis correcta (desviacion menor al 15%) para el 47% restante de los
pacientes, casi todos (92.3%; 13/14) recibian dosis intermedias (7-21 mg/semana), cuyo riesgo
puede ser considerado menor en comparacién con los pacientes que requieren dosis extremas
(altas/bajas). Consecuentemente, este modelo proporciond un buen ajuste para los pacientes
que requieren dosis extremas (mas problematicos). El NNG para evitar la clasificacion errdnea
de un paciente (considerando una desviacién menor al 20%) fue =6, similar a otros algoritmos
farmacogenéticos (28, 33). En resumen, nuestro modelo farmacogenético de regresion lineal
demostré mayor precision en la prediccién y proporcioné una mejor clasificacidon correcta de
pacientes que el modelo clinico. Cuando se compararon los resultados internos con los
modelos farmacogenéticos publicados por otros autores (33-35, 137-139), nuestro algoritmo
farmacogenético mostré mejor capacidad predictiva y relevancia clinica en la prediccidn de la
dosis estable de acenocumarol.

Los beneficios de la implementacion de los algoritmos farmacogenéticos de acenocumarol en
la practica clinica se encuentran actualmente en proceso de investigacién (156, 167). Los
resultados de un ensayo clinico aleatorizado de dosificacién de acenocumarol guiada por
genotipo (grupo EU-PACT) han encontrado que la dosis guiada por genotipo no mejord el
porcentaje de tiempo que permanecen los pacientes dentro de rango terapéutico durante las
primeras 12 semanas de tratamiento (156). Ademads, la validacion de los algoritmos
farmacogenéticos en poblaciones distintas de las utilizadas originalmente para su construccién
debe establecerse antes de su aplicacién en diferentes entornos clinicos. El presente modelo

ha sido Unicamente testado en un pequefio grupo de pacientes (cohorte de validacién) con
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caracteristicas similares a las de los pacientes utilizados para su elaboracién, necesitdndose un
estudio posterior de validacién externa. El verdadero beneficio clinico de su implementacién
también debe ser evaluada mediante un ensayo clinico.

En conclusion, hemos desarrollado un algoritmo farmacogenético compuesto por variables
clinicas (edad, indice de masa corporal y la administracién concomitante de amiodarona) y
genéticas (CYP2C9, VKORC1 y APOE), que es capaz de explicar el 56.6% de la variabilidad total
en el requerimiento de dosis estable de acenocumarol, el valor mas alto que se ha descrito en
pacientes diagnosticados de fibrilacion auricular y enfermedad tromboembdlica venosa,
siendo capaz de clasificar correctamente al 67% de los pacientes considerando una desviacién

<20% de la dosis estable real.
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7. CONCLUSIONES

7.1. CONCLUSIONES INDIVIDUALES

El andlisis de los resultados del presente estudio y su contraste con los publicados al respecto

en la literatura cientifica permiten, a nuestro juicio, formular las siguientes conclusiones:

7.1.1.
7.1.1.1.

7.1.1.2.

7.1.1.3.

CONCLUSIONES PARTE |

Tiempo dentro/encima/debajo de rango terapéutico de INR
El tiempo dentro de rango terapéutico de INR no estd asociado a ninguna de las
variables clinicas y genéticas analizadas en ningun periodo estudiado.
Los pacientes de mayor edad se mantienen mads tiempo por encima y menos tiempo
por debajo del rango terapéutico de INR tras el primer mes y tras siete meses de
tratamiento con acenocumarol.
Los pacientes portadores del alelo T en VKORC1 y aquéllos con genotipo E3/E3 en el
gen APOE se mantienen mas tiempo por encima y menos tiempo por debajo del rango
terapéutico de INR en comparacién con el resto de los pacientes tras el primer mes de
tratamiento con acenocumarol.
Los pacientes portadores del alelo T en VKORC1 y aquéllos portadores del alelo C para
ABCB1 se mantienen mas tiempo por encima del rango de INR terapéutico en
comparacion con el resto de los pacientes tras siete meses de tratamiento con

acenocumarol.

Alcance de estabilidad y tiempo hasta estabilidad
Ningun polimorfismo genético analizado se comporta como un marcador predictivo
del alcance de la estabilidad, ni del tiempo necesario hasta alcanzar dicha estabilidad
tras primer mes de tratamiento.
El genotipo CC para VKORC1 es un indicador de alcance de la estabilidad tras siete
meses de tratamiento con acenocumarol.
Los portadores del alelo T en VKORC1 necesitan mas tiempo para alcanzar la
estabilidad anticoagulante.
Ningun otro polimorfismo genético comporta como un marcador predictivo del
alcance de la estabilidad ni del tiempo necesario hasta alcanzar dicha estabilidad tras 7

meses de tratamiento.

Sobreanticoagulacion y eventos hemorragicos

7.1.1.3.1. INR>4
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El alelo T en VKORCL1 es un indicador de mayor presentacién de episodios de INR>4 en
pacientes tratados con acenocumarol durante siete meses.

Unicamente el alelo T en VKORC1 se comporta como un marcador predictivo en el
riesgo de presentar algiin INR>4 durante el primer mes de tratamiento.

El genotipo TT para VKORCI1 es un indicador de presentacion de al menos un INR>4 en
los primeros 25 dias de tratamiento.

El alelo C en CYP2C9*3 es un indicador de presentacion de al menos un INR>4 antes de
los primeros tres meses de tratamiento con acenocumarol.

El alelo C para ABCB1 es un marcador predictivo en el riesgo de presentar algin INR>4
en las dos primeras semanas de tratamiento con acenocumarol.

El alelo T para VKORC1 y el alelo C para ABCB1 se comportan como marcadores
predictivos independientes en el riesgo de presentar algun INR>4 durante los siete

primeros meses de tratamiento con acenocumarol.

7.1.1.3.2. INR>6

Ninguna variable clinica o genética analizada se comporta como marcador predictivo
en el riesgo de presentar algin INR>6 durante el primer mes de tratamiento.

El genotipo TT para VKORC1 es un indicador de riesgo de sobreanticoagulacién (INR>6)
antes de 17 dias de tratamiento con acenocumarol.

El alelo C en CYP2C9*3 es un indicador de riesgo de sobreanticoagulacién (INR>6)
durante los dos primeros meses de tratamiento.

El género femenino y el alelo C en CYP2C9*3 o en ABCB1 se comportan como
marcadores predictivos independientes de mayor riesgo de sobreanticoagulacidn

(INR>6) durante los primeros 7 meses de tratamiento.

7.1.1.3.3. Eventos hemorragicos

7.1.1.4.

El genotipo TT para VKORC1 es un indicador de mayor riesgo de presentar hemorragias
menores en los dos primeros meses desde el inicio y después de 7 meses de
tratamiento con acenocumarol.

Ningun otro polimorfismo genético analizado se comporta como un marcador
predictivo en el riesgo de hemorragia durante el primer mes de tratamiento ni tras

siete meses de tratamiento.

Periodo 1-7 meses
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Ninguna variable clinica ni genética analizada se comporta como un marcador

predictivo del tiempo dentro de rango terapéutico de INR durante el periodo 1-7

meses.
7.1.2. CONCLUSIONES PARTE Il

7.1.2.1. Influencia de las variables clinicas y genéticas con el requerimiento de dosis de
acenocumarol

- Los pacientes de mayor edad necesitan dosis mas bajas de acenocumarol para alcanzar
la anticoagulacion estable.

- Los pacientes con mayor IMC necesitan dosis mas altas de acenocumarol para alcanzar
la anticoagulacion estable.

- Los pacientes con genotipo AA para CYP2C9*3 necesitan dosis mdas altas de
acenocumarol para alcanzar la anticoagulacion estable.

- Los portadores de alguna variante alélica en CYP2C9 (cualquier combinacién de *2 6
*3) requieren dosis mas bajas que los pacientes *1/*1.

- Los pacientes CC para VKORC1 necesitan dosis 27.8% mas altas para alcanzar la
anticoagulacién estable que los pacientes con genotipo CT y 61.1% mas alta que los
pacientes con genotipo TT para este gen.

- Los pacientes con genotipo CC en APOE (rs429358) necesitan dosis mas altas de
acenocumarol que el resto para alcanzar la estabilidad.

7.1.2.2.  Construccion del algoritmo de dosificacion de acenocumarol en base a variables

clinicas y genéticas

La edad, el IMC y la administracion concomitante de simvastatina son variables
independientes que presentan influencia en la prediccion de la dosis estable de
acenocumarol mediante el modelo clinico de regresién lineal.

El algoritmo clinico es capaz de explicar el 14% de la variabilidad total en la dosis
estable de acenocumarol.

Las variables clinicas que presentan influencia en la prediccion de la dosis estable de
acenocumarol mediante el modelo farmacogenético de regresién lineal son la edad,
IMC y la administracién concomitante de amiodarona, siendo capaces de explicar el
12.1% de la variabilidad total en la dosis estable de acenocumarol.

Las variables genéticas que presentan influencia en la prediccion de la dosis estable de
acenocumarol mediante el modelo farmacogenético de regresién lineal son: CYP2C9

(¥1/*1, ¥1/*2, *1/*3, *2/*2), VKORC1 (CC, CT, TT) y APOE-rs429358 (CC).
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- El genotipo en VKORC1 es el que mas influencia presenta en la prediccién de la dosis
estable, explicando el 31.5% de la variabilidad total de acenocumarol.
- El modelo farmacogenético explica el 56.6% de la variabilidad total de la dosis estable

de acenocumarol.

7.1.2.3. Capacidad predictiva del modelo farmacogenético
- El algoritmo farmacogenético consigue una mejor prediccion de la dosis de
acenocumarol que el algoritmo clinico, mejorando la variabilidad explicada en un
42.6% en la cohorte total de pacientes.
- La precision del algoritmo farmacogenético es aproximadamente 1.5 veces mayor
comparado con el modelo clinico, medida como error absoluto medio en la dosis

predicha de acenocumarol.

7.1.2.4. Relevancia clinica
- El algoritmo farmacogenético es capaz de clasificar correctamente hasta el doble de
pacientes que el algoritmo clinico, considerando un 15% en la desviacién de la dosis
estable de acenocumarol.
- El nUmero necesario de pacientes para genotipar con una desviacidén de la dosis real

<20% es de aproximadamente 6 pacientes.

7.2. CONCLUSIONES GENERALES

Las anteriores conclusiones individuales nos permiten formular las siguientes conclusiones

generales:

7.2.1. Partel
Evaluar la influencia de los polimorfismos genéticos en la seguridad del tratamiento de
anticoagulacion oral con acenocumarol en pacientes diagnosticados de FA y ETEV durante los

primeros 7 meses de tratamiento

Los genotipos de VKORC1 (alelo T), CYP2C9*3 (alelo C), APOE (E3/E3) y ABCB1 (alelo C) son
indicadores de inseguridad en el tratamiento con acenocumarol, y deberian ser considerados
para la prevencién de reacciones adversas, especialmente las relacionadas con
sobreanticoagulacion, como hemorragias, en el inicio del tratamiento con acenocumarol. La
determinacidon de estos perfiles farmacogenéticos podria ser util en la identificacion de
pacientes en riesgo de sobreanticoagulacion durante el primer mes (VKORC1-T/APOE-E3/E3) y
para el tratamiento a largo plazo (VKORC1-T/ABCB1-C). El genotipo VKORC1-TT/ABCB1-C

también podria actuar como un indicador de los posibles candidatos para el tratamiento con
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nuevos anticoagulantes orales en lugar de inicio de terapia con los antagonistas de la vitamina

K.

7.2.2. Partell

Desarrollo de un algoritmo de dosificacién individualizada de acenocumarol

El modelo farmacogenético de regresion lineal construido con las variables edad, IMC, la
administracion concomitante de amiodarona, CYP2C9 (*1/*1, *1/*2, *1/*3, *2/*2), VKORC1
(CC, CT, TT) y APOE-rs429358 (CC), explica el 56.6% de la variabilidad total de la dosis estable
de acenocumarol. Este modelo mejora la variabilidad explicada por el modelo clinico en un
42.6% y presenta una precisidon 1.5 veces mayor en la prediccion de la dosis de acenocumarol,
siendo capaz de clasificar correctamente hasta el doble de pacientes que el algoritmo clinico,

considerando un 15% en la desviacién de la dosis estable de acenocumarol.
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