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RESUMEN ESTRUCTURADO

Titulo: Resultados de la terapia antiagregante guiada por genotipado de los
polimorfismos en los genes CYP2C19 y ABCBI1 en pacientes sometidos a

intervencion coronaria percutanea con stent

Introduccion: Clopidogrel ha demostrado efectos beneficiosos en el
sindrome coronario agudo y en la intervencion coronaria percutanea, sin embargo,
diferentes polimorfismos genéticos reducen su eficacia. El objetivo de este estudio
fue comprobar si una estrategia de guiar el tratamiento antiagregante en base a los

genotipos CYP2(C19 / ABCBI1 reduce la tasa de eventos cardiovasculares y sangrado.

Método: Estudio experimental no randomizado que incluyé pacientes
sometidos a intervencion coronaria percutdnea con stent. Una estrategia
prospectiva guiada por genotipo (grupo de intervencién) se compard con una
estrategia retrospectiva no guiada (grupo control). El objetivo principal de eficacia
fue el compuesto de muerte cardiovascular, sindrome coronario agudo y/o
accidente cerebrovascular durante 12 meses después de la intervencion. El
objetivo secundario fue comparar la eficacia de las diferentes terapias

antiagregantes utilizadas en condiciones de genotipado.

Resultados: El estudio incluyé a 719 pacientes intervenidos con stent, mas
del 86% con sindrome coronario agudo. El objetivo primario se produjo en 32
pacientes (10,1%) en el grupo de genotipado y en 59 pacientes (14,1%) en el
grupo control (HR 0,63; IC 95%: 0,41-0,97; p = 0,037). No hubo diferencias

estadisticamente significativas entre los dos grupos en las hemorragias mayores y



menores (4,1% vs. 4,7%, HR = 0,80; IC del 95%: 0,39-1,63; p=0,55). En el grupo de
intervencion, el 59% de los pacientes no portaban genotipo de riesgo y recibieron
clopidogrel; el otro 41% eran portadores, y fueron tratados con los nuevos
antiagregantes. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
tratados con clopidogrel en comparaciéon con los nuevos antiagregantes ni en la
tasa de eventos (9,1% vs 11,5% p = 0,44), ni en sangrados (3,7% frente a 4,6%, p =

0,69).

Conclusiones: La estrategia de seleccion del farmaco antiagregante guiada
por genotipo reduce la tasa de eventos cardiovasculares y hemorragias durante 12
meses después de la intervencidn coronaria percutdnea en comparaciéon con una

estrategia no guiada.

Palabras clave: Clopidogrel, tratamiento antiagregante guiado por

genotipado, CYP2C19, ABCB1
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1 INTRODUCCION

La terapia antiplaquetaria dual con acido acetilsalicilico (AAS) y Clopidogrel
ha sido durante mas de una década el cuidado estandar para los pacientes con
sindrome coronario agudo (SCA) o aquellos con enfermedad coronaria estable que

eran sometidos a una intervencion coronaria percutanea (ICP) electiva.

El conocimiento de la respuesta variable al clopidogrel que determina en
algunos pacientes un efecto antiagregante insuficiente con aumento del riesgo de
eventos, junto a la aparicién de nuevos farmacos antiagregantes inhibidores del
receptor P2Y12 mas potentes (prasugrel y ticagrelor) que han demostrado una
reduccion de eventos cardiovasculares, han erigido a estos udltimos como la

estrategia recomendada frente a clopidogrel, al menos en el contexto del SCA (1).

Sin embargo, el aumento de las hemorragias que conllevan estos nuevos
tratamientos, el incremento del coste que suponen, junto a la evidencia de que
clopidogrel en ausencia de determinados polimorfismos genéticos puede ser igual
de eficaz, nos hace plantearnos si la eleccion del tratamiento antiagregante mas
adecuado para cada paciente deberia ser personalizada y guiada en base a sus

caracteristicas genéticas.

1.1 La Cardiopatia Isquémica Croénicay el SCA

La enfermedad cardiovascular sigue siendo la primera causa de mortalidad

en los paises desarrollados principalmente por la enfermedad coronaria y
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cerebrovascular: segin datos del Instituto Nacional de Estadistica en 2014 ambas
fueron responsables del 30% de las causas de muerte en Espafia (2). El
responsable fisiopatolégico fundamental de la enfermedad cardiovascular es la
aterotrombosis, proceso sistémico en el que los lipidos se acumulan en las paredes
de los vasos sanguineos, desarrollan gradualmente placas que estrechan la luz y
alteran el flujo sanguineo. Los estudios de autopsia y de ultrasonido han
demostrado que estas placas ateroscleroéticas estdn ampliamente distribuidas a lo
largo de los vasos sanguineos del cuerpo y se vuelven patoldgicas en determinadas

condiciones médicas (3).

En pacientes con enfermedad coronaria, estas placas estan situadas de
forma difusa a lo largo de las arterias coronarias y se componen de un ntcleo rico
en lipidos y una cubierta esclerdtica rica en colageno. El nucleo se compone
principalmente de colesterol y, normalmente, no esta expuesto al flujo de sangre.
Cuando crecen y disminuye la luz del vaso provocan una reduccion del aporte
sanguineo con el esfuerzo lo que condiciona la angina crénica estable que los
pacientes a menudo describen como presion en el pecho, resquemor, saciedad o
dolor. Este malestar también puede irradiarse al cuello, la mandibula, los hombros,

la espalda o el brazo. Suele provocarse con el esfuerzo y cede con el reposo.

Sin embargo, cuando una placa se desestabiliza y se rompe, los
componentes lipidicos se exponen a la sangre y determina la formacion de un
trombo dentro de la luz del vaso (4). La trombosis luminal puede obstruir el flujo
de sangre de forma total o parcial y da lugar a un SCA con sintomas similares a la

angina, aunque generalmente en reposo y de duraciéon mas prolongada. Junto con
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sintomas de dolor en el pecho, el diagnostico de SCA se basa en los cambios en el
electrocardiograma (ECG) y la presencia de biomarcadores (creatina quinasa -MB

y troponinas) en la sangre que indican dafo del musculo cardiaco.

Por tanto, el SCA es un término amplio que describe el espectro de sintomas
clinicos que reflejan la isquemia miocardica aguda o la reduccién del suministro de
sangre al miocardio. Se clasifica como: infarto agudo de miocardio con elevacién
del ST (IAMCEST) o sin elevacion del ST (IAMSEST) en base a cambios en el ECG y
la elevaciéon de biomarcadores (5), o como Angina Inestable (AI) en ausencia de
biomarcadores. En ultima instancia la presentacion clinica y el resultado
dependeran de la severidad y la duracién de la isquemia del miocardio generado

por la trombosis del vaso culpable (13). Figura 1

Sindrome coronario agudo
Elgvacion Anomalias ECG normal
£E9 —’ delp:ergﬁmfsr STT 0 indetermimado
ioquimi > Aumento/caida Troponinas
BRogieiica de troponinas normales
| l l

iaanGsti IAMCEST IAMSEST Angina
Diagnéstico —> inestable

Figura 1. El espectro de los sindromes coronarios agudos (13).
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La revascularizacion urgente se reconoce ahora como la piedra angular de
manejo de los SCA. El flujo de sangre a través de un vaso sanguineo estrecho u
obstruido se puede restaurar, ya sea con cirugia de revascularizaciéon coronaria
(CABG) o, mas comunmente ahora, con los procedimiento de ICP. La ICP se realiza
en un 60 a 70% de los pacientes con SCA que se someten a una angiografia
coronaria diagndstica (6). En los pacientes con SCA la ICP reduce la mortalidad, el
infarto, el derrame cerebral, la isquemia recurrente y la hospitalizacién en
comparacién con las estrategias de manejo médico conservador (7-9). Igualmente
en los pacientes con angina croénica la revascularizacion esta indicada cuando hay
refractariedad a la terapia médica optimizada, o como tratamiento de primera
linea en situaciones de riesgo como la isquemia extensa, enfermedad multivaso y la

disfuncién ventricular (10).

En los dltimos afios se han producido importantes avances en las técnicas
de los procedimientos, equipos y dispositivos. La introduccién de los stents
liberadores de farmacos, en comparaciéon con los stents convencionales, ha
reducido la necesidad de revascularizacion del vaso diana (11). Sin embargo, estos
procedimientos y los dispositivos, junto con un estado de hiperactividad
persistente de las plaquetas asociado con los SCA y la propia ICP, da lugar a que los
pacientes mantengan un riesgo adicional de eventos isquémicos que se extiende

mucho después de la estabilizacidn clinica y el alta hospitalaria.

Para combatir esto, el uso de la terapia antiplaquetaria doble con
mecanismos de accion complementarios (durante mdas de una década el

tratamiento estandar de AAS y clopidogrel) es ahora una estrategia bien
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establecida para mejorar los resultados de los procedimientos intervencionistas
tanto a corto plazo en el hospital como a largo plazo para la prevencion de eventos

cardiovasculares secundarios (12, 13).

Junto al control de los factores de riesgo, los tratamientos basados en la
evidencia cientifica han conseguido disminuir la tasa de mortalidad coronaria en
Espafia en un 40% desde 1990 (14). Sin embargo, la tasa de eventos graves tras un
ingreso por SCA sigue siendo alta (mortalidad global al afio del 15%) (15). Por todo
ello se han producido mejoras en la terapia antitrombdtica y dentro de esta, en la

terapia antiagregante.

1.2 Papel de las plaquetas

Las plaquetas desempefian un papel fundamental en la hemostasia y son
clave para la reparacion fisioldgica de los vasos sanguineos. Sin embargo, también
tienen un papel destacado en el desarrollo de los SCA y los accidentes

cerebrovasculares (ACV) (16). Figura 2.

Las plaquetas se producen en la médula 6sea y son liberadas al torrente
sanguineo, donde normalmente circulan en un estado de reposo en forma de disco.
La plaqueta madura tiene una vida util esperada de 7-10 dias. En respuesta a una
lesién, las plaquetas se adhieren, se activan, y se agregan unas con otras,
produciendo un trombo. La generacién de un trombo dependiente de plaquetas
requiere 3 etapas: (1) la adhesion de plaquetas; (2) la activacion, el reclutamiento

adicional, y la agregacién de las plaquetas; y (3) la estabilizacién del trombo(17).
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Figura 2. Hemostasia fisioldgica: papel de las plaquetas (17).

Las plaquetas se adhieren sobre la pared del vaso dafiado para formar una
monocapa de plaquetas, resultado de la interaccién de los receptores de la
glicoproteina (GP) en la superficie de las plaquetas con el factor de von Willebrand,
una proteina de plasma circulante, y el colageno en el sitio de la lesién vascular. La
activacion plaquetaria se produce a través de los receptores de la adenosina
difosfato (ADP) en la superficie de las plaquetas, denominados P2Y1 y P2Y12. La
union del ADP al receptor P2Y1 da como resultado un cambio de forma de las
plaquetas y la agregacion de plaquetas rapida y reversible. La unién del ADP al
receptor P2Y12 provoca la liberacion de granulos de almacenamiento de las
plaquetas que contienen ADP, tromboxano A2 (TXAZ2), y otros factores. Esto sirve
no sélo para reclutar y activar plaquetas adicionales, sino también para amplificar
la agregacién plaquetaria inducida por otros agentes, incluyendo trombina,
serotonina y TXAZ2. Estas sustancias sirven para aumentar la inflamacién, atraer
otros mediadores a la zona local y mejorar las propiedades adhesivas de la pared

del vaso. Y lo mas importante, esta actividad procoagulante de las plaquetas
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activan el receptor GPIIb/IIla en la superficie de las plaquetas. En la etapa final, las
plaquetas activadas se conectan unas con otras, tendiendo puentes a través de los

receptores GPIIb/Illa y fibrinégeno, con lo que se estabiliza el trombo.

Estos procesos hemostaticos de activaciéon plaquetaria y formacién de
trombos posterior evitan las hemorragias tras la rotura de un vaso. Sin embargo,
cuando ocurren en el interior del vaso, en el sitio de ruptura de una placa,
provocan obstruccién del flujo sanguineo, isquemia e infarto distal a la
obstruccion. Cuando este vaso es una arteria coronaria tiene lugar el desarrollo de

un SCA (16).

1.3 Los antiagregantes plaquetarios orales

Los antiagregantes plaquetarios interfieren con el proceso de activacion
mediante el bloqueo selectivo de receptores o enzimas de las plaquetas, lo que
reduce el riesgo de trombosis arterial (efectividad) por medio de mecanismos que
no pueden ser disociados de un mayor riesgo de complicaciones hemorragicas

(toxicidad).

Actualmente los agentes antiagregantes orales disponibles incluyen el AAS,
un inhibidor irreversible de la ciclo-oxigenasa 1 (COX-1) que impide la sintesis de
TXA2, y los farmacos antagonistas P2Y12 (Ticlopidina, Clopidogrel, Prasugrel y
Ticagrelor), que de forma selectiva se unen al receptor P2Y12 del ADP. Tanto el
AAS como los antagonistas P2Y12 han demostrado beneficios en pacientes con

enfermedad aterotrombdtica. Ademas, en determinados escenarios como el SCA y
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la ICP, la combinacion de AAS mas un antagonista del receptor P2Y12 (terapia
antiplaquetaria dual) ha demostrado mayor eficacia frente a la monoterapia con

cualquiera de estos agentes (6, 18-21).

Otros agentes antiagregantes nuevos se estan evaluando en estudios
preclinicos y / o clinicos: elinogrel un nuevo antagonista P2Y12 mas potente, los
antagonistas de la proteasa activada por receptor-1 (PAR-1) (atopaxar y

vorapaxar), que bloquean uno de los receptores de la trombina (22). Figura 3

COAGULATION CASCADE

Subendothelial Vessel
Matrix Wall

PLATELET
ADHESION

FIBRINOGEN-MEDIATED
PLATELET AGGREGATION

Platelet «» von Willebrand Factor (VWF)
B Collagen

@D Endothelial cells

’ Fibrinogen

Figura 3. Sitios de accion de los antiagregantes plaquetario (22).
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1.3.1 Antiagregantes clasicos: AAS, Ticlopidina y Clopidogrel

AAS: Acido acetilsalicilico.

El AAS inhibe irreversiblemente ambas formas de la enzima ciclooxigenasa
(COX-1 y COX-2), reduciendo la formacién de prostaglandinas y TXAZ2. Las
prostaglandinas proporcionan proteccion de lesidn a la mucosa gastrointestinal. El
efecto antiplaquetario irreversible dura toda la vida de la plaqueta desde dosis tan
bajas como 30 mg. Dosis mas elevadas se requieren para inhibir la COX-2 y
producir efectos anti-inflamatorios sistémicos, con una variaciéon de 50 a 100 veces
en las dosis diarias de AAS requeridas para suprimir la inflamacién e inhibir la

funcion plaquetaria (23).

En los pacientes con enfermedad cardiovascular, el AAS reduce eficazmente
el riesgo de episodios recurrentes, prevencion secundaria, en aproximadamente un
30% (18, 24). En pacientes con IAM, el tratamiento con AAS redujo el riesgo
relativo de infarto no fatal en un 28%, muerte cardiovascular en un 15 %, y la
mortalidad global en un 11%. El AAS es eficaz en una amplia gama de dosis, desde
75 hasta 325 mg diarios. Para el tratamiento del SCA, se recomienda una dosis
inicial de 150-300 mg, y luego la dosis puede reducirse entre 81 mg y 150 mg de

forma indefinida (12, 13).

El AAS, sin embargo, no impide que todos los eventos trombdticos se
repitan. Esto ha llevado a la identificacidon de pacientes con resistencia al AAS (25)

y se han planteado una serie de causas potenciales, incluyendo dosis inadecuada,
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las interacciones medicamentosas, la variacion genética en la actividad de la
enzima COX-1 y la biosintesis de TXA2, y una mayor renovacién plaquetaria. Sin
embargo, la evidencia actual no soporta la utilidad pronoéstica de la deteccién de la

respuesta a AAS.

Los efectos adversos mas comunes del AAS son gastrointestinales
(indigestion, nauseas, ardor de estdmago y estreflimiento), en general estan
relacionados con la dosis y puede ser minimizado mediante el uso de
formulaciones con recubrimiento entérico o tomar AAS con las comidas. La
hemorragia es el efecto adverso mas grave de la terapia con AAS a largo plazo,
aunque son poco frecuentes: la hemorragia gastrointestinal (aproximadamente 1
caso de cada 100 pacientes) y la cerebral (aproximadamente 1 caso por cada 1000

pacientes) (26, 27).

Ticlopidina:

Ticlopidina es una tienopiridina de primera generaciéon que jugé un
importante papel histdrico en los pacientes sometidos a ICP e implante de stent
coronario. La trombosis del stent fue una complicacién frecuente inicial presente
hasta en el 20% de los pacientes. Varios estudios evaluaron el uso de AAS sélo, la
terapia anticoagulante, y la ticlopidina con y sin AAS (28, 29). Los resultados
mostraron que la terapia antiplaquetaria redujo las complicaciones
cardiovasculares (muerte, infarto de miocardio y trombosis del stent) con menos
sangrado que la anticoagulacion con warfarina. Por otra parte, la doble

antiagregacion con AAS y un antagonista del receptor P2Y12 actuaba de forma
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sinérgica, con mayor reduccion de eventos cardiovasculares mayores que
cualquier agente sélo. Ticlopidina, sin embargo, se asocié con un trastorno
sanguineo poco frecuente pero potencialmente mortal, la pdrpura trombética
trombocitopénica (30). Los estudios clinicos y el registro posterior mostr6é que
clopidogrel fue mejor tolerado, con menos efectos secundarios, y tenia mayor
eficacia (31). Por lo tanto, clopidogrel reemplazé a la ticlopidina como el régimen

antiplaquetario estandar.

Clopidogrel:

El clopidogrel, una tienopiridina antagonista del receptor P2Y12 para el
ADP, tiene una larga historia de demostrar beneficio en pacientes con enfermedad
cardiovascular. El estudio CAPRIE (Clopidogrel vs Aspirin in Patients at Risk of
Ischemic Events) (19) compardé clopidogrel frente a AAS en pacientes con infarto
de miocardio reciente, ACV isquémico o enfermedad arterial periférica sintomatica
con la intencion de prevenir eventos cardiovasculares recurrentes. En
comparacion con el AAS, clopidogrel se asoci6 con una modesta reduccion del
riesgo relativo del 8,7% en el evento combinado de muerte vascular, IAM o ACV
isquémico (andlisis por intencién de tratar). Clopidogrel también redujo el riesgo
de rehospitalizacion por eventos isquémicos sin grandes diferencias en los eventos
adversos entre los 2 tratamientos. Estos resultados apoyaron al clopidogrel como
agente antiplaquetario alternativo de eleccidn para los pacientes con intolerancia

al AAS.

Cuando se administra en combinaciéon con AAS, clopidogrel ha demostrado

11
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una mayor eficacia frente a la monoterapia con AAS. El estudio CURE (Clopidogrel
in Unstable angina to prevent Recurrent Events) (21) se realizé en pacientes con
IAMSEST o Al. Los pacientes recibieron clopidogrel (carga de 300 mg seguida de
75 mg una vez al dia) mas AAS o AAS sdélo. Durante 12 meses se observd una
reduccidn del riesgo relativo del 20% en el resultado compuesto de infarto no fatal,
ACV o muerte cardiovascular en pacientes tratados con clopidogrel mas AAS. Por
contra, hubo un aumento en la tasa de hemorragia mayor en estos pacientes (del
2,7% al 3,7% con un aumento del 27% del riesgo relativo) aunque sin diferencias

en la tasa de hemorragia potencialmente mortal o ictus hemorragico.

En el subestudio de los pacientes tratados con ICP (PCI-CURE) (32), hubo
una reducciéon del riesgo relativo del 30% del combinado de muerte
cardiovascular, IAM o revascularizaciéon urgente del vaso diana (dentro de los 30
dias de la ICP), y de forma global un 31% en la mortalidad cardiovascular o IAM
(antes y después de la ICP) en los pacientes que recibieron clopidogrel mas AAS.
No se observaron diferencias significativas en las tasas de hemorragia mayor ni en

transfusiones de sangre.

Los resultados del estudio CREDO (Clopidogrel for the Reduction of Events
During Observation) (33) apoyaron el efecto beneficioso del tratamiento con
clopidogrel mas AAS en el manejo a largo plazo de los pacientes sometidos a ICP
programada. Al afio, clopidogrel mas AAS redujo el riesgo relativo de muerte,
infarto de miocardio o ACV en un 27%. También proporcion6 datos favorables
sobre la administracién de clopidogrel antes de la ICP. Los estudios COMMIT

(Clopidogrel and Metoprolol in Myocardial Infarction Trial)(34) y CLARITY-TIMI
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28 (Clopidogrel as Adjunctive Reperfuslon TherapY-Thrombolysis In Myocardial
Infarction 28) (35) se centraron en el manejo médico precoz del IAM en el hospital,
la combinacién de clopidogrel y AAS con trombolisis. En ambos estudios,
clopidogrel mas AAS redujo los eventos cardiovasculares adversos (combinado de
muerte, IAM, ictus o vaso coronario ocluido relacionado con el IAM). Aunque los
datos en el IAMCEST se limitaron al primer mes después de la fase aguda, las guias
respaldaron universalmente la recomendacion de AAS y clopidogrel hasta 12
meses después de un SCA, con una dosis de carga de 300 mg al inicio (que puede
ser aumentado a 600 mg en pacientes tratados con una estrategia invasiva) y una

dosis de mantenimiento de 75 mg / dia.

Sin embargo, otros ensayos recientes de clopidogrel no mostraron
beneficio. El estudio CARISMA (Clopidogrel for High Atherothrombotic Risk and
Ischemic Stabilization, Management, and Avoidance) (36), comparé pacientes con
enfermedad cardiovascular estable o pacientes asintomaticos con multiples
factores de riesgo cardiovascular. La combinaciéon de AAS mas clopidogrel no
redujo los eventos cardiovasculares adversos cuando se compara con la aspirina
sola y se asoci6 con un mayor riesgo de sangrado. CURRENT-OASIS 7 (Clopidogrel
Optimal Loading Dose Usage to Reduce Recurrent Events/Optimal Antiplatelet
Strategy for Interventions 7) (37) demostré que no habia diferencia en los eventos
cardiovasculares adversos a los 30 dias entre los pacientes con SCA que recibieron
clopidogrel en dosis doble frente al clopidogrel en dosis estandar. En el ensayo
GRAVITAS (Gauging Responsiveness With A VerifyNow Assay - Impact on
Thrombosis and Safety) (38), los pacientes con alta reactividad plaquetaria

residual tras la implantaciéon del stent, fueron tratados con clopidogrel en dosis
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altas (150 mg al dia) o clopidogrel en dosis estandar (75 mg diarios). El criterio de
valoracion combinado de muerte, I[AM y trombosis del stent fue la misma (2.3%)

en ambos grupos a los 6 meses.

Estos ultimos estudios, junto al conocimiento de la existencia de una
reactividad plaquetaria residual en algunos pacientes con aumento del riesgo de
nuevos eventos, planted la posibilidad de resistencia al clopidogrel y la busqueda
de estrategias de tratamiento alternativo para mejorar los resultados en los

pacientes.

1.3.2 Resistencia a clopidogrel

Clopidogrel requiere bioactivacion a nivel hepatico a su metabolito activo
(R130964) para inhibir la agregacion plaquetaria. Existe una variabilidad
individual sustancial en respuesta al clopidogrel, existiendo entre un 20-40 % de
pacientes clasificados como no respondedores o resistentes al farmaco debido a su
baja inhibicién de la activacién y agregacion plaquetaria (39, 40). La reactividad
plaquetaria residual en pacientes que reciben clopidogrel se asocia con un mayor
riesgo de eventos cardiacos, cerebrovasculares y arteriales periféricos (41). El
fenomeno de "resistencia al clopidogrel” ha dado lugar a esfuerzos por investigar
las causas de la gran variabilidad (42), que pueden deberse a factores
farmacocinéticos o farmacodinamicos (es decir, diferencias respectivamente en la
cinética/concentracion del metabolito activo o en la respuesta de las plaquetas).

En una poblacion Amish (43) se identificaron varios factores: variables

demograficas tales como el aumento de la edad y el indice de masa corporal,
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comorbilidades como diabetes y dislipidemia, y otros factores que aun no se han
identificado. [gualmente se comprob6 que la respuesta a clopidogrel es altamente
heredable, y, aunque se estimé que los factores genéticos y no genéticos
“conocidos” explicarian sélo una parte de esta variabilidad, aproximadamente el
22%, demostraron que la agregacién plaquetaria estimulada por ADP tiene un
componente genético sustancial (43).

Igualmente, las interacciones medicamentosas pueden afectar a la eficacia
de clopidogrel. Parece ser que los inhibidores de la bomba de protones (IBP)
reducen el efecto antiagregante plaquetario y la eficacia de clopidogrel, aunque los
ensayos no han confirmado estas interacciones clinicamente (44, 45). La FDA y la
EMA emitieron una advertencia de salud publica en 2010, sobre el uso
concomitante de clopidogrel y omeprazol que puede reducir significativamente la
actividad antiplaquetaria de clopidogrel (46, 47), aunque no estableci6

restricciones para el uso de otros IBP.

1.3.2.1 Componente genético: los polimorfismos.

En los ultimos afos, diferentes polimorfismos genéticos se han asociado con
diferencias en la respuesta a clopidogrel. Los polimorfismos son variaciones
normales de la secuencia de ADN, “los diferentes alelos de un gen”, que no tienen
efectos adversos en el individuo y se producen con frecuencia bastante alta en la
poblacion general (al menos en un 1%), para diferenciarla de las mutaciones (50).
Algunos polimorfismos pueden traducirse en diferentes fenotipos, por ejemplo el

color de los ojos, otros pueden ser marcadores de susceptibilidad a enfermedades
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o de éxito/fracaso de un tratamiento farmacolégico-

Un polimorfismo puede consistir en: a) La sustitucion de una unica base
nitrogenada de una secuencia del genoma, lo que da origen a lo que se conoce
como SNPs (Single Nucleotid Polymorphism o polimorfismo de un solo
nucleétido), el mas frecuente; b) La insercién o deleccién de una base en el ADN; c)
La insercion o deleccién de un conjunto de bases, en nimero de cientos a miles; d)
La insercion o deleccion, repetidas veces, de una o mas bases, constituyendo los

microsatélites.

La variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la
resistencia individual a distintas enfermedades radica principalmente en los SNPs.
La mayoria de los SNPs estan presentes en regiones no codificantes y por tanto no
tienen efecto sobre el fenotipo. Sin embargo, cuando se presentan en regiones
codificantes van a dar lugar a cambios en la secuencia de aminoacidos. Estos
cambios pueden ser: a) Silenciosos (synonymous): hay un cambio en una de las
bases de forma que el triplete de nucledtidos se modifica, pero sigue codificando
para el mismo aminodacido. b) En sentido equivocado (missense): El cambio en una
de las bases da lugar a un triplete que codifica para un aminoacido diferente. c) Sin
sentido (nonsense): el nuevo triplete que se forma determina la sefial de fin de la

cadena de aminoacidos.

Existen aproximadamente 10 millones de SNPs y la gran mayoria tienen dos
alelos, los cuales estan representados por la sustitucién de una base por otra. En
las poblaciones, este tipo de alelos se clasifican en alelo principal o “salvaje” y alelo

raro o mutante, seguin la frecuencia en la que se observen. Debido a que los

16



Introduccion

humanos son diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos:
homocigoto para el alelo mas frecuente, heterocigoto, u homocigoto para el alelo
menos frecuente.

Los SNPs dan cuenta de alrededor el 90% de la variacién del genoma
humano y su uso se va extendiendo gracias al proyecto 1000 genomas
(anteriormente llamado HapMap) (48, 49), que tiene como objetivo proporcionar
el conjunto minimo de SNPs necesarios para el genotipo del genoma humano.

El genotipado persigue el andlisis de las variaciones individuales que
existen en la secuencia genética de un ser vivo. Para realizar un genotipado se
utilizan una variedad de técnicas entre las que se incluyen la PCR (para amplificar
el material genético), hibridacién (para discriminar secuencias homélogas),
secuenciacion (para determinar la secuencia genética de fragmentos genéticos mas
o menos largos) y el andlisis informatico (para realizar operaciones complejas de
ensamblado, alineacién y anotacién genética). Se han desarrollado varias técnicas
que interrogan SNPs por hibridaciéon de sondas de ADN complementarias al sitio
SNPs, que estan comercializadas y facilmente accesible. La técnica y el
procedimiento del genotipado se describen mas ampliamente en el Anexo L.

Cuando estos polimorfismos afectan a una proteina o enzima relacionada
con la acciéon de un fadrmaco, pueden producir una respuesta alterada del mismo
por diferentes mecanismos (alteracidon de la farmacodinamica, farmacocinética...)

(50). Figura 4.
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Figura 4. Polimorfismos de un sélo nucleétido (SNPs)

La deteccién y caracterizaciéon de SNPs

medicina personalizada y la farmacogenética es la ciencia que estudia el efecto de
la variabilidad genética de un individuo en su respuesta a determinados farmacos.
El objetivo se centra en conseguir prescribir al paciente el medicamento adecuado

segun su perfil genético para conseguir un buen efecto terapéutico con el menor

efecto téxico posible.

De todos los polimorfismos que afectan a proteinas relacionadas con la
respuesta a clopidogrel, s6lo los genes CYP2C19 y ABCB1, relacionados con el

metabolismo y la absorcidn de clopidogrel, se han mostrado como los de mayor

trascendencia (51). Figura 5.

estd en la base de la llamada
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Figura 5. Proteinas con polimorfismos implicadas en la actividad del
clopidogrel (51).

La absorcidn intestinal del profarmaco clopidogrel esta limitada por la
glicoproteina P, también llamada proteina de resistencia a multiples farmacos 1
(MDR1), que es una bomba de “expulsion” intestinal, es decir, disminuye el paso de
farmacos del intestino al torrente sanguineo, y esta codificada por el gen ABCB1
(Fig 5). Se ha demostrado que el polimorfismo ABCB1 C3435T (rs1045642) influye
en la biodisponibilidad oral de clopidogrel y el pronéstico de los pacientes con SCA
(52). La concentracion plasmatica maxima y el area bajo la curva de concentracion
plasmatica de clopidogrel y de su metabolito activo fue significativamente menor
entre los portadores homocigotos del alelo variante TT (alta expresién genética)

en comparacion con los portadores heterocigotos u homocigotos del tipo salvaje,
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CT o CC (intermedia o baja expresion genética respectivamente). Posteriormente,
la mayoria del profarmaco, hasta el 85%, es inactivada por las esterasas en la
sangre. El resto del profAirmaco se somete a un proceso de 2 etapas que implica
multiples enzimas del citocromo P450. En el primer paso metabdlico, clopidogrel
se cataliza por enzimas (CYP1A2, CYP2B6 y principalmente CYP2C19) y da lugar a
un metabolito inactivo (2-oxo-clopidogrel). El segundo paso requiere 4 enzimas
(CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 y CYP3A4) y produce un metabolito activo(53).

En el metabolismo hepdtico, el gen CYP2C19 es importante en la respuesta al
clopidogrel porque la conversién a su metabolito activo depende en parte de la
isoenzima que codifica este gen. Los alelos con pérdida de funciéon (LOF) en
CYP2C19, *2 (rs424485), *3 (rs4986893), *4 (rs28399504), *5 (rs56337013), *6
(rs72552267), *7 (rs72558186), *8 (rs41291556) se han asociado con un menor
nivel de metabolito, disminucién de la inhibicién plaquetaria, y mayores tasas de
eventos cardiovasculares, aunque so6lo con trascendencia clinica la variante
CYP2(C19*2, por la escasa prevalencia (<1%) del resto de variantes (54). En funcién
de la presencia de ninguno, uno o dos alelos con LOF se clasifican a los pacientes
como metabolizador normal (1/1), intermedio (1/2) o pobre (2/2) lo que
determina un 26-31% de menor exposicion a metabolito activo de clopidogrel en
los metabolizadores intermedios y hasta del 46-55% menos en los
metabolizadores pobres (54), y secundariamente, una persistencia de la
agregacion plaquetaria inducida por ADP tras clopidogrel del 41%, 47%, y 65%
respectivamente (43)

La variante CYP2C19*17 (rs12248560), un polimorfismo con ganancia de

funcion, se ha asociado con un aumento de la actividad enzimatica (metabolizador
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ultrarapido), una menor reactividad de las plaquetas y mayor riesgo de
hemorragias durante el tratamiento con clopidogrel, aunque no parece compensar
la pérdida de funcién de los alelos LOF en CYP2C19 (55). Los pacientes con el
genotipo CYP2(C19*2/*17 persisten con un aumento de la reactividad de las
plaquetas en respuesta a clopidogrel, en comparaciéon con los pacientes con el

genotipo CYP2C19*1/*1 (56); sin embargo, mas estudios son necesarios.

La prevalencia de estos polimorfismos CYP2C19 y ABCB1 puede variar
significativamente entre diferentes grupos étnicos lo que va a determinar el
impacto de las pruebas farmacogenéticas. Especificamente, los polimorfismos del
gen CYP2(C19*2, estan presentes en aproximadamente el 30% de la poblacién
blanca caucasica, 40% de los negros y mas del 55% de los orientales (57). En una
poblaciéon multirracial brasilefia, las frecuencias del genotipo homocigoto ABCB1
C3435T fueron mayores en los amerindios (27,3%) en comparacién con los de

raza caucasica (19,8%), mulatos (13,3%) y descendiente africanos (13,1%) (58) .

1.3.2.2 Evidencia clinica de los polimorfimos CYP2C19 y ABCB1

Dado la influencia de las variantes genéticas en la respuesta plaquetaria al
clopidogrel, diferentes grupos han estudiado la asociaciéon entre variantes
genéticas y eventos clinicos en pacientes con enfermedad coronaria. En los
pacientes de alto riesgo (como aquellos con SCA y tratados con stent) en
tratamiento con clopidogrel, diversos estudios observacionales mostraron que los
alelos LOF en CYP2C19 son un factor determinante de la ocurrencia de eventos

adversos cardiovasculares, y en particular, la trombosis del stent. Sin embargo, en
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pacientes de bajo riesgo esta asociacion ha sido menos convincente. Aunque menos

articulos han estudiado la asociacién entre ABCB1 y los eventos cardiovasculares,

la mayoria de ellos concluyeron que esta asociacién era significativa. Todos estos

estudios y diferentes meta-analisis se muestran en las tablas 1 y 2.

Tabla 1. Principales caracteristicas de estudios observacionales incluidos en
la revision

Ref Ao Etnia |Poblacion| n ICP- Segui- Objetivos Polimorfismo Resultados
stent(%) | miento (LOF vs no LOF)
Collet (59) | 2009 | Caucdsica SCA 259 86 >4anos | MACE:MuerteCV, | CYP2C19%2 HR 5.38 (2.32-12.47)
SCA, p<=0.0001
revascularizacion
TS definite CYP2C19*2 HR 6.04 (1.75-20.80)
p=0.004
Mega (54) | 2009 84% SCA- stent | 1477 100 15meses [ MACE (muerte CV, | CYP2C19%2 HR 1.53(1.07-2.19)
Caucdsica | (TRITON) SCA, ictus) p=0.01
TS definido CYP2C19*2 [HR3.09 (1.19-8.0) p=0.02
Mega (60) | 2010 84% SCA-stent | 2905 100 15meses | MACE (muerte CV, | CYP2C19%2 | ABCB1 TTvs CT/CC: HR
Caucdsica | (TRITON) SCA, ictus) and ABCB1 (1.72(1.22-2.44) p=0.002
CYP2C19*2+ ABCB1 HR
1.97 (1.38-2.82) p=0.0002
Simon (51) | 2009 | Caucdsica SCA 2208 | 68.7 |12meses [MACE (muerte,SCA, CYP2C19y |CYP2C19:HR 1.98 (1.10-
ictus) ABCB1 3.58)
ABCB1: HR 1.72 (1.20-
2.47)
Sorich (61) | 2010 84% SCA stent {13608 100 15meses | MACE (muerte CV, | CYP2C19 LOF OR1.63(1.45-1.81)
Caucdsica | (TRITON) SCA, ictus) p<0.0001
Delaney (62) | 2012 | Caucdsica| SCAy/o | 693 85 1-2anos | MACE (muerteCV, | CYP2C19*2 HR 1.54 (1.16-2.06)
ICP SCA, p=0.003
revascularizacion, ABCB1 HR 1.28 (1.04-1.57)
ictus) p=0.018
Shuldiner | 2009 [ Caucdsica ICP 227 100 12 meses | MACE (muerte CV, | CYP2C19%2 HR 2.42 (1.18-4.99)
(43) SCA, p=0.02
revascularizacion,
ictus)
Wallentin | 2010 [ Caucdsica SCA 10285 60 12meses | MACE (muerteCV, | CYP2C19 HR At 30 days: p=0.028
(63) SCA, ictus) CYP2C19and HR 1.2 (1.0-1.4)
ABCB1 p=0.047**
Bhatt (64) [ 2012 [ Caucdsica | EC estable 15603 0 28 meses | MACE (muerte CV, | CYP2C19 LOF p=0.621
SCA, ictus) y*17
Pare (65) | 2010 [Caucdsica-| SCAyFA | 5059 14.5 12meses | MACE (muerte CV, | CYP2C19%2 p=0.32
latino SCA, ictus)
americano
Doll (66) | 2016 |Multi- SCAsin ICP[ 5736 | 7,9% |30meses | MACE (muerte CV, | CYP2C19%2 HR:1,17(0,99-1,38)p
racial SCA, ictus) 0,07
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Tabla 2. Principales meta-analisis incluidos en la revision

Ref Ano Estudiosincluidos Pobla- n Polimor- | Objetivos Resultados
cion fismo (LOF vs no LOF)
Sofi (67) |2011| Trenk(68), Mega (54), EC [8043|cypPz2c19+2 MACE RR 1.96 (1.14-3.37),p=0.02
Simon (51), Collet (59), TS RR 3.82 (2.23-6.54)
Sibbing (69), Giusti (70), p=0.0001
Suldnier (43)
Bauer (71) [2011| Trenk(68), Mega (54), |EC,SCA[51419|cYP2Cc19+2 MACE OR 1.1 (0.89-1.39) p<0.36
Simon (51), Collet (59), TS OR1.77 (1.31-2.40) p<0.001
Sibbing (69), Giusti
(70),Malek (72),Tiroch
(73), Wallentin (63),Pare
(65) Harmsze (74), Sawada
(75) Bouman (76)
Jang (77) [2012| Trenk(68), Simon (51), EC [20785] cyP2C19 MACE OR 2.18 (1.37-3.47)
Collet (59), Sibbing (69), | ScaA (LOF) SCA OR 1.42 (1.12-1.81)
Giusti (70), Shuldnier (43) |con ICP TS OR 2.41 (1.76-3.30)
Pare (65), Wallentin
(63)Malek (72), Sawada
(75) Tang (78),0h (79)
Mega (80) (2010 Trenk(68), Simon (51), SCA 9685 | CYP2C19 MACE 1LOF: HR 1.55,(1.11-2.27)
Collet (59), Sibbing (69), (LOF) p=0.01
Giusti (70), Shuldnier (43) 2LOF: HR 1.76 (1.24-2.50)
Mega (54) p=0.002
Holmes (81) [2011| Bouman (76),Campo (82) EC [42016| CYP2C19 MACE RR 1.18 (1.09-1.28)
Collet (59),Giusti (70), SCA (LOF)

Harmsze (74),Jeong
(83),Komarov(84),Malek
(72),0h(79),0n0 (85)
Sawada (75),Shuldnier
(43),Sibbing (69), Simon
(51),Tiroch (73),Trenk
(68),

Hulot (86) |2010| Trenk(68), Simon (51), SCA (11959
Collet (59), Sibbing (69),

CYP2C19*2| MACE |OR1.29 (1.12-1.49) P<0.001
Mortalidad |OR 1.79 (1.10-2.91) p=0.019

Giusti (70), Shuldnier (43) TS OR 3.45( 2.14-5.57) p<0.001
Mega (60)
Zabalza (87) |2012| Trenk(68), Simon (51), |SCA +/-|16360| CYP2C19 MACE 2500 indiv: HR 1.06 (0.89-
Collet (59), Sibbing (69), ICP (LOF) 1.26)
Giusti (70), Shuldnier <500 indiv: HR 3.55 (1.66-
(43)Pare (65), Wallentin 7.56)
(63) Malek (72), Sawada TS HR 2.24 (1.52-3.30)
(75)
Tang (78), Oh (79) Tiroch
(73)Harmsze (74)
Su] (88) 2012 Simon (51),Wallentin SCA +/-(19743 ABCB1 MACE TTvsCC: OR 1.77 (1.19-
(63),Mega (60) ICP

2.63) p=0.005
Spiewak M (89),Tiroch (73)

Campo (82), Delaney JT
(62)Jaitner] (90),Wang
(91)Jeong YH (83)

Mao 2013 SCA +/-|23035| CYP2C19 MACE OR 1.5 (1.21-1.87) p=0.0003
(92) ICP (LOF) SCA OR 1.62(1.35-1.95)
p<0.00001
TS OR 2.08 (1.67-2.60)
p<0.00001
Revasculari | OR 1.35 (1.1.-1.66) p=0.004
zacion
repetida
Mortalidad p=0.5
Hemorragia p=0.93
Ictus OR 2.14 (1.36-3.38) p<0.001
isquémico
Niu (93) 2015 SCA +/-|44655| CYP2C19 MACE OR1.35(1.14-1.60) p=0.001
ICP (LOF)
Hou (94) 2014 SCA +/-| 2331 |CYP2C19*2 MACE OR2.22 (1.85-2.65)

ICP
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En un primer articulo publicado a principios de 2009, Collet et al. (59)
evaluaron 259 pacientes menores de 45 afios con un primer SCA tratados con
clopidogrel durante al menos un mes, el 73% sometidos a ICP. Los portadores
CYP2C19*2 tenfan un mayor riesgo de muerte, SCA y revascularizaciéon urgente (p

=0,0005, HR = 3,69) en comparacion con aquellos que no.

Otros estudios posteriores también confirmaron la importancia de las
variaciones en el gen CYP2(C19, como el estudio de Mega (54). La funciéon reducida
del gen estaba presente en el 15% -30% de los pacientes con SCA, se asoci6 con
concentraciones reducidas de farmaco activo, un 50% mas de riesgo de muerte,

infarto y ACV, asi como 3 veces mas riesgo de trombosis del stent.

Durante este periodo, se evaluaron los factores farmacogenéticos
determinantes de la respuesta al clopidogrel entre 2208 pacientes inscritos en el
French Registry of Acute ST-elevation and non-ST-elevation Myocardial Infarction
(FAST-MI) (51), el 68,7% sometidos a una ICP. Se evaluaron si diferentes genes
previamente asociados con alteraciones farmacocinéticas o de actividad biologica
del clopidogrel, también se asociaron con eventos cardiovasculares durante el
primer afio después del SCA. Los pacientes con algun alelo LOF en CYP2(C19 tenian
2 veces mas eventos que los sujetos sin ninguno, y en los pacientes con ICP
portadores de dos alelos, hasta 3,6 veces mas. Los pacientes con dos variantes
alélicas del ABCB1 (TT) igualmente tenian un mayor riesgo de eventos
cardiovasculares en el afio, que los sin variacion alélica (CC) (HR = 1,72; IC del
95%: 1,20-2,47). El resto de genes CYP3A5, P2ZRY12, or ITGB3 no se asociaron con

el pronostico.
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En el GWAS (Genome-wide association study) llevado a cabo en una
poblacion Amish con 429 personas sanas (43), el polimorfismo CYP2C19*2 se
asocié con una disminucion de la respuesta al clopidogrel que estaba presente en
el 33% de la poblacién y representd el 12% de la variaciéon de la respuesta a
clopidogrel. Esta asociacion se analizé en 277 pacientes con SCA e ICP, y el
polimorfismo CYP2C19*2 se asoci6 con una disminucion de la respuesta
plaquetaria al tratamiento con clopidogrel y con resultados cardiovasculares mas

pobres (HR = 2,42; IC 95%: 1,18-4,99; p = 0,02).

Sin embargo, en pacientes de mas bajo riesgo el beneficio es menos
evidente. Asi Pare et al (65) genotiparon los alelos LOF CYP2C19 en 5059
pacientes de dos ensayos aleatorios (CURE (21) y ACTIVE (95)), s6lo el 14,5% de
los pacientes sometidos a ICP con stent. Ellos mostraron que el efecto de
clopidogrel en comparacién con el placebo en el evento primario fue
independiente del estado de portador del CYP2C19*2. Resultados similares fueron
informados del subestudio genético realizado en pacientes de bajo riesgo y sin
stent en el estudio CHARISMA (64). Mas recientemente en un subestudio genético
del TRILOGY (66), pacientes con SCA con manejo inicial no invasivo tratados con
clopidogrel o Prasugrel, el genotipo CYP2C19 no se asocié con el combinado de

muerte cardiovascular, infarto de miocardio o ACV.

Por esta diversidad de resultados en los estudios observacionales, se han
realizado diversos meta-andlisis evaluando el efecto en resultados

cardiovasculares de los polimorfismos en CYP2(C19 y ABCB1 (tabla 2).

En resumen, la mayoria de estos meta-analisis mostraban una asociacion
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significativa de los alelos LOF en CYP2C19 con eventos cardiovasculares adversos
en pacientes tratados con clopidogrel. No obstante, existian diferencias en el grado

o magnitud de la asociacidn, con tres escenarios fundamentalmente:

- Un escenario de “baja discriminacion de eventos”, como el metaanalisis de
Holmes et al (81) que demostré un mayor riesgo de eventos cardiovasculares pero
con un riesgo relativo (RR) bajo de 1,18 (IC 95%: 1,09-1,28), o el de Bauer's et al
(71) que encontré asociaciéon con la trombosis del stent (RR 1,77; p <0,001) pero

no con el combinado de eventos cardiovasculares adversos.

- Un escenario de “alta discriminacién de eventos”, como el de Sofi et al (67)
con un aumento marcado del riesgo de eventos cardiovasculares adversos (RR
1,96; IC del 95%: 1,14-3,37; p = 0,02) y un alto riesgo de trombosis del stent (RR =
3,82; 95% IC: 2,23-6,54, p = 0,0001). Riesgos similares se encontraron en los

metaanalisis de Mega et al (80), Mao et al (92), Jan etal (77) y Hulot et al (86).

- Un escenario “intermedio” donde el grado de asociaciéon dependia de
alguna caracteristica: En Niu et al (93) los portadores asiaticos mostraron un
mayor riesgo de eventos (RR: 1,96 p <0,001) que los portadores occidentales (RR:
1,16 p = 0,041). En Zabalza et al (87) el riesgo fue mayor en los estudios con un
tamafo de muestra <500 pacientes (HR = 3,55; IC del 95%: 1,66-7,56) y menor

entre los estudios con una muestra 2500 (HR = 1,06; IC del 95%: 0.89-1.26)

Estas diferencias en el grado de asociacion se explicarian en primer lugar
por el riesgo de la poblacion de tratamiento, ya que la asociacion fue menor en los
pacientes con enfermedad estable sin ICP y mayor en los pacientes con SCA, sobre

todo si recibieron ICP con stent. Del mismo modo, se aplicaron diferentes
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definiciones del objetivo principal, siendo mayor la asociacion con la trombosis de
stent. Y por ultimo, hubo una gran heterogeneidad de los estudios incluidos en los
meta-andlisis, determinado en parte por el diferente tamafo de poblacién de los
estudios incluidos, siendo mayor la asociaciéon cuando se consideraban los estudios

con poblaciéon mas homogénea.

Los polimorfismos del gen ABCB1 han sido evaluados en un solo meta-
andlisis, el de Su et al (88). La variante ABCBI1-TT se asoci6 con el riesgo de
eventos cardiovasculares adversos tempranos (TT vs CC: O 1,77; IC del 95%: 1.19-

2.63; p = 0,005).

Sobre la base de esta evaluacion, la relevancia clinica de aplicar la
farmacogenética de los polimorfismos CYP2C19 y ABCB1 en el uso clinico de
clopidogrel, deberia tener una indicaciéon especifica para conseguir demostrar
beneficio. Es decir, el mayor valor clinico de estas pruebas genéticas seria
utilizandolo en la poblacién de pacientes de mas riesgo, como aquellos con SCA y

que han sido sometidos a ICP (96).

En octubre de 2010, la FDA y posteriormente la EMA incorporaron en la
ficha técnica del medicamento una advertencia sobre clopidogrel, para alertar a los
médicos de la disminucién de la eficacia en los pacientes que eran pobres
metabolizadores del CYP2C19, lo que conlleva a un aumento de las tasas de eventos
cardiovasculares tras un infarto. Informaba sobre el papel de las pruebas genéticas
para los pacientes que toman clopidogrel y la consideracion de buscar
tratamientos alternativos, "otros medicamentos antiagregantes o estrategias

alternativas de dosificacion" para los metabolizadores pobres (97).
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1.3.3 Nuevos antiagregantes: Prasugrel y Ticagrelor

Prasugrel

Prasugrel, como clopidogrel, es una tienopiridina pero con 10 veces mayor
actividad inhibitoria del receptor P2Y12 (98, 99). Prasugrel tiene un inicio de
accién mas rapido, se une al receptor P2Y12 de forma irreversible e inhibe la
actividad de las plaquetas de forma mas consistente y extensa que las dosis
estandar o altas de clopidogrel (100-105). Prasugrel es un profarmaco, se
metaboliza en un solo paso a través del sistema CYP450, y no es susceptible de
polimorfismos genéticos conocidos hasta ahora ni de interacciones farmaco-

farmaco que se asocian con peores resultados cardiovasculares (103). Tabla 3.

En el estudio TRITON-TIMI 38 (Therapeutic Outcomes by Optimizing
Platelet Inhibition with Prasugrel-Thrombolysis in Myocardial Infarction),
pacientes con SCA sometidos a ICP fueron tratados con clopidogrel (dosis de 300
mg de carga, luego 75 mg al dia) o prasugrel (dosis de carga de 60 mg, y luego 10
mg diarios) con seguimiento a lo largo de los siguientes 6-15 meses (20). Los
pacientes tratados con prasugrel, tuvieron una reduccion del riesgo relativo del
19% en la variable principal de eficacia (muerte por causas cardiovasculares, IAM
y ACV no fatal) en comparacién con clopidogrel. Ademas, la frecuencia de
trombosis temprana y tardia de stent se redujo en un 52%. Este beneficio se
magnifica en grupos de alto riesgo, como los pacientes con diabetes mellitus o
IAMCEST, y era evidente ya en el dia 3 (20, 106). El beneficio de prasugrel frente a
clopidogrel fue consistente en los subgrupos de pacientes con diabetes (insulina y

no insulino-dependiente).
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Tabla 3. Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los
inhibidores P2Y12 (104, 105)

Ticlopidina Clopidogrel Prasugrel Ticagrelor
Estruct Cp-

S 'ru.c ura Tienopiridina Tienopiridina Tienopiridina _ . .p_ .
quimica triazopirimidina
Union Receptor Irreversible Irreversible Irreversible Reversible
Pro-farmaco Si Si Si No

YP 1A2, 2B
Metabolismo T zcé; 16, 7T é . A6:; CYP 3A4,2B6, CYP3A4o0CYP
CYP P450 ' ’ " 2C92C19 3A5
3A5
Aclaramiento Renal 60% Renal 50% Renal 68% Renal <1%
Fecal 23% Fecal 46% Fecal 27% Fecal 99%

Metabolit

¢-anotto 15% 85% 95-100%
activo
C tracid

oncer’l T‘acw.n 1-3 horas 1 hora 30-60 mins 1.5-3 horas
plasmatica pico
Pico inhibicid 300 mg: 6 h

1co i .1c10n 2-5 dias g: b s 1-2 hrs 2 hrs
Plaquetaria 600 mg: 2 hrs
vid di

1da media 12 horas 8 horas 7 horas 6-12 horas
plasma
T' “"

lempo "steady . ;¢ 3-7 dias 2-4 dias 2-3 dias
state
Inhibicié

nubieion ~50% ~ 70% ~ 95 %
plaquetaria
Duracion efecto  7-10 dias 7-10 dias 7-10 dias 3-5dias
Interaccion /
polimorfismos Si Si No No

Sin embargo, prasugrel se asoci6 con un aumento estadisticamente
significativo de hemorragia mayor TIMI no relacionada con cirugia de

revascularizacion coronaria (CABG), sangrado mayor y menor TIMI, y hemorragia
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mortal. Algunos grupos eran particularmente susceptibles a las hemorragias:
ancianos (edad = 75 afios), bajo peso (<60 kg), y evento cerebrovascular previo. En
el pequefio nimero de pacientes con un accidente cerebrovascular o ataque
isquémico transitorio, prasugrel aumento significativamente la tasa de hemorragia

intracraneal:

Las complicaciones hemorragicas relacionadas con el tratamiento han sido
ligadas a mortalidad posterior en pacientes con enfermedad cardiovascular (107).
El aumento de la hemorragia relacionada con prasugrel anulé parcialmente los
beneficios de la prevencion del IAM y trombosis del stent. Como resultado, no hubo
diferencias estadisticas entre prasugrel y clopidogrel en todas las causas de
mortalidad (3,0% frente a 3,2%) a los 15 meses. El tratamiento con prasugrel
demostré un beneficio clinico neto (la combinacién de eventos isquémicos y
sangrados) frente a clopidogrel en pacientes con diabetes, pacientes con STEMI y
mas jovenes. Sin embargo, no hubo ningiin beneficio clinico neto en los pacientes
de edad = 75 afios y con peso menor de 60 kg, y prasugrel se asocié con dafio

clinico neto en los pacientes con ictus previo o ataque isquémico transitorio.

Prasugrel fue aprobado en 2009 en Europa y Estados Unidos para el
tratamiento del SCA en pacientes que vayan a someterse a ICP con indicacién clase
I nivel de evidencia B en las guias de practica clinica (12, 13, 108, 109). La FDA no
recomienda su uso en 275 afios o bajo peso, mientras que la EMA aconseja en estos

casos emplear dosis de 5 mg (110). Esta contraindicado en caso de ictus previo.

En los pacientes con angina inestable o IAMSEST que “no se someten a

revascularizacion”, prasugrel no redujo la frecuencia de eventos cardiovasculares
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en comparacion con clopidogrel, aunque se observaron los mismos riesgos de
hemorragia tras incluir los ajustes de dosis recomendados (111). La
administracién de prasugrel en el momento del diagnéstico del SCA en
comparacién con la administraciéon después de conocer la angiografia coronaria e
indicar la ICP no redujo la tasa de eventos isquémicos y por el contrario aumento la

tasa de complicaciones hemorragicas graves (112).

Ticagrelor

Ticagrelor, a diferencia de clopidogrel y prasugrel, tiene una acciéon
antagonista del receptor P2Y12 directa y reversible. Es una nueva clase de agentes,
las ciclopentilo triazolo-pirimidinas. Ticagrelor proporciona una mayor inhibicidn,

mas rapida y consistente que clopidogrel. Tabla 3.

El ticagrelor es metabolizado por el sistema CYP450 a un metabolito activo
equipotente, (113, 114). Los polimorfismos genéticos que afectan a la absorcion y
metabolismo del clopidogrel no afectan al ticagrelor (63). Casi todos los pacientes
que no responden a clopidogrel, cuando se cambian a ticagrelor tuvieron una

reduccion en el nivel de actividad de las plaquetas (115).

En el estudio PLATO (Study of Platelet Inhibition and Patient Outcomes), los
pacientes con SCA fueron tratados con clopidogrel (dosis de carga de 300 mg con
300 mg adicionales en los pacientes sometidos a ICP, luego 75 mg al dia) o
ticagrelor (180 mg de dosis de carga con un 90 mg adicionales para los pacientes

sometidos a ICP, luego 90 mg dos veces al dia) y seguidos durante los siguientes 12
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meses (6). En los pacientes tratados con ticagrelor, hubo una reduccion del riesgo
relativo del 16% en la variable principal de eficacia (muerte por causas
cardiovasculares, infarto de miocardio y ACV). Hubo una reduccién del riesgo
relativo del 22% en la mortalidad por todas las causas, y el riesgo de trombosis de

stent se redujo en un 33%.

No hubo, globalmente, diferencias significativas en la variable principal de
seguridad, la hemorragia grave o la combinacién de hemorragia mayor y menor
entre los grupos de ticagrelor y clopidogrel. Sin embargo, se incluyeron las
hemorragias relacionadas con CABG (el 70% de las hemorragias mayores del
estudio). Cuando los criterios de sangrado utilizados en el estudio TRITON-TIMI 38
se aplicaron a PLATO (excluyendo hemorragia relacionada con CABG), hubo
igualmente un aumento estadisticamente significativo en el sangrado y en
hemorragias intracraneales fatales con Ticagrelor (116). Las hemorragias mayores

conllevaron un aumento en el riesgo de mortalidad posterior (117)

Ticagrelor fue aprobado en 2011 en Europa y Estados Unidos para el
tratamiento del SCA manejados tanto de forma invasiva como conservadora, con
indicacion clase I nivel de evidencia B en las guias de practica clinica (12, 13, 108,

109)
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1.4 Estrategias de eleccion del tratamiento antiagregante.

Dado que tanto prasugrel como ticagrelor han mostrado resultados
superiores a clopidogrel en los ensayos pivotales, estos nuevos agentes son ahora
preferidos a clopidogrel como terapia de primera linea en combinacién con el AAS,
para la mayoria de los pacientes con SCA, segun las recomendaciones de las guias

tanto europeas y americanas (12, 13, 108, 109).

Sin embargo, a pesar de este beneficio de los nuevos bloqueadores P2Y12
en la prevencién de nuevos eventos tromboticos en el SCA, existen importantes
limitaciones, principalmente relacionadas con la seguridad debido al riesgo de
hemorragias que conllevan, sin olvidar que actualmente sus costes son
sustancialmente mas altos que los de clopidogrel y que con ellos se han realizado

un menor numero de estudios tras su autorizacion.

Hemorragias:

El sangrado ha surgido como un resultado adverso importante en los
pacientes con SCA. Actualmente se estima que una hemorragia grave tiene lugar en
un 3-5% de los SCA, siendo las hemorragias leves mas frecuentes entorno a un 5-
10% (118). En cuanto a la localizacion, el sangrado mas frecuente es el
gastrointestinal (31,5%), seguido del sangrado en la zona de acceso vascular en los
pacientes sometidos a revascularizacion percutdnea (23,8%), sangrado
retroperitoneal (6%) y genitourinario (4,8%). Pero, lo que es mas importante, los
pacientes que sufren hemorragias graves durante el ingreso por un SCA tienen 5

veces mas riesgo de muerte, I[AM e ictus en los primeros 30 dias, y este riesgo es
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independiente de si se practica o no revascularizacion percutanea. La influencia de
la hemorragia mayor en la mortalidad parece equivalente al efecto de un infarto y
ademas, persiste durante el seguimiento a largo plazo en contraste con la
influencia del infarto en la mortalidad que es principalmente a corto plazo (107,
119, 120). Diferentes mecanismos han sido implicados en el efecto adverso de las

hemorragias (121, 122).

Hemorragia mayor-TIMI
no relacionada con cirugia coronaria

Mortalidad CV / IM / Ictus

HR 0,81 HR0,84
IC 95%: 0,73-0,90; p0,001  IC 95%: 0,77-0,92; p=0,001

Clopidogrel Clopidogrel
2 11,7

Prasugrel
9,9

Ticagrelor
9,8
HR1,32 HR 1,25
1C 95%: 1,03-1,68; p=0,03 1C 95%: 1,03-1,53; p 0,03

Ticagrelor

Clopidogrel Pra;u4gre| Clopidogrel 2,8
TRITON TIMI38 PLATO TRITON TIMI38 PLATO

Figura 6. Tasas de eventos y hemorragias con clopidogrel y los nuevos
antiagregantes

Las diferentes guias sobre el tratamiento de los pacientes con SCA
establecen que la preferencia para una estrategia particular debe tener en cuenta
el riesgo de isquemia, asi como el riesgo de hemorragia (1, 22) . Figura 6.

Los nuevos antiagregantes comparados con prasugrel reducen la muerte
cardiovascular, IAM e ictus tanto Prasugrel (9,9% vs 12,1%; HR 0,81; IC 95%: 0,73-
0,90; p0,001) como Ticagrelor (9,8% vs 11,7%; HR 0,84; IC 95%: 0,77-0,92;

p=0,001). Sin embargo, la hemorragia TIMI mayor no relacionado con CABG se
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increment6 frente a clopidogrel tanto con Prasugrel (2,4% versus 1,8%; HR 1,32;
IC 95%: 1,03-1,68; p=0,03) como con Ticagrelor (2,8% versus 2,2%; HR 1,25; IC
95%: 1,03-1,53; p 0,03). Prasugrel mostr6 un aumento del riesgo estadisticamente
significativo de hemorragia potencialmente mortal tanto por eventos fatales y no
fatales espontaneos, y Ticagrelor incremento significativamente las hemorragias

intracraneales fatales.

Objetivo terapéutico:
Disminuir riesgo isquémico
sin aumentar hemorragias

Hemorragia
aumentada

MEDICINA
PERSONALIZADA

Aumento de eficacia

No aumento de hemorragias Aumento de hemorragia

Peor
resultado

Eficacia
reducida

Eficaciareducida

Figura 7. Regimen antiagregante optimo: balance entre seguridad y eficacia

El régimen antiplaquetario 6ptimo en cuanto a eficacia y seguridad deberia
lograr la mayor reduccidon de los eventos trombdticos con el riesgo de sangrado

mas bajo. Figura 7.
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Costes:

La disponibilidad de clopidogrel como un medicamento genérico hace que
el coste anual del tratamiento con Ticagrelor y Prasugrel sea muy superior, lo que
supone un impacto econémico potencial alto dado la elevada incidencia del SCA en
la poblacion.

En el informe CADIME (123) se calculé en Andalucia el coste incremental
respecto clopidogrel por afio de tratamiento y en euros de 556-550 para prasugrel
y 888- 881 para Ticagrelor. Considerando una estimaciéon de 18.524 pacientes con
SCA en Andalucia en el afio 2013, en el supuesto de que el 100% de los pacientes
en tratamiento con clopidogrel se pasaran a ser tratados con ticagrelor, se ha
estimado un impacto econémico de aproximadamente 16 millones de €. Teniendo
en cuenta que el 52% de los pacientes son menores de 65 afios, la aportacién por
estos serfa de hasta 5 millones de euros. El coste de los medicamentos se ha
alegado como un factor de falta de persistencia del tratamiento antiplaquetario
contemporaneo en los pacientes con SCA sometidos a ICP (124).

La factura farmacéutica supone entre el 25 y el 30% del gasto sanitario
publico total en Espafia. Gastamos un 1,27% del PIB en medicamentos (125). En
esta época de amenazas para el sistema publico de salud, hay que buscar

estrategias que permitan el uso mas eficiente de los medicamentos.

Estrategias:

En busca de la estrategia de eleccién del tratamiento antiagregante con

balance 6ptimo entre seguridad y eficacia, de la forma mas eficiente, se trataria de
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evitar la pérdida de eficacia por la resistencia a clopidogrel, pero evitando el

exceso de hemorragias graves con el uso de los nuevos antiagregantes.

Para ello se han planteado alternativas como el uso de dosis altas tanto de
AAS como de clopidogrel, o una estrategia antiagregante “personalizada”. Esta
consistiria en identificar a los pacientes con una respuesta pobre a clopidogrel,
bien basado en pruebas de funcién plaquetaria o en el genotipado, y dar a ellos de
forma “selectiva” un tratamiento alternativo (dosis altas de clopidogrel o los
nuevos antiagregantes), utilizando la dosis estandar de clopidogrel para los buenos

respondedores.

Existen algunas evidencias que han evaluado estas diferentes estrategias y

que exponemos a continuacion.

1.4.1 Uso de dosis altas de AAS o clopidogrel

Incrementar AAS.

En general, el AAS a dosis altas (>100 mg) no mejora la eficacia clinica, pero
puede exponer a los pacientes a un mayor riesgo de sangrado gastrointestinal, por
lo que se recomienda una dosis de mantenimiento de AAS baja (< 100 mg) con
inhibidores de P2Y12. Sélo un gran ensayo, CURRENT OASIS-7 (Double-dose
versus standard-dose clopidogrel and high-dose versus low-dose aspirin in
individuals undergoing percutaneous coronary intervention for acute coronary
syndromes: a randomised factorial trial”) (126), comparé AAS a dosis baja (75-100

mg) y dosis alta (300-325 mg) en pacientes con SCA y no encontr6 diferencias en el
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riesgo de muerte cardiovascular, IAM o ACV a 30 dias en la poblacion total ni en el
subgrupo de pacientes que se sometieron a ICP. Sin embargo, hubo una mayor tasa
de hemorragia gastrointestinal en el grupo de AAS en dosis altas (0,24% frente a
0,38%, p = 0,051). De manera similar, se observé un mayor riesgo de sangrado con
dosis altas de AAS en el analisis post hoc del ensayo HORIZONS-AMI (“Bivalirudin

during primary PCI in acute myocardial infarction”) (127).

Dosis altas de clopidogrel.

Igualmente, el ensayo CURRENT-OASIS-7 (126) evalu6é la eficacia y
seguridad de clopidogrel a dosis alta (600 mg de dosis de carga, seguido de 150
mg/dia durante 7 dias y seguido por 75 mg/dia) frente a clopidogrel en dosis
estandar (300 mg de carga seguido de 75 mg/dia) en pacientes con SCA (STEMI o

SCASEST) en los que se plane6 ICP.

Globalmente no hubo diferencias significativas en la prevencion de eventos
isquémicos (4,2% frente a 4,4%), sélo una discreta reducciéon en el subgrupo
sometido a ICP con la dosis mayor de clopidogrel (3,9% frente a 4,5%; p=0.035).
Sin embargo, el tratamiento a dosis altas aumento6 el sangrado mayor en todo el
grupo (2,5% frente a 2,0%; p=0.012) y en el subgrupo con ICP (1,1% versus 0,7%;
p=0.008), con lo que el beneficio de dar una mayor dosis de clopidogrel fue

anulado por el aumento de la hemorragia mayor.
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1.4.2 Estrategia “personalizada” guiada por test de agregacion

Numerosos estudios observacionales prospectivos, incluyendo grandes
poblaciones de pacientes, han demostrado que la reactividad plaquetaria elevada
(HPR) es un predictor independiente y fuerte de eventos isquémicos posterior a
una ICP. Una alta reactividad plaquetaria durante el tratamiento se ha asociado con
un aumento significativo en el IAM no fatal, trombosis del stent o mortalidad

cardiovascular en varios meta-analisis independientes (128, 129).

En teoria, hay dos opciones para intensificar la inhibicién plaquetaria en
pacientes con HPR: ajuste de dosis de clopidogrel o cambiar a inhibidor P2Y12 mas

potente en pacientes con reactividad plaquetaria alta.

1.4.2.1 Ajuste de dosis de Clopidogrel

Muchos estudios farmacodindmicos han demostrado que el aumento de la
dosis de carga o de mantenimiento de clopidogrel mejora significativamente la

inhibicion plaquetaria (130), sin embargo su impacto clinico ha sido nulo.

En un primer gran ensayo que comparo6 dosis altas de clopidogrel (600 mg
adicionales en dosis de carga y 150 mg de dosis de mantenimiento) frente a dosis
estdndar para los pacientes con HPR fue el estudio “Gauging Responsiveness with
AVerifyNow assay—Impact on Thrombosis And Safety” (GRAVITAS) (38). En este
estudio, se encontré que el 41% de pacientes tenian HPR 12-24 h después de la ICP
por angina estable o debido a SCASEST. El criterio de valoracién principal de

muerte cardiovascular, IAM o trombosis del stent a los 6 meses fue idéntico entre
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los grupos de dosis altas y dosis estandar. Los eventos hemorragicos moderados /

severos tampoco fueron significativamente diferentes.

El estudio “Responsiveness to Clopidogrel and Stent Thrombosis 2-ACS”
(RE-CLOSE-2 ACS) (131) un registro observacional de un solo centro evalué el
aumento de la dosis de clopidogrel en pacientes con SCA con HPR después de la
ICP. Los pacientes con HPR persistieron significativamente con mayor riesgo de
eventos isquémicos adversos a pesar del ajuste de dosis de clopidogrel, en

comparacién con los pacientes sin HPR, incluyendo un mayor riesgo de mortalidad.

Mas recientemente, el estudio multicéntrico y randomizado “Assessment by
a Double Randomization of a Conventional Antiplatelet Strategy vs. a Monitoring-
guided Strategy for Drug-Eluting Stent Implantation and of Treatment Interruption
vs. Continuation One Year after Stenting” (ARCTIC) (132), usé el test VerifyNow en
pacientes con angina estable o SCASEST sometidos a ICP. En el grupo guiado, se
realizaron ajustes del tratamiento segin la reactividad plaquetaria antes de la
implantacion del stent y durante la fase de seguimiento (incluyendo clopidogrel a
dosis altas, AAS a dosis altas e inhibidores del receptor Ilb/Illa). El objetivo
combinado de eventos cardiovasculares mayores (MACE) fue similar después de 1

afio entre los grupos de tratamiento.

Un meta-analisis posterior sugiri6é que el riesgo clinico basal y la realizacion
de ICP deberia tenerse en cuenta cuando se selecciona la estrategia antiplaquetaria

Optima junto a la reactividad plaquetaria (133).
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1.4.2.2 Cambiar a un inhibidor P2Y12 mas potente

El Unico ensayo aleatorizado, el “Testing platelet Reactivity In patients
underGoing elective stent placement on clopidogrel to Guide alternative thErapy
with pRasugrel” (TRIGGER-PCI), en pacientes con angina estable sometidos a ICP y
con HPR por el test VerifyNow, aleatorizados para recibir clopidogrel o prasugrel,

se termin6 prematuramente debido a falta de beneficio (134).

Posteriormente el registro prospectivo de un solo centro, en el SCA
sometido a ICP (135), usando el test Multiplate después de una dosis de carga de
600 mg de clopidogrel, demostré que Prasugrel fue significativamente mas eficaz
que clopidogrel en dosis altas en la reduccion de eventos tromboticos en pacientes
con HPR, mientras que los buenos respondedores a clopidogrel tenian similar

riesgo de eventos que los tratados con Prasugrel (135)

Las principales desventajas que supone guiar el tratamiento antiagregante

por los test de agregacion serian:

> Diferencias metodologicas sustanciales entre los distintos test de
agregabilidad dando lugar a heterogeneidad en la identificacion de los sujetos en

riesgo de eventos trombéticos.

> [gualmente hay gran heterogeneidad de los resultados en funcion del tipo
de patologia, SCA o cardiopatia estable, y el momento temporal en que se realiza

con respecto a la presentacion clinica.

> Aunque hay actualmente cuatro métodos recomendados (VerifyNow,
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Multiplate, VASP, LTA), miden diferentes aspectos de la fisiologia de las plaquetas y
algunos se ven obstaculizados por la falta de estandarizacién y técnica engorrosa,

con puntos de corte no bien definidos para identificar a los pacientes de alto riesgo.

> Por ultimo, si bien se han demostrado ttiles como marcador prondstico de
eventos, no ha habido estudios randomizados que demuestren una mejora en los
resultados clinicos mediante el uso de estos test, por lo que en la actualidad no se

aconseja su uso en la practica clinica.

1.4.3 Estrategia personalizada por genotipado CYP2(C19 y ABCB1

Ya analizamos en la secciéon 1.3.2.2 los numerosos estudios que han
analizado la asociacién entre las variantes genéticas CYP2C19 y ABCB1 con los
eventos clinicos, en pacientes con enfermedad coronaria tratados con clopidogrel,
sobre todo aquellos de alto riesgo como tras un infarto o tras una ICP con stent. El
objetivo mediante la farmacogenética se centraria en conseguir prescribir al
paciente el medicamento mas adecuado segun su perfil genético, para conseguir el
mejor efecto terapéutico con el menor efecto téxico posible. Es decir, en aquellos
portadores de genotipo con pobre respuesta a clopidogrel, la mejor estrategia seria
el uso de los inhibidores P2Y12 mas potentes, prasugrel o ticagrelor, y utilizar la

dosis estandar de clopidogrel en los portadores de genotipo de buena respuesta.

Frente a los test de agregacion plaquetaria las ventajas del uso del
genotipado para guiar el tratamiento antiagregante, serian que los genes son

constantes e invariables, independientes del momento temporal y el tratamiento
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que haya recibido el paciente; existen unos polimorfismos concretos definidos que
han demostrado su implicacion; la disponibilidad hoy en dia de una técnica
diagnodstica estandarizada, relativamente accesible y contrastada (tecnologia
Tagman@, ver anexo I); por ultimo, se ha demostrado como un marcador
pronéstico de eventos cardiovasculares. Sin embargo, las guias no aconsejan
todavia su uso para guiar el tratamiento, por la ausencia de estudios que hayan

analizado su beneficio en eventos clinicos.

Las evidencias iniciales de esta estrategia proceden de: a) sub-estudios
genéticos de los ensayos pivotales de Prasugrel (estudio TRITON-TIMI 38) (20) y
Ticagrelor (estudio PLATO) (6) comparados ambos con clopidogrel, en los que se
analizaron post-hoc los resultados segin el genotipo de los pacientes; b) de
estudios que han utilizado la estrategia guiada por genotipado, aunque con un

objetivo principal no clinico; y c) de estudios de coste-eficacia.

1.4.3.1 Subestudio genético del ensayo TRITON-TIMI 38

Dos estudios genéticos post-hoc del TRITON-TIMI 38 han sido publicados
por Mega et al. (54, 60): 2932 pacientes con SCA sometidos a ICP tratados con

clopidogrel (n = 1471) o prasugrel (n = 1461).

En una primera aproximacién (54), examinaron las variantes genéticas del
CYP2C19 y los eventos cardiovasculares en el subgrupo de clopidogrel. Los
pacientes portadores de alelos con LOF tenian un mayor riesgo de muerte

cardiovascular, accidente cerebrovascular o SCA en comparacién con los no

43



Resultados del tratamiento antiagregante guiado por genotipado

portadores (HR 1,53; IC del 95%: 1,7-2,19, p = 0,01) y un aumento del riesgo de

trombosis del stent (RR de 3,09; 95%: 1,19-8,00, p = 0,02).

Meses después, en un segundo articulo (60) se evalué el efecto de los
polimorfismos en ABCB1 de forma individual o en combinacién con las variantes
en CYP2C19, y la aparicién de eventos cardiovasculares bajo tratamiento con
clopidogrel y prasugrel. Los pacientes tratados con Prasugrel, divididos en base a
los genotipos ABCB1 3435C — T y al estado CYP2C19, no se asociaron
significativamente con los resultados clinicos. Por el contrario, los participantes
tratados con clopidogrel con los genotipos de riesgo (CYP2C19*2 y/o ABCB1 3435
TT) fueron predictores independientes de muerte cardiovascular, ACV o [AM:
ABCB1 3435 TT vs CT / CC, HR 2,01; IC del 95%: 1,30-3,11, p = 0,0017; vy,
portadores LOF en CYP2C19 frente a no portadores, HR 1,77; IC del 95%: 1,11-
2,80; p = 0,0155). Cuando se dividieron en cuatro grupos en funcién del genotipo
ABCB1 3435 C> T y del genotipo CYP2(C19, los que no llevaban ninguno de estos
genotipos de riesgo tenian una tasa significativamente mas baja de muerte
cardiovascular, IAM o ACV a los 15 meses, que aquellos que eran portadores de
alguno o ambos alelos de riesgo. Y ademas, estos pacientes que no llevaban
genotipos de riesgo en ninguno de los dos genes mostraron una tasa de eventos

cardiovasculares similar a los pacientes tratados con Prasugrel.

Durante este periodo, otro estudio post-hoc publicado por Sorich et al (61)
concluyé que la integracion de los datos de TRITON-TIMI 38, centrado en el
genotipo CYP2(C19, podia discriminar entre individuos que reciben un gran

beneficio de usar prasugrel en lugar de clopidogrel, e individuos con resultados
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clinicos comparables con prasugrel y clopidorel.

Por lo tanto, el genotipado tenia el potencial de guiar la eleccidon de la
terapia antiplaquetaria, y sugeria que mas investigaciones estarian justificadas

para validar esta hipotesis.

1.4.3.2 Subestudio genético del ensayo PLATO

En el estudio PLATO (6), ticagrelor y clopidogrel se compararon en
pacientes con SCA, mas del 80% con IAM, aunque so6lo el 64% recibi6é ICP. En el
subestudio genético (63), los resultados de Ticagrelor no se afectaban por las

variantes genéticas del CYP2C19 y ABCB1.

El evento primario se produjo con menos frecuencia con Ticagrelor que con
clopidogrel, independientemente del genotipo CYP2C19: 8,6% frente a 11,2% (HR
0, 77; IC 95%: 0,60-0,99; p = 0, 0380) en pacientes con cualquier alelo de pérdida
de funcién; y 8,8% frente a 10,0% (HR 0, 86; IC 95%: 0, 74-1,01; p = 0, 0608) en
aquellos sin alelo de pérdida de funcién. Para el genotipo ABCBI, las tasas de
eventos para el resultado primario también fueron consistentemente mas bajas
con ticagrelor que en el grupo clopidogrel para todos los grupos de genotipo (8,8%

vs 11,9%; HR 0,71; 1C 95%: 0,55-0,92 para el genotipo de alta expresion).

Sin embargo, cuando ambos genotipos eran tomados de forma conjunta, en
ausencia de alelos en el CYP2C19 ni en ABCB1 de alto riesgo de fallo a clopidogrel,
Ticagrelor y clopidogrel obtuvieron resultados cardiovasculares similares. (8,9%

versus 9,5%, HR 0,92; IC 95% 0,77-1,11, p=0,39). Estos datos, también apoyarian
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el uso del genotipado para guiar la eleccidn de la terapia antiplaquetaria, pendiente

de mas investigaciones.

1.4.3.3 Evidencias previas de tratamientos guiados por farmacogenética:

En 2012, Roberts et al. (136) publicaron los resultados del estudio RAPID
GENE, un ensayo clinico que se centra en hacer un estudio genético del CYP2C19 en
pacientes con SCA o enfermedad coronaria estable que van a ser sometidos a ICP.
Randomizaron a 200 pacientes entre recibir tratamiento convencional
(clopidogrel) o hacer un test genético para identificar a los portadores CYP2C19*2.
Los que eran portadores del alelo CYP2C19*2 se les prescribid prasugrel y los que
no llevaban este alelo se les administr6é clopidogrel. El objetivo era evaluar la
reactividad plaquetaria (>234 unidades PRU) medida al dia 7. Al final 187
pacientes terminaron el estudio, 91 en el grupo de estudio genético y 96 que
recibieron tratamiento estandar. Al analizar los resultados de actividad
plaquetaria, en el grupo de los pacientes con test genético, ninguno de los 23
pacientes que portaban el alelo CYP2(C19*2 present6 actividad plaquetaria elevada
(>234) en el dia 7, comparado con 7 pacientes (30%) que recibieron tratamiento

convencional sin test genético (p=0.0092).

Mas recientemente el mismo grupo confirm6 que la identificaciéon de estas
variantes genéticas en pacientes con IAMCEST sometidos a ICP era factible realizar
a la cabecera del enfermo y demostré6 que el tratamiento de los portadores

CYP2C19*2 and ABCB1 TT con Prasugrel resulté en una reduccion significativa en
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la reactividad plaquetaria después de un mes comparado con el aumento de la

dosis de clopidogrel (137).

1.4.3.4 Estudio de coste-eficacia con farmacogenética.

Diferentes estudios de coste-efectividad apoyan que el genotipado previo a
la eleccion del farmaco antiagregantes es coste-efectiva, aunque todos los estudios

publicados hasta el momento se han centrado en el genotipo CYP2(C19.

Un primer estudio, con el modelo de decisién basado en la ocurrencia de
eventos en el ensayo TRITON-TIMI 38, la rentabilidad de la seleccién guiada por
genotipo de terapia antiplaquetaria en comparacién con la seleccion de clopidogrel
o prasugrel independientemente del genotipo, puede ser mas rentable y puede

proporcionar mas valor clinico debido a menos resultados adversos (138).

En un segundo estudio, se examinaron cinco estrategias: clopidogrel
genérico, prasugrel, ticagrelor y genotipado para polimorfismos CYP2C19 con los
portadores de alelos de pérdida de funcién que recibieron Ticagrelor (genotipado
Ticagrelor) o Prasugrel (genotipado Prasugrel) y los no portadores que recibieron
clopidogrel. La estrategia guiada por genotipo mejoraba la rentabilidad de
prasugrel y ticagrelor después de la intervencién coronaria percutanea en el SCA,
aunque ticagrelor para todos los pacientes puede ser una alternativa
econdmicamente razonable en algiin contexto: asumiendo el modelo con mas bajo
valor predictivo del genotipo de eventos isquémicos, en poblaciones o regiones con

una alta prevalencia de alelos de pérdida de funcién superior al 52,7% (s6lo
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descrita en Oceania) y en los mercados de atencion médica donde el costo mensual

del ticagrelor frente a clopidogrel genérico sea menor de 215 délares (139)

Por ultimo, un estudio mas reciente con un modelo analitico de decisiéon que
incluy6 cuatro estrategias antiplaquetarias: clopidogrel, inhibidor P2Y12
(prasugrel o ticagrelor), terapia guiada por farmacogenética y terapia guiada por
pruebas de reactividad de plaquetas. La terapia guiada por genotipado fue la
opcion preferida con el menor costo y mas afios de vida ajustados por calidad de

vida en pacientes con SCA con ICP (140).

Por tanto, parece justificado econdmicamente el llevar a cabo una estrategia
de genotipado en la elecciéon del tratamiento antiagregante doble en pacientes con
SCA con ICP, aunque no se ha analizado aun el impacto de usar de forma

combinada los polimorfismos CYP2C19 y ABCB1.

1.5 Justifiacion del estudio

De la evidencia comentada anteriormente, tanto prasugrel como ticagrelor
frente a clopidogrel reducen el riesgo de muerte CV, infarto e ictus entre un 19% y
16%, pero incrementan el riesgo de hemorragias entre un 32% y 25%
respectivamente. El genotipo parece discriminar entre individuos que reciben el
mayor beneficio de usar los nuevos antiagregantes en lugar de clopidogrel, e

individuos con resultados clinicos comparables entre ambos.

Por tanto, buscando el balance 6ptimo entre seguridad y eficacia,

disminuyendo el riesgo isquémico sin incrementar las hemorragias, y
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probablemente siendo mas costo-eficaz, existe un gran interés en investigar los
beneficios potenciales de las “estrategias personalizadas” que enfocan el uso de los
nuevos inhibidores de P2Y12 a los pacientes en alto riesgo de pobre respuesta al

clopidogrel, usando como guia la farmacogenética.

Las ultimas revisiones publicadas con respecto a la aplicacién de la
farmacogenética en distintas patologias incluyendo las enfermedades
cardiovasculares destacan la importancia de los estudios genéticos en la eleccién
del tratamiento mas adecuado para cada paciente (141, 142) en la disminucion de
la aparicion de eventos. Se trata de evaluar si el antiguo régimen de talla inica para
todos los pacientes, quizas deberia ser reemplazado por el tratamiento
antiagregante individualizado guiado por el genotipado como paradigma de la

medicina personalizada.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipétesis fundamental de este estudio es que el genotipado de los
polimorfismos CYP2C19 y ABCB1 es una herramienta util en la eleccién de la doble
terapia antiagregante mas adecuada (clopidogrel/prasugrel/ticagrelor) y puede
disminuir la aparicién de eventos cardiovasculares sin el aumento de las
hemorragias secundarias en pacientes con enfermedad coronaria sometidos a una

ICP con stent, principalmente en el contexto del SCA.

Es decir, individualizar y personalizar la terapia antiagregante por las
caracteristicas farmacogenéticas definiria a los pacientes que mejor responderan a

cada tratamiento especifico.

El objetivo general de este estudio es comprobar si en pacientes sometidos
a ICP con stent, la “estrategia guiada” por el genotipo CYP2C19 / ABCBI1 en la cual la
eleccion del tratamiento antiagregante se basa en la prueba genética, reduce las
tasas de eventos cardiovasculares y sangrados en comparacion con una “estrategia

no guiada”

> Objetivo primario:

Evaluar la utilidad del genotipado en la elecciobn del tratamiento
farmacolégico, es decir, si el genotipado aumenta la eficacia y seguridad de la
terapia antiagregante habitual. Comparar la tasa de eventos cardiovasculares
tromboticos (muerte cardiovascular, SCA o ictus) y hemorragias (mayores y/o

menores segun criterios TIMI) de la terapia antiagregante guiada por genotipado
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(clopidogrel o prasugrel / ticagrelor) y sin genotipado (clopidogrel

fundamentalmente).

> Objetivos secundarios:

- Comparar la frecuencia de trombosis definida del stent (143) y la
necesidad de nueva revascularizacion urgente no relacionada con la trombosis del

stent, con genotipado y sin genotipado.

- Evaluar comparativamente la eficacia y seguridad de clopidogrel y
prasugrel / ticagrelor en el grupo de intervencion, considerando el posible efecto
modificador del polimorfismo de los genes CYP2C19 y ABCB1 en la respuesta del
clopidogrel. Es decir, comparar la tasa de eventos cardiovasculares isquémicos y
de hemorragias de clopidogrel y Prasugrel/ Ticagrelor en condiciones de

genotipado.

- Determinar en nuestro medio la prevalencia de los polimorfismos
genéticos en una poblacién sana control, y, compararla con la descrita en nuestro
entorno y con la poblacion del estudio con cardiopatia isquémica sometida a ICP,

mediante las frecuencias alélicas y genotipicas.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Diseiio del estudio

Se trata de un estudio experimental no aleatorizado, unicéntrico que

incluy6 pacientes con enfermedad coronaria sometidos a ICP con stent y que

requerian doble terapia antiagregante de 1 a 12 meses.

En el grupo de intervencion la eleccion del tratamiento antiagregante siguié

una estrategia guiada por el genotipado de los polimorfismos CYP2C19/ABCB1 y se

compard con un grupo control retrospectivo con una estrategia de eleccion del

tratamiento antiagregante no guiada. Figura 8.

Poblacion de estudio: /

pacientes sometidos a ICP con
stente indicacién de doble
terapia antiagregante.

P

Figura 8. Diseiio del estudio

Genotipado:
intervencion

Clopidogrel
(CYP 2C19 no-LOFy
ABCB1-CC/CT)

7
~~

Prasugrel 6 Ticagrelor
(CYP 2C19 LOF6
ABCB1-TT)

No genotipado:
control (habitual)

Clopidogrel
(principalmente)
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3.2 Poblacion de estudio

Todos los pacientes con enfermedad coronaria sometidos a una ICP con
stent y que requerian doble terapia antiagregante de 1 a 12 meses, atendidos en el
Hospital Universitario San Cecilio del Complejo Hospitalario Granada, que
abarcaba el drea sanitaria de los distritos metropolitano y Granada sur con una

poblaciéon potencial de 300.000 personas.

3.2.1 Criterios de inclusion:

- Paciente mayor o igual a 18 afios.

- Sometido a una ICP con colocacién de stent coronario, principalmente, en

el contexto de SCA pero también de cardiopatia isquémica crénica.

- Necesidad de tratamiento antiagregante oral doble, AAS mas inhibidor

receptor P2Y12 (clopidogrel, prasugrel o Ticagrelor) desde un mes a 12 meses.

- Que firme el consentimiento para participar en el estudio.

3.2.2 Criterios de exclusion:

Los criterios de exclusién principales fueron: presentar contraindicaciéon
para las medicaciones del estudio (AAS / clopidogrel / prasugrel y ticagrelor),
pacientes que requirieran anticoagulacion oral y la presencia de sangrado interno

activo o diatesis hemorragica.
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Los criterios de exclusion de forma mas detallada se enumeran a

continuacion:

Exclusion por imposibilidad de guiar el tratamiento por genotipo en el grupo

intervencidn.
1) Estar tomando Prasugrel o Ticagrelor con anterioridad al episodio indice.

2) Criterios clinicos que a juicio del médico responsable del paciente hagan

imprescindible el tratamiento con prasugrel/ticagrelor.
3) Retraso en diagndstico genético superior a 7 dias tras la ICP.

Exclusidn por riesgo hemorragico:

4) Hemorragia interna activa o historia de diatesis hemorragica.

5) Hallazgos clinicos que, a juicio del investigador, se asocien con un

incremento del riesgo hemorragico.

6) Alguno de los siguientes:

- Ictus hemorragico previo.

- Ictus isquémico o AIT (permitido durante el estudio tras estar

disponible Ticagrelor).

- Neoplasia, malformacion arteriovenosa o aneurisma intracraneal.

7) Plaquetopenia menor de 80.000/mm3.

8) Anemia (hemoglobina menor de 9 g/dl).

Exclusiéon por medicacién concomitante:

9) Tratamiento anticoagulante oral que no puede ser discontinuado con
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seguridad durante el estudio.

10) Inhibidores potentes de CYP3A4 (por ejemplo, ketoconazol,

claritromicina, nefazodona, ritonavir y atazanavir).

11) Necesidad de tratamiento diario con AINEs distinto del AAS.

Criterios de exclusién general

12) Mujeres embarazadas o con lactancia.
13) Disfuncién hepatica severa.

14) Condiciones asociadas con poca adherencia: alcoholismo, enfermedad

mental o drogodependientes.

15) Paciente con imposibilidad de seguimiento reglado por residencia fuera

del area.
16) Intolerancia o alergia a aspirina, clopidogrel o ticagrelor.

17) Cirugia valvular prevista a corto plazo (<1-3 meses).

3.2.3 Tamaiio de la muestra, muestreo y marco del estudio

El calculo del tamafio de la muestra se realizd en base al subestudio
geneéetico TRITON-TIMI-38 publicado por Mega et al (60) en el que los pacientes
tratados con clopidogrel sin variacién genética tuvieron una tasa de eventos
cardiovasculares del 6,3% en comparacion con aquellos con variaciones
genotipicas, que alcanzaron un porcentaje de eventos del 13,6%. Para conseguir

una potencia del 80,0% para detectar diferencias en el contraste de la hipotesis
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nula HO:pl=p2 mediante una prueba x* bilateral para dos muestras
independientes, teniendo en cuenta que el nivel de significacion es 5%, seria
necesario incluir 263 sujetos en cada grupo, totalizando 526 pacientes en el

estudio.

En el muestreo fueron evaluados todos los pacientes consecutivos
sometidos a ICP, e incluidos en el estudio si cumplian los criterios de inclusion y no

los de exclusion.

El marco del estudio, que constituy6 la poblacién accesible, fue tanto la
unidad coronaria de cuidados intensivos como la sala de hospitalizacién de

cardiologia.

3.3 Definicion de la Intervencion

Todos los pacientes recibieron el tratamiento habitual requerido previo a la
ICP e implante de stent a criterio del médico responsable del paciente, incluyendo

AAS 100 mg/dia de forma indefinida.

En cuanto al tratamiento bloqueante del receptor P2Y12, dentro del grupo
de intervencion guiado por genotipado, tras la ICP los pacientes portadores de 1 o
mas alelos con LOF en CYP2C19 (CYP2C19 * 2, * 3) y/o portadores del ABCB1 TT
(considerados “clopidogrel resistentes”) recibian los nuevos antiagregantes
bloqueantes del receptor P2Y12: prasugrel preferentemente (5 o 10 mg dia
ajustado por peso y edad) o ticagrelor 90 mg cada 12 horas (este ultimo fue

aprobado durante el transcurso del estudio y centrado fundamentalmente para los
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pacientes con antecedentes de ictus). Por el contrario, los no portadores de estos
alelos (considerados “clopidogrel sensibles”), recibian clopidogrel 75 mg al dia. En
los cambios de tratamiento (clopidogrel a Prasugrel/Ticagrelor, o de estos a
clopidogrel), la administracion de dosis de carga antes de comenzar con la dosis de

mantenimiento fue opcional.

En el grupo control retrospectivo sin genotipado, los pacientes recibieron el
tratamiento antiagregante basado en la practica clinica habitual, que en el

momento del estudio era clopidogrel 75 mg/dia predominantemente. Figura 8.

3.4 Procedimientos del estudio y seguimiento: protocolo del

estudio.

El itinerario disefiado para el reclutamiento de pacientes fue, por un lado,
para los “pacientes diagnosticados de SCA” sometidos a ICP con stent, ingresados
en la unidad coronaria de cuidados intensivos o en sala de cardiologia; por otro
lado, para los pacientes con “enfermedad coronaria estable” sometidos a ICP,

seleccionados en planta de hospitalizacién tras el implante de stent.

En ambos se verificaba si cumplian con los criterios de seleccion del estudio.
Tras obtener el consentimiento informado para participar en el estudio, en el
grupo intervencion, la prueba genética se realizaba lo mdas precozmente en
relacion con la ICP. El circuito disefiado consistia en la toma diaria de cuatro
muestras de saliva por paciente con un hisopo y por personal de enfermeria o

farmacia, a la cabecera del paciente. Las muestras eran conservadas en frio,
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custodiadas por el servicio de Farmacia y enviadas por trasporte reglamentario al
centro de investigacion GENYO (Centro Pfizer - Universidad de Granada - Junta de
Andalucia de Gendémica e Investigacion Oncoldgica) dos dias por semana, lunes y
jueves, quien tras el procesado de la muestra obtenia el resultado genotipico a las
24 horas de la recepcién, martes y viernes, respectivamente. El resultado era
comunicado de inmediato al servicio de Farmacia del hospital quien informaba al
servicio de Cardiologia de la recomendaciéon farmacoterapéutica para cada
paciente guiado por el genotipo, dejando registro en la historia clinica del paciente.
A partir de ese momento se prescribia el tratamiento adecuado para cada paciente
(clopidogrel/ prasugrel/ticagrelor), que fue suministrado por parte de farmacia

del hospital durante el tiempo prescrito de la doble antiagregacion

Toda la informacion sobre el historial médico del episodio indice se registré
en un formulario de recogida de datos informadtico. Las visitas para evaluar los
objetivos de eficacia y seguridad del estudio, asi como los eventos adversos
durante el seguimiento de un afio fueron planificados para el alta hospitalaria y los
meses 1, 3, 6 y 12 tanto por parte de cardiologia como por farmacia. Los
parametros fueron registrados por los investigadores utilizando los archivos de
pacientes del hospital, registros de farmacia y cuestionarios de pacientes. Se
solicité a los pacientes que rellenaran un cuestionario cada 3 meses después de la
ICP, para obtener informacion sobre los cambios en el uso de farmacos
antiagregantes, la co-medicacion, el cumplimiento de los farmacos y los eventos
adversos. Durante el curso del trabajo de investigacién se realizé un analisis
intermedio de seguridad para comprobar la marcha del estudio en cuanto a

eventos. La duracion prevista del estudio fue de 3 afios incluyendo el
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reclutamiento de pacientes y la valoracion de los resultados. Figura 9.

RECLUTAMIENTO TRATAMIENTO -
N / GUIADO —| SEGUIMIENTO:
CARDIO/UC
Alta hospitalaria
RECOGIDA MUESTRA REGISTRO Mes 1
(diaria) i
Mes 3
FARMACIA
Mes 6
ENVIO GENIO RESULTADOS '
(lunesy jueves) (Martesy Viernes) Mes 12
GENYO

GENOTIPADO

Figura 9. Circuito del estudio

3.5 Variables del estudio

Las variables dependientes relacionadas con el resultado clinico que

queremos demostrar:

1) El objetivo principal de eficacia: el combinado de muerte cardiovascular,

SCA o ictus no fatal. Cada una de estas variables por separado son definidas como:

- Muerte cardiovascular: cualquier muerte por causa cardiovascular

demostrable o muerte no claramente atribuible a una causa no cardiovascular.

- SCA: sintomas clinicos compatibles con isquemia miocardica aguda y que
incluye a) Al: sin elevacién de troponinas con tres presentaciones principales:

angina de reposo > 20 minutos, angina de inicio en el ultimo mes o progresiva., b)
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IAMSEST: elevacién de troponinas sin elevacion persistente del segmento ST y c)
[IAMCEST: elevacion persistente del segmento ST en el electrocardiograma con

troponina positiva.

- Ictus no fatal: déficit neuroldgico de 24 horas o mas con confirmacién por

TAC o RMN.

2) Otras variables dependientes secundarias:

- Trombosis definida de stent: oclusién total o trombo visible dentro del
stent o en los 5 mm del stent en presencia de un sindrome clinico isquémico agudo

en las 48 h.

- Necesidad de revascularizaciéon urgente no relacionada con la trombosis

del stent.

- Variables de seguridad: Hemorragias no relacionadas con CABG, usando
las definiciones del ensayo TIMI (Thrombolysis in Myocardial Infarction). 1-
Hemorragias TIMI mayores (a) de riesgo vital: fatales, hemorragias intracraneales
sintomaticas, causantes de descenso de hemoglobina de al menos 5 g/dl,
requiriendo intervencion quirurgica, inotrépicos intravenosos o trasfusion de 4 o
mas unidades; b) sin riesgo vital: discapacidad sustancial, hemorragia intraocular
causante de pérdida de vision o precisen al menos 2 unidades de trasfusion). 2-
Hemorragias menores: Cualquier otra hemorragia que causara interrupcion de la

medicacién del estudio.
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Variables independientes:

> Variables independientes relacionadas con las caracteristicas basales de

los pacientes:

- Edad, sexo, indice de masa corporal, raza/etnia (caucdasica, asiatica,

negra...)
- Factores de riesgo: dislipemia, hipertension arterial, diabetes, tabaco.

-Enfermedades previas: angina, IAM, insuficiencia cardiaca, ictus,
arteriopatia periférica, insuficiencia renal (creat>2, dialisis), EPOC, angioplastia

previa, cirugia coronaria, neoplasia.

> Variables independientes relacionadas con la patologia:

-Diagnostico principal: SCASEST, SCAEST, angor estable, insuficiencia
cardiaca; n? de coronarias principales enfermas; n? de coronarias

revascularizadas; FEVI(%); puntuacion GRACE intrahospitalaria y CRUSADE

- Tipos de genotipos: CYP2C19*2 (1/1,1/2,2/2), CYP2C19*3 (1/1,1/3,3/3),

ABCB1 (CC,CT o TT)

- Valores analiticos al inicio y al final del estudio: creatinina, hemoglobina,

colesterol total y LDL

- Tratamiento recibido: Trombolisis, angioplastia primaria, angioplastia de
rescate, Antillb/Illa, tratamiento anticoagulante, antiagregante inicial (clopidogrel,
prasugrel, ticagrelor), tipo stent (stent normal, stent recubierto), n? total de stent,

suma (mm) de stent, estatinas, betabloqueantes, IECA, inhibidores de la bomba de
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protones (IBP).

Todas las variables descritas fueron introducidas en una base de datos para

el analisis posterior.

3.6 Genotipado CYP2C19*2, CYP2C19*3 y ABCB1: Recogida y

tratamiento de la muestra bioldgica.

Una muestra de saliva tomada con hisopo fue suficiente para la obtencion y
aislamiento del ADN. La muestra era enviada al centro de investigacién GENYO

como se ha descrito previamente.

La recoleccion de células de la mucosa bucal y los procedimientos de
extraccion de ADN se llevaron a cabo de acuerdo con el método detallado en
Freeman et al. (144), un protocolo no organico (proteinasa K) con algunas

modificaciones descritas por Gomez-Martin A. et al. (145).

Una vez extraido el material genético se llevan a cabo el genotipado de los
polimorfismos CYP2C19*2 (rs4244285), CYP2C19*3 (rs4986893) y ABCB1 3435
C>T (rs1045642) mediante la plataforma de discriminacién alélica TagMan® (Life
Technologies, Foster City, CA, EE.UU.). Para una descripciéon en detalle de la

técnica se remite a ver el ANEXO 1.

El analisis de genotipado se realizé utilizando el software SDS v.2.4. Las
frecuencias de los genotipos de cada uno de los SNP fueron calculadas y las
distribuciones fueron probadas para el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) (p>

0,05). El principio de HWE determina qué frecuencias deben observarse en la
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poblacién para cada genotipo en funcién de las frecuencias de los alelos. En
condiciones habituales, si la transmision de los alelos de los progenitores a los
descendientes es independiente y no ocurren fenémenos distorsionadores, como la
aparicion frecuente de nuevas mutaciones o la seleccién de alelos, la probabilidad
de observar una combinacién de alelos concreta (un genotipo) depende del

producto de las probabilidades (frecuencias) de cada alelo (152).

Como control de calidad, cada serie de amplificaciones incluyeron tres
controles negativos sin plantilla de ADN (NTC) para probar la contaminacién del
ADN. Cada ejecucion también incluyé tres controles positivos con muestras de los
genotipos conocidos en cada SNP analizado que habian sido previamente

confirmados por la secuenciacion del ADN.

Esta tecnologia nos permiti6 hacer una discriminaciéon alélica del
polimorfismo, indicAndonos el porcentaje de cada alelo en la muestra. El resultado
genotipico era comunicado al servicio de Farmacia del hospital quien informaba al
servicio de Cardiologia de la recomendaciéon farmacoterapéutica para cada

paciente.

Las muestras de saliva fueron gestionadas a través del Biobanco para
Investigacion del HU Complejo Hospitalario de Granada, perteneciente a la Red
Nacional de Biobancos (Proyecto RD09/0076/00148), asegurando asi, el
tratamiento integral de las muestras y datos asociados de acuerdo a la Ley
14/2007 de 3 de julio de Investigacion biomédica, Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal y Ley 41/2002, de 14 de

noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y
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obligaciones en materia de informacién y documentacion clinica.

Previo a la realizacion del estudio experimental, para determinar la
prevalencia de los polimorfismos genéticos en CYP2C19 y ABCB1 en la poblacién
normal andaluza y compararla con otras poblaciones, como paso previo para
implantar esta determinacion en la practica clinica diaria, se seleccionaron al azar
100 controles del banco andaluz de DNA a los que se genotipo los polimorfismos
en estudio y se comparé con la publicada en estudios con otras poblaciones y con

la de nuestro estudio.

3.7 Analisis estadistico.

En primer lugar, se realiz6 un andlisis descriptivo de las caracteristicas
basales de los sujetos de estudio. Se calculé medidas de tendencia central y
dispersion para las variables cuantitativas, y frecuencias absolutas y relativas para

las cualitativas.

Se realizé el test de Shapiro Wilks para comprobar la normalidad de las
variables numéricas, y determinar la utilizacion de test paramétricos/no
paramétricos. Para comprobar la homogeneidad de los grupos se realizé un
analisis bivariante de comparacién de las principales variables recogidas entre los
grupos de estudio (genotipado/no genotipado). Se utilizaron el test chi-cuadrado
de Pearson o Fisher para las variables cualitativas, t de Student o Mann-Whitney

para las cuantitativas.

La comparacién de los grupos de tratamiento con respecto a los criterios de
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valoracion de eficacia y seguridad se llevo a cabo utilizando el andlisis del tiempo
hasta el primer evento mediante el método de Kaplan-Meier. La influencia
potencial de los factores de riesgo basales y las interacciones se evaluaron de
forma exploratoria utilizando el modelo de regresiéon de Cox multivariado con el
meétodo de “backward” que incluyé a las variables con diferencias significativas en
el andlisis univariado. El analisis para las comparaciones entre ambos grupos de
tratamiento (genotipado y no genotipado) se realiz6 mediante el Hazard Ratio
(HR) de forma global y estratificado por los diferentes componentes del objetivo
principal y de otros objetivos secundarios: muerte no CV, revascularizaciéon
urgente no relacionada con trombosis de stent y trombosis de stent, vy,

hemorragias.

El mismo anadlisis se realizé para contrastar posibles diferencias entre la
eficacia y seguridad del clopidogrel y los nuevos antiagregantes dentro del grupo
genotipado. Para evaluar la homogeneidad en la distribucién de los genotipos se
calcul6 el HWE para los distintos polimorfismos, mediante el test de chi-cuadrado

de Pearson.

Todos los intervalos de confianza se calcularon con un nivel de confianza
del 95%, y todas las pruebas de hipotesis se llevaron a cabo utilizando un valor de
p <0,05 como evidencia de significacion. Los datos se analizaron con el software

estadistico R.
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3.8 Aspectos éticos de la investigacion.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién del centro
hospitalario (anexo IV) y se llevé a cabo de acuerdo con los requerimientos

expresados en la:
*Ley 14/2007, de 3 de julio, de investigacion biomédica.

*Orden ministerial SAS/3470/2009, por la que se publican las directrices
sobre estudios pos-autorizacién de tipo observacional para medicamentos de uso

humano.

* Declaraciéon de Helsinki (revisién de Setl, Octubre de 2008). Esta define
los principios que fueron respetados escrupulosamente por todas las personas

implicadas en esta investigacion.

* El tratamiento, la comunicacién y la cesién de los datos de caracter
personal de todos los sujetos participantes se ajustd a lo dispuesto en la Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter

personal.

*El estudio ha sido registrado como ensayo clinico en el “Registro de
Ensayos Clinicos de la Unién Europea” con el nimero EUDRACT: 2016-001294-33,
que contiene informacién sobre los ensayos clinicos de intervencion con

medicamentos realizados en la Union Europea o el Espacio Econdmico Europeo.

Hoja de informacion y formulario de consentimiento

A cada sujeto que se le propuso entrar en el estudio se le entregd un
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documento escrito denominado "Hoja de informacion al paciente”, que contenia la
informacion relevante y necesaria para que el paciente pudiera decidir acerca de

su participacion en el estudio (hoja modelo BIOBANCO). ANEXO II.

El investigador responsable del estudio informé al sujeto sobre la
naturaleza voluntaria de su participacion y explic6 que no suponia ningin cambio
ni en su tratamiento ni en su atencién médica respecto a los que recibiria de no
participar. El investigador contestaba a sus dudas y preguntas y, de acuerdo con la
normativa vigente, obtuvo el consentimiento escrito del sujeto, o en su defecto de
forma oral ante testigos independientes del equipo investigador. Se aclaré
completa e inequivocamente que el paciente era libre de rechazar la participacion
en el estudio y que podia revocar su consentimiento en cualquier momento y por
cualquier razdn, sin que se derive para el paciente perjuicio alguno, ni se le niegue
tratamiento o seguimiento clinico por parte del investigador. Los investigadores
conservan el consentimiento informado firmado y documentado en la historia

clinica.

Confidencialidad de los datos

Con el fin de garantizar la confidencialidad de los datos del estudio, s6lo
tenfan acceso a los mismos, el investigador y su equipo de colaboradores y las
autoridades sanitarias pertinentes. Los datos del investigador y del estudio fueron
introducidos en un fichero, que se traté conforme a lo que dispone la Ley Organica
15/1999 de 13 de diciembre de Proteccion de Datos de Caracter Personal,

exclusivamente para el desarrollo y buen fin del estudio.
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4 RESULTADOS

4.1 Pacientesy tratamiento

Entre abril de 2010 y septiembre de 2013 fueron tratados 818 pacientes,
sometidos a una ICP con implante de stent. De ellos, 79 pacientes no cumplian con
los criterios de seleccidn (figura 9). Los principales criterios de exclusion fueron la
necesidad de tratamiento anticoagulante oral, presencia de diatesis hemorragia,
alergias y cirugia valvular proxima, todos ellos balanceados entre los dos grupos
de tratamiento. S6lo 9 pacientes en el grupo guidado por genotipado, no recibieron
el tratamiento recomendado que les correspondia, a juicio del médico tratante por
criterios clinicos (6 de ellos recibieron nuevos antiagregantes y 3 clopidogrel). El
porcentaje de pérdidas durante el seguimiento fue del 2,4%, principalmente por
pacientes que fueron atendidos en el hospital que, o bien eran desplazados de
otras areas sanitarias, o bien, se trasladaron a otras areas sanitarias tras el

procedimiento, por lo que fueron excluidos del analisis. Figura 10.

Finalmente 719 pacientes fueron incluidos en el estudio, 402 individuos en
el grupo de control (que abarcé de abril 2010 a marzo 2012, 24 meses) y 317
pacientes en el grupo de intervencidon (de abril 2012 a septiembre 2013, 18
meses). La frecuencia de inclusiéon de pacientes en ambas ramas del estudio fue
similar (entorno a 17 pacientes al mes) y aunque se habian estimado dos afios de
periodo de reclutamiento en cada grupo, este fue el periodo en el retrospectivo, sin

embargo en el grupo prospectivo se detuvo la inclusion después de 18 meses tras
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superar ampliamente el tamafio muestral.

Grupo Control Grupo Intervencion
(Abril 2010-Marzo 2012) (Abril 2012-Septiembre 2013)

4 Precirugia Valvular 2 Precirugia Valvular

43 no criterios seleccion . l : 36 no inclusion criteria
362 pacientes
31 ACO 456 pacientes p 17 ACO

3 Alergias 2 Alergias
3 Hemorragias 5 Hemorragias
1 Cancer terminal 1 Cancer
1 Vasculitis 9 Tt no guiado
11 perdidas seguimiento 9 perdidas seguimiento

| 402 pacientes incluidos || 317 pacientes incluidos |

| 719 pacientes incluidos en el estudio |

Figura 10. Perfil del estudio

4.2 Caracteristicas basales.

Las caracteristicas basales de los pacientes fueron muy parecidas en ambos

grupos (grupos de intervenciéon y de control) (tabla 4).

El diagnéstico principal de indicacion de la ICP en la mayoria de los
pacientes fue por SCA, 86,1% en el grupo de intervenciéon y 86,3% en el grupo
control. Considerados globalmente fueron: IAMCEST 296 pacientes (47%),
[IAMSEST 190 (31%) y Al 134 (22%). En la estratificacion por riesgos del SCA, el
80% tenian nivel intermedio-alto de riesgo isquémico (puntuaciéon GRACE = 109) y

el 16% tenian un riesgo alto de sangrado (puntuacion CRUSADE = 41), distribuidos
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de forma similar por ambos grupos de tratamiento. El resto de indicaciones de ICP

supuso solo el 13,8% y fueron por AE 80 pacientes e insuficiencia cardiaca

isquémica 19 pacientes.

Tabla 4. Caracteristicas “clinicas” basales de pacientes por grupos

Grupo Grupo Valor
intervencion control p
(n=317) (%) (n=402) (%)
Sexo (mujer) 79 (24.9) 89 (22.1) 0.38
Edad (mediay dt) 64.1+12.1 64.6+11.5 0.54
IMC (mediay dt) 28.2 +4.9 28.6 +4.7 0.61
Presentacion clinica
SCA 273 (86.1) 347 (86.3) 0.93
[AMCEST 129 (41) 168 (42)
IAMSEST 91 (29) 99 (25)
Al 53 (17) 80 (20)
No-SCA 44 (14) 55 (14) 0.88
AE 35(11) 45 (11)
ICC 9(2.8) 10 (2.5)
Factores de riesgo
Diabetes mellitus 112 (35.3) 149 (37.1) 0.66
Hipertension arterial 194 (61.2) 256 (63.7)  0.50
Dislipemia 184 (58) 228 (56.7) 0.72
Fumadores 82 (26) 108 (27) 0.71
SCA previo 43 (13.6) 60 (14.9) 0.60
ACV previo 16 (5) 28 (7) 0.28
Creatinina>2 mg/dl 10 (3.2) 14 (3.5) 0.81
ICP previa 25 (7.9) 26 (6.5) 0.46
CABG previo 2 (0.6) 4 (1) 0.59
Otras variables clinicas
GRACE score 2109 234 (73.8) 300 (74.6) 0.52
CRUSADE score 231 81 (25.6) 100 (25) 0.73
FEVI (media, dt) 54.5+10.1 55.4+10.9  0.50
Enfermedad coronaria 0.33
1 vaso 143 (45) 178 (44.4)
Tronco coronario 16 (5.1) 17 (4.2)
Revascularizacion Completa 209 (65.9) 272 (67.7) 0.61

No hubo diferencias importantes entre los grupos con respecto a las

“caracteristicas clinicas” basales (tabla 4). Considerados globalmente, la edad
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media de los dos grupos fue 64+11 afios y el 23% eran mujeres. El porcentaje de
diabéticos fue del 36%, HTA 62% y fumadores 32%. Habian tenido un infarto
previamente el 14,3%, recibido ICP el 7% y cirugia coronaria el 0,8%. El porcentaje
de comorbilidades presentes al inicio fue: 8,9% enfermedad pulmonar crénica, 7%
arteriopatia periférica, 6,1% ictus y 3,3% insuficiencia renal crénica (definida por
una creatinina > 2 mg/dl). La FEVI media fue 55+10% y la extension de la
enfermedad coronaria considerada por el numero de vasos principales enfermos
fue: un vaso 44,9%, dos vasos 30,9%, tres vasos 19,6% y enfermedad de tronco

4,6%.

En cuanto a las “caracteristicas terapéuticas iniciales” (tabla 5), si hubo
algunas diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de estudio.
En ambos grupos la revascularizacién percutanea fue principalmente de un solo
vaso en el 66,8% o de dos vasos en otro 26,7%, y la revascularizacion se consider6
completa en el 67% de los pacientes. Tampoco hubo diferencias en el nimero de
stent por paciente (de media 1,94+1,2, con un minimo de 1 y un maximo de 8
stent) ni en la suma en milimetros (mm) de la longitud de stent por paciente
(37,3+25 mm). Sin embargo, mas pacientes en el grupo de intervencion recibieron
stents liberadores de fadrmacos, 76% frente a sélo el 59,2 % en el grupo control
(p=0,0001), aunque el 98% de estos stent en ambos grupos fueron stent de

segunda generacion.

Igualmente hubo un porcentaje mayor de angioplastia primaria en el grupo
intervencion 7,3% frente al 1,7% en el de control (p=0,001), aunque el porcentaje

de trombolisis (20,8% frente a 24,9%), angioplastias de rescate (9,5% frente a
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9,7%), uso de inhibidores del receptor IIb/Illa (8,8% frente 9,2%) y bivalirudina

(11,7% frente a 16%) no mostraban diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos.

Tabla 5. Caracteristicas "terapéuticas” basales de pacientes por grupos

Grupo Grupo Valor p
intervencion control
(n=317) (%) (n=402) (%)
Tratamiento inicial
Trombolisis 66 (20.8) 100 (24.9) 0.20
ICP primaria 23(7.3) 7 (1.7) 0.001
Angioplastia rescate 30 (9.5) 36 (9.7) 0.91
Bivalirudina 37 (11.7) 64 (16) 0.21
Anti-IIb-I1la 28 (8.8) 37 (9.2) 0.86
Stent recubierto drogras 241 (76) 238 (59.2) 0.0001
N¢ stent/paciente (mediay dt) 1.94+1.2 1.94+1.18 0.90
Longitud stent mm(media y dt) 37.3+24.2 37.2+£25.2 0.78
Dias en UC (mediay dt) 1.76+1.8 1.8+2.1 0.69
Otros tratamientos farmacoldgicos
b-bloqueantes 276 (87) 358 (89) 0.16
IECAs/ARAII 276 (87) 357 (88) 0.70
Estatinas 298 (94) 384 (95.5) 0.36
IBP 280 (88) 217 (54) 0.0001

Por ultimo, en cuanto al “tratamiento farmacologico al alta” fue similar

respecto al porcentaje de uso de betabloquantes (86,5%), IECAs/ARAII (88%) y

estatinas (94,7%). Sin embargo, mas pacientes en el grupo de intervencion que en

el grupo de control fueron tratados con IBP (88% frente a 54% respectivamente,

p=0,0001), aunque de ellos tratados con omeprazol a la vez que clopidogrel sélo 6

pacientes (3,2%) en el grupo intervencion y 11 pacientes (2,9%) en el grupo

control.
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4.3 Tratamiento antiagregante.

La mediana de duracién de la terapia antiplaquetaria doble fue de 365 dias,
completando el afio de tratamiento el 82% de los pacientes. S6lo el 7,5% recibid
tratamiento doble durante un mes, otro 7,5% entre 1 y 6 meses, y el 3% de los

pacientes entre 6 y 12 meses.

En el grupo de intervenciéon (n=317), 130 pacientes (el 41%) portaba
genotipo de riesgo en alguno de los genes CYP2C19 y/o ABCB1: 125 pacientes
recibieron prasugrel y 5 pacientes recibieron ticagrelor. 187 pacientes (el 59%) no
portaba genotipo de riesgo en ninguno de los genes CYP2C19 ni ABCB1 y recibieron
clopidogrel. El retraso medio de tiempo entre la implantacién del stent y el
resultado de la prueba genética fue de 2,9 dias (* 2,7): los pacientes ingresados en
la unidad coronaria (el 61%) el retraso medio fue de 3,5 dias frente a 1,7 dias en
los que ingresaban en planta. En el momento del resultado genético, 119 pacientes
en tratamiento con clopidogrel se cambiaron a los nuevos inhibidores P2Y12 y 11
que ya los estaban recibiendo continuaron con ellos; 15 pacientes que recibian los
nuevos antiagregantes se cambiaron a clopidogrel y 172 pacientes continuaron con

clopidogrel que tomaban.

El grupo control (n=402) fue tratado con clopidogrel en su mayoria, sélo 27
pacientes (7%) recibié6 como tratamiento prasugrel. El protocolo del estudio se
llevd a cabo como estaba previsto, excepto por el hecho de que 5 pacientes
recibieron ticagrelor en el grupo de intervencién, ya que este farmaco fue

aprobado durante el curso del estudio.
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4.4 Evaluacion clinica genotipado frente a no genotipado

Objetivos de eficacia

Se produjo la variable principal de muerte cardiovascular, SCA o ictus en 32
pacientes (10,1%) del grupo genotipado y en 59 pacientes (14,1%) del grupo
control (HR para el grupo genotipado: 0,63; intervalo de confianza [IC] del 95%: de
0,41 a 0,97; p = 0,037; y tras ajustar por el analisis multivariado HR: 0,58; IC del

95%: de 0,38 a 0,91; p = 0,02). Figura 11.

1 Oﬂh‘-
b Estrategia guiada por genotipo
094 "y
e -+
Estrategia no guiada * 2. S

08+

10.1% vs 14.1%. HR 0.63, 95% Cl1 0.41 - 0.97, p = 0.037

Supervivencia acumulada libre de muerte CV, SCA o ictus

o
w-
=
©-
=

Meses
N2 at risk
Guiado genotipo 317 285 274 257 246
No guiado 402 337 304 288 276

Figura 11. Supervivencia Kaplan-Meier para la variable principal de eficacia
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En el analisis multivariante se incluy6 ademas del genotipado, la edad,
diabetes, IMC, tipo de stent, nimero de stent por paciente, la angioplastia primaria
y el uso de IBP. Solo la edad y el nimero de stent junto al genotipado fueron
predictores independientes de la variable principal, y el indice de masa corporal
mostraba una tendencia a la significacion (figura 12). El modelo predictivo para el

evento primario obtenido, con un indice de concordancia igual a 0.64, fue:

}\(t) =Ao (t) e(-0.537*genotipo+0.051*numstent+0.032*edad+0.045*IM()

Muerte CV/SCA/Ictus

HR LIC UIC valor p
Tte guiado <—4— 0,58 038 091 0,02
N2 de stent 8- 1,05 1,02 1,08 0,0002
Edad HH 1,03 1,01 1,05 0,001
IMC - 1,05 1 1,09 0,05
ICP primaria I 4 > 14 0,5 392 0,51
IBP I ¢ i 0,89 0,56 142 0,64
Stentrecubierto €——f§—-i— 0,68 0,44 1,09 0,11
DM I ¢ 1 124 o080 192 033

f i i |

0,5 0,75 1,5 2

Mejor Peor

Figura 12. Analisis multivariante para predictores de la variable principal

También se analizaron los riesgos para cada uno de los componentes de la
variable principal. En total hubo 2 muertes (0,6%) en el grupo genotipado y 12
(3%) en el grupo control que se debieron a causas cardiovasculares (HR 0,19; IC

del 95%: 0,04-0,86, p = 0,03). En el grupo genotipado tuvieron SCA 27 pacientes
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(8,5%) frente a 41 (10,2%) en el control (HR 0,71; IC del 95%: 0,47-1,26; p = 0,31).
El ACV ocurrié en 2 pacientes (0,6%) en el grupo genotipado frente a 8 (2%) en el

control (HR 0,32; IC del 95%: 0,07 - 1,49; p = 0,12) (tabla 6).

No hubo diferencias significativas en otras variables secundarias del
estudio. Murieron de causa no cardiovascular 2 pacientes (0,6%) en el grupo
genotipado y 1 (0,1%) en el control (HR 2.4; IC 95%: 0.21-26.5; p= 0.47). Hubo 1
caso de trombosis aguda del stent en el grupo de intervencion (0.3%) y otro en el
grupo control (0.2%) (HR: 1.27; IC del 95%: 0.08-20.2; p= 0.87). La
revascularizacion urgente no relacionada con la trombosis del stent ocurrié en 12
pacientes (3,8%) del grupo genotipado frente a 22 pacientes (5,5%) en el control

(HR 0.63; IC 95%: 0.31-1.28; p= 0.20). Tabla 6.

Tabla 6. Asociacion de los grupos con los objetivos primario y secundarios

Grupo Grupo
Objetivos de eficacia Intervencion Control HR (95%IC) Valor-p
(n=317) (n=402)
Muerte CV, SCA, ictus 32 (10.1%) 59 (14.1%) 0.63 (0.41-0.97) 0.037
Muerte CV 2 (0.6%) 12 (3%) 0.19(0.04-0.86) 0.03
SCA 27 (8.5%) 41(10.2%)  0.71(0.47-1.26) 0.31
Ictus 2 (0.6%) 8 (2%) 0.32 (0.07-1.49) 0.12
Muerte no CV 2 (0.6%) 1 (0.2%) 2.41(0.21-26.5) 0.47
Revascularizacion
urgente no relacionada 12 (3.8%) 22 (5.5%) 0.63 (0.31-1.28) 0.20
con trombosis stent
Trombosis de stent 1 (0.3%) 1 (0.2%) 1.27 (0.08-20.2) 0.87
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Objetivos de seguridad

En cuanto a la seguridad, no hubo diferencias en hemorragias TIMI mayores
y menores entre los dos grupos (4,1% vs 4,7%, HR 0,80, IC 95% 0,39-1,63), p =
0,55). En los pacientes del grupo genotipado, 6 (1,9%) tuvieron al menos una
hemorragia TIMI mayor no relacionada con CABG, comparado con 10 pacientes

(2,5%) en el grupo retrospectivo (HR 0,70; 1C 95%: 0,25-1,94; p=0,50). Figura 13.

Hemorragias TIMI
B GENOTIPADO
CONTROL 47
4,1
2.5
1,9 i ok
Mayor Menor Mayor+Menor

Figura 13. Porcentaje de hemorragias TIMI no relacionadas con CABG

Hubo una mayor tasa de hemorragias mayores de riesgo vital en el grupo

genotipado (1,6% frente a 0,7%, p=0,29) y sin riesgo vital en el retrospectivo
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(0,3% frente a 1,7%; p=0,12) pero sin alcanzar en ninguno de los casos
significacidn estadistica, con sélo una hemorragia fatal en el grupo restrospectivo.
Las hemorragias TIMI menores fueron 7 (2,2%) en el grupo genotipado frente a 9

(2,2%) en el grupo retrospectivo (HR 0.93; IC 95%, 0.35-2.49, p=0.88). Tabla 7.

Tabla 7. Hemorragias TIMI no relacionadas con CABG por grupos.

Grupo Grupo
Objetivos de seguridad Intervencion Control HR (95%IC) Valor-
(n=317) (n=402) p

Hemorragia TIMI mayor 6 (1,9%) 10 (2,5%) 0,70(0,25-1,94) 0,5

Por instrumentacion 1(0,3%) 2(0,5%)

Espontanea 2(0,6%) 4(0,9%)

Por traumatismo 3(0,9%) 4 (0,9%)
Hemorragias de riesgo vital 5(1,5%) 3(0,8%) 2,1(0,5-8,9) 0,29
Hemorragias Intracraneales 2 (0,6%) 2(0,5%) 1,27(0,18-9,1) 0,6
Hemorragia fatal 0 1(0,2%) -

Hemorragia TIMI mayory
13 (4,1%) 19(4,7%) 0,80(0,39-1,63) 0,55
menor

Hubo una tendencia a mayor presentacion de otras hemorragias sin
criterios de gravedad TIMI (equimosis, epistaxis, gingivorragias...) en el grupo

genotipado que en el control (13,6% vs 9,7%, p=0,10)

Considerado de forma conjunta, el efecto neto de eficacia y seguridad
mostré una tendencia favorable para el grupo genotipado (13,9% vs 18,4%, HR

0,69, IC del 95% 0,48-1,01, p = 0,058). Figura 14.
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Muerte CV, SCA, ictus o hemorragias TIMI
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Figura 14. Kaplan-Meier para el efecto neto variables de eficacia y seguridad.

4.5 Evaluacion clinica dentro del grupo genotipado

En cuanto a los resultados de las diferentes terapias antiagregantes
utilizadas en condiciones de genotipado, no hubo diferencias en eventos
cardiovasculares ni hemorragias entre los pacientes sensibles tratados con

clopidogrel y los pacientes resistentes tratados con los nuevos antiagregantes.

La variable principal de mortalidad, SCA e ictus ocurrié en 17 pacientes con
clopidogrel (9,1%) y en 15 pacientes con los nuevos antiagregantes (11,5%) con

un HR de 0.76 (IC 95%: 0.38-1.53, p = 0,44). Figura 15. Hubo un solo caso de
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trombosis de stent en un paciente resistente a clopidogrel antes del inicio del
nuevo antiagregante. La revascularizacion urgente no relacionada con la trombosis
del stent se realiz6 en 8 pacientes con clopidogrel (4,2%) y en 4 pacientes con los

nuevos antiagregantes (3,1%) con un HR: 1.37; 0.41-4.55; p=0,6.

Supervivencia libre de muerte CV, SCA o ictus
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Figura 15. Kaplan-Meier de la variable principal de eficacia en condiciones
de genotipado

Las hemorragias TIMI mayores y menores no relacionadas con CABG en el

grupo tratado con clopidogrel frente a nuevos antiagregantes fue similar: de forma
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conjunta 3,7% vs 4,6%; HR: 0.80, IC 95% 0.27-2.38, p = 0,69; las hemorragias
mayores 2,1% vs 1,5% (p= 0,70); la hemorragia menor 1,6% vs 3,6% (p=0,38) y

otras hemorragias sin criterios TIMI 11,8% vs 16,2% (p=0,26). Figura 16.

Supervivencia libre de hemorragias TIMI

ABCB1/CYP funcién normal

O P=r———  (con Clopidogrel)
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0,00 3,00 6,00 9,00 12,00
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normal
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funcién

Figura 16. Kaplan-Meier para la variable de seguridad en condiciones de
genotipado

4.6 Frecuencias genotipicas CYP2C19*2, CYP2(C19*3 and ABCB1

Los pacientes del grupo de intervenciéon fueron genotipados para el
polimorfismo CYP2C19 * 2 y la distribucion fue *1 / *1: 72.87%, *1 / *2: 24.29% y

*2 /*2:2.84% (no-LOF = 72.87% Y LOF = 27,13%). Ningun paciente llevaba el
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alelo CYP2C19 * 3. Con respecto al polimorfismo ABCB1 3435 C> T, la distribucién
del genotipo fue CC 29,02%, CT 51,42% y TT 19,56% (sin riesgo= 80,44% y en
riesgo= 19,56%). Las frecuencias genotipicas de ambos genes estaban en HWE
(CYP2C19*2 p = 0,41, y ABCB1 p = 0,50) y se confirmaron las frecuencias

reportadas (51, 60). Figura 18.

Considerando de forma combinada ambos genes (CYP2C19 y ABCB1), 187
pacientes (59%) no portaban genotipo de riesgo y 130 pacientes (41%) eran
portadores de los genotipos de riesgo. La distribucién de frecuencias genotipicas y
de la variable principal de eficacia por subtipos fue: los pacientes sin genotipo de
riesgo fueron el 59% (187 pacientes) tratados con clopidogrel y presentaron
eventos el 9,1% (17 pacientes); el resto de pacientes con alguno de los genotipos
de pérdida de funcién de clopidogrel y tratados con los nuevos antiagregantes
fueron 68 pacientes con sélo LOF-CYP2C19 (21,5%) que tuvieron el evento
primario el 8,8% (6 pacientes), 44 pacientes s6lo ABCBI1-TT (13,9%) que
mostraron una tasa de eventos cardiovasculares del 13,6% (6 pacientes), y, 18
pacientes con LOF-CYP2c19 y ABCB1-TT (5,7%), tuvieron una tasa de eventos
cardiovasculares del 16,7% (3 pacientes). Estas diferencias en los porcentajes de
eventos no alcanzaba diferencia estadisticamente significativas por el método

Kaplan-Meier (log rank 1,87; p = 0,61). Figura 17.
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a) Porcentaje de subtipos genéticos b) Muerte cardiovascular, SCA o ictus
por subtipos

1,04
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LOF CYP2C19 s6lo - 21,5%
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o
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log rank 1,87, p = 0,61

Supervivencia acum

+ABCB1-TT

meses

Figura 17. Distribucion de frecuencias genotipicas y eventos por subtipos
CYP2(C19 y ABCB1 combinados

Ante estos hallazgos, evaluamos por separado el efecto de los
polimorfismos CYP2C19 y ABCB1 en los pacientes tratados s6lo con Prasugrel, que
fue usado mayoritariamente como antiagregante inhibidor P2Y12 alternativo. Para
ello, primero consideramos a los 84 pacientes con genotipo LOF-CYP2C19 y
tratados con Prasugrel y los comparamos con el resto del grupo intervencién con
genotipo CYP2C19 1/1 (228 pacientes); ambos grupos mostraban un porcentaje de
evento primario similar (8,3% frente a 9,6%, p=0,740). Posteriormente, evaluamos
a los 59 pacientes tratados con Prasugrel con el genotipo ABCBI-TT y los
comparamos con el resto del grupo intervencién con genotipo ABCB1-CT o CC (253
pacientes); los portadores ABCB1-TT mostraban una tendencia no significativa a
presentar mas evento primario que aquellos con genotipo ABCB1-CC o CT (13,6%

frente a 8,3%, HR 1,72, 1C 95% 0,8-3,8, p=0,19).
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Por ultimo, mostrar los resultados del analisis previo al desarrollo del
estudio de intervencion, para determinar la prevalencia del polimorfismo genético
en CYP2C19 y ABCB1 en la poblaciéon andaluza normal. Comprobamos las
frecuencias genotipicas en una muestra de 100 controles del banco andaluz de
DNA como referencia de poblacién normal. La prevalencia de los polimorfismo fue:
para el CYP2C19*2: *1/*1=72.55% *1/*2=25.49% y *2/*2=1.96% (no-LOF =
72.55% Y LOF = 27,45%); para el ABCB1: CC=35.41%, CT=43.75%, TT=20.83%

(sin riesgo=79,16% y en riesgo= 20.83%). CYP2(C19*3: ninguno. Fig 18.

CYP2C19*2 ABCB1
2 2,8 2,2 | 3
l I
Andaluza Intervencién Europea Africana Andaluza Intervencién Europea Africana
W*1/*1 m*1/*2 *2%2 HCC mCT mTT

Figura 18. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos CYP2C19 y ABCB1 en
diferentes poblaciones

Esta distribucion genotipica de la muestra de poblacion control “normal” es

practicamente igual a la poblacion genotipada de nuestro estudio. Sus frecuencias,
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como cabia esperar, son similares a las poblaciones cercanas, la poblacién europea
y africana, descritas en el proyecto 1000 genomas (48, 49). En el caso del
polimorfismo ABCB1 si vemos una mayor divergencia con la africana.
Considerados de forma conjunta el 59% de la muestra no portaban genotipo de
déficit de funcion de clopidogrel y mientras que el otro 41% eran portadores del
genotipo de riesgo, con una distribucién similar al grupo intervencién de nuestro

estudio.
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5 DISCUSION

5.1 Principios, relaciones y generalizaciones que los resultados

indican.

Hasta donde conocemos, éste es el primer estudio que ha investigado si la
eleccion de la doble terapia antiagregante personalizada basada en un test
genético, reduce las tasas de eventos cardiovasculares y hemorragias en pacientes

sometidos a ICP.

Por otra parte, esta estrategia guiada por genotipado combina tres
polimorfismos en los genes CYP2C19 y ABCB1, apoyados por el subestudio genético
TRITON-TIMI-38 publicado por Mega et al (3) que permitiria incluir la estrategia
farmacogenética al seleccionar la terapia antiagregante en pacientes de alto riesgo
sometidos a ICP: clopidogrel para el buen respondedor a este fArmaco y prasugrel

o ticagrelor para aquellos con mala respuesta o resistencia al clopidogrel.

Nuestros resultados indican que la estrategia de eleccion del tratamiento
antiagregante guiado por genotipado en pacientes sometidos a ICP con stent,
comparado con la estrategia previa sin genotipar, reduce la tasa de muerte
cardiovascular, ACS o accidente cerebrovascular durante los primeros 12 meses
tras la ICP y bajo tratamiento antiagregante doble. Se observé una reduccidn en los
componentes individuales del objetivo primario, pero s6lo alcanzé significaciéon

estadistica la reduccion en mortalidad por causas cardiovasculares.

Ademas, este beneficio se produjo sin aumento de los sangrados con
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repercusion clinica y con un efecto neto, considerando de forma conjunta la

variable principal de eficacia y seguridad, favorable a la estrategia de genotipado.

[gualmente hubo un menor porcentaje, aunque no significativo, de
revascularizaciones urgentes no relacionadas con trombosis del stent en el grupo

genotipado, y no hubo diferencias en los casos de trombosis de stent.

Por otra parte, en el grupo intervencidn con la terapia antiagregante guiada
por el genotipo, no hubo diferencias en la tasa de eventos o sangrados segun las
diferentes terapias antiagregantes utilizadas. Por lo que clopidogrel en ausencia de
genes de pobre respuesta, se comportaria tan eficaz como prasugrel o ticagrelor

para evitar eventos.

Esta ausencia de diferencias entre los tratamientos antiagregantes en el
grupo intervencion, sugiere que el beneficio demostrado con la estrategia de
genotipado sobre la estrategia no guiada del grupo control, no seria debido al
mayor porcentaje de uso de los nuevos antiagregantes en el grupo intervencidn,
sino probablemente por la prevencion del fenémeno de resistencia al clopidogrel

en el grupo control.

La prevalencia de los polimorfismos en CYP2C19 y ABCB1 en la poblacion
sana de nuestro entorno fue similar a los pacientes del grupo intervencidn, y a su
vez muy similar a la descrita en proyecto 1000 genomas (48) para la poblacion
europea y algo divergente a la africana s6lo para el polimorfismo en ABCB1 (figura
15), pero que se explicaria por la situacion intermedia de nuestra poblacion de

estudio y control sano, entre la poblaciéon europea y africana. Estos datos
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apoyarian la no asociacién de estos polimorfismos como factor de riesgo
patogénico directo de enfermedad cardiovascular aterotrombdtica, sino s6lo como

un marcador o modulador de la respuesta a clopidogrel.

5.2 Consecuencias tedricas del trabajo y sus posibles

aplicaciones practicas.

Estos resultados confirmarian las recomendaciones de las agencias de
medicamentos de realizar el genotipado de los polimorfismos que afectan a la
funcién de clopidogrel, antes de su uso en los pacientes de alto riesgo, para
comprobar que el paciente es buen respondedor; y segin nuestro estudio,
probablemente no soélo el genotipado del CYP2C19 sino que también deberia

incluir del ABCB1.

También demuestra como estrategia valida dentro de la medicina
personalizada, el evitar los casos de pobre respuesta a clopidogrel eligiendo como
alternativa los nuevos antiagregantes del receptor P2Y12, prasugrel o ticagrelor,
frente al aumento de dosis de clopidogrel, que no se ha demostrado eficaz en

estudios previos con el tratamiento guiado personalizado (134, 137).

Por otro lado, la alta prevalencia en nuestra area de estos polimorfismos de
fracaso de clopidogrel, hasta el 40% de la poblacién, hace necesario implementar
el estudio farmacogenético en aquellos pacientes de alto riesgo sometidos a
intervencion coronaria percutanea. Esto deberia de realizarse por lo menos

siempre que se plantee el tratamiento con clopidogrel, para asegurarnos de la
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eficacia del tratamiento antiagregante prescrito, y probablemente también, para
un uso selectivo de los nuevos antiagregantes que evitara el exceso de hemorragias
y costes que supondria la adopcién universal de estos ultimos: pasar de la talla

Unica antiagregante al tratamiento personalizado guiado por genotipado.

Este estudio farmacogenético cobra mas importancia teniendo en cuenta el
uso actual generalizado de la estrategia intervencionista percutanea en el paciente
coronario. En el ultimo registro de manejo del SCA en Espafia en 2012 (146), que
incluy6é una poblacién de pacientes con 1AM en el 69,2% y Al en el 21,8%, se
realiz6 coronariografia en el 84% de todos ellos, se practicé revascularizaciéon con

ICP al 61% y se indic6 cirugia coronaria so6lo al 5% de los pacientes.

La combinacién de AAS con un potente inhibidor del receptor P2Y12
(prasugrel o ticagrelor) se recomienda en la mayoria de estos pacientes con SCA y
sobre todo si han sido sometidos a ICP. Sin embargo, en la toma de decisiones
respecto a la eleccion del mejor tratamiento antiagregante para cada paciente,
deben ser considerados tanto su riesgo isquémico como su riesgo de sangrado
junto a factores individuales del mismo. En nuestra area sanitaria se ha
consensuado con las diferentes unidades clinicas implicadas en la atencién del
paciente con SCA, un algoritmo para la eleccion del tratamiento antagonista P2Y12
basados en las guias clinicas de las sociedades cientificas y que ha incluido como
una opcion alcanzable en base nuestro trabajo de investigacion, la terapia
personalizada basada en la genética. Anexo III: algoritmo para la eleccion del

tratamiento antagonista P2Y12.
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5.3 Excepciones o faltas de correlacion y aspectos no resueltos.

El beneficio de la estrategia de genotipado se observ en una poblacién de
pacientes sometidos a ICP con stent y mayoritariamente con SCA tanto sin
elevacion del ST como con elevacion, aunque en este ultimo caso la estrategia de
reperfusion predominante durante el estudio fue la trombolisis, por lo que nuevos
estudios actualmente en marcha deberan confirmar el beneficio del uso del

genotipado en el contexto de la ICP primaria (147).

Las pruebas genéticas en el punto de atenciéon después de la ICP pueden
realizarse eficazmente a la cabecera de la cama, aunque el retraso hasta el
diagnostico genético en nuestro estudio fue de 3 dias de media, lo que expone al
paciente a un riesgo de complicaciones trombdticas en el periodo mas precoz y
vulnerable tras la ICP. Dada la necesidad de decisiones de tratamiento emergentes
y con la perspectiva de que la terapia personalizada pueda producir el mayor
beneficio terapéutico en estos pacientes de tan alto riesgo, una estrategia a
explorar, al menos en el contexto del SCA, seria iniciar con el tratamiento
antiagregante mas potentes en el momento de la ICP y una vez obtenido el
resultado genético, desescalar el tratamiento hacia clopidogrel en los buenos
respondedores. En nuestro estudio los cambios de clopidogrel a
prasugrel/ticagrelor o viceversa, la administracion de dosis de carga antes de
comenzar con la dosis de mantenimiento fue opcional, aunque en la practica no
hubo ninguna. Hubo un caso de trombosis protésica en el cambio de clopidogrel a

prasugrel en un paciente resistente a clopidogrel antes del inicio de este.

En cuanto a los resultados de los diferentes antiagregantes en el grupo de
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intervencion en el contexto farmacogenético, hay que tener en cuenta que el
tamafio muestral fue calculado para el objetivo primario del estudio y
probablemente no alcanzamos potencia estadistica para demostrar diferencias en
objetivos secundarios, y, serian necesarios mas estudios para confirmar nuestros

resultados.

En nuestro estudio, la personalizacién del tratamiento antiagregante con el
uso selectivo mayoritariamente de prasugrel se baso6 en el estado de portador de
CYP2C19*2 y/o ABCBI1-TT. Aunque el alelo CYP2C19*2 es un potente y mas
estudiado predictor de fracasos de tratamiento con clopidogrel después de la ICP,
la incorporacién de otro alelo, el ABCB1-TT, mejora la capacidad de identificar
individuos en riesgo. Sin embargo, la influencia de este polimorfismo en la
absorcién de otros farmacos como Prasugrel no estd totalmente aclarada. En
nuestro estudio, al igual que en el subestudio genético de TRITON-TIMI 38 (60), los
pacientes en tratamiento con Prasugrel con el genotipo ABCB1-TT mostraban una
tendencia a tener mas eventos. Probablemente en este caso, en portadores del
genotipo ABCBI1-TT, la mejor alternativa a clopidogrel seria ticagrelor que no

parece influirse claramente por este polimorfismo (63)

En nuestra estrategia antiagregante guiada no tuvimos en cuenta la variante
alélica del CYP2C19*17 que confiere una ganancia de funciéon y una propension
aumentada hacia el sangrado al recibir clopidogrel. Las pautas farmacogenéticas
actuales recomiendan la dosificacién estandar de 75 mg diarios a los portadores de
este genotipo (148) dando mas trascendencia a los alelos que conllevan pérdida de

funcion, con posibilidad de tratamientos alternativos y asumiendo que en
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pacientes portadores CYP2C19*2/*17 la pérdida de funcién no se compensa con la

ganancia.

Sin embargo, en el estudio RAPID STEMI (137), que analiz6 esta variante
junto alelos LOF CYP2C19 y/o el genotipo ABCB1-TT, no hubo homocigotos
portadores de CYP2C19*17 que tuvieran alta reactividad plaquetaria al mes de la
ICP estando en tratamiento con clopidogrel, lo que sugeriria que esta variante
anularia el efecto negativo de los genotipo de riesgo y probablemente no
necesitarian cambio a antiagregantes mas potentes. La prevalencia de este grupo
en el estudio fue del 6,1% aunque con un tamafio muestral muy pequefio (3
pacientes fueron portadores *17/*17 de 30 pacientes con alelo CYP2C19*2 o
genotipo ABCB1 TT). Se requeririan estudios prospectivos mas amplios para
investigar mas a fondo, el impacto de este polimorfismo entre los individuos que

también llevan alelos LOF CYP2C19 y/o el genotipo ABCB1 TT.

Hay otros factores, aparte de la genética, que pueden afectar la respuesta de
clopidogrel. La prevalencia de eventos cardiovasculares entre los no portadores
tratados con dosis estandar de clopidogrel en nuestro estudio fue todavia del 10%
y algunos pacientes persisten con reactividad plaquetaria alta bajo tratamiento con
clopidogrel a pesar de no ser portadores de estos genes de riesgo (entre el 4,8 y
9,5% en el RAPID STEMI) (137). Nuestro estudio fue disefiado para evaluar una
estrategia de eleccion de tratamiento que utilizaba como guia so6lo la genética,
aunque en el analisis multivariante se incluyeron otras variables que previamente
se sabe que influyen en la reactividad plaquetaria mediada por clopidogrel (como

la diabetes, IMC y el uso de IBP) y que pudieran tener una diferente distribucion
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entre los dos grupos de tratamiento. Sin embargo, de ellos s6lo el estatus de
portador para un genotipo de riesgo fue predictor independiente de eventos. La
edad y el nimero de stent utilizados, probablemente como reflejo de la extensién
de la enfermedad coronaria, fueron también predictores independientes de
eventos. El poder discriminante de nuestro modelo predictivo multivariante para
discernir entre los pacientes que van a presentar el evento primario del estudio,
frente a aquellos que no lo presentaran medido por el indice de concordancia, fue
del 0.64, lo que indica una buena capacidad de discriminacién. Sin embargo, las
estrategias futuras de eleccion de tratamiento antiagregante quizas requieran la
consideracion de un enfoque multifactorial que aborde causas genéticas y no
genéticas en la prevencién de eventos cardiovasculares (149). Figura 19. Los
factores modificables y no modificables (incluyendo la genética) se ilustran en la
figura. El tratamiento antiagregante anti-P2Y12 guiado por el genotipo CYP2C19 y
ABCB1 mejoran los resultados en eventos isquémicos y hemorragicos después del

tratamiento invasivo con ICP.

La influencia de acontecimientos externos a lo largo del tiempo puede
justificar la diferente distribucién de las caracteristicas basales terapéuticas entre
los grupos. La alerta farmacolégica de la EMA y la FDA (46, 47) sobre una posible
interaccion entre clopidogrel y los IBP que finalmente se focaliz6 en el omeprazol,
podria justificar el menor uso de IBP en el grupo control. El mayor uso de
angioplastia primaria y de stent recubiertos en el grupo intervenciéon igualmente
seria reflejo de la mejora de la atencion sanitaria al SCA (14). No obstante, estas

variables no fueron predictoras de eventos en el analisis multivariante en nuestro
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estudio.

Factores modificables Factores
No modificables
Elecciondel antiagregante Genética Tratamiento
i i )
. uiadotras
(dosisy farmaco) (e].CYP2C19y i 8 ieh
ABCEL (mejora
Comedicacion )
(Tl i
(ej. IBP) Nivel de AN prondstica)
Inhibicion
IMC plaquetaria Edad
(Mediado
Tabaquismo por P2Y12) Sexo
. Presentaciénclinica
Adherenda (SCA, Angina estable)
Clorrporbilidad Extension enfermedad
(ej. Diabetes, IR) coronaria

Figura 19. Factores que influyen en el nivel de agregacion plaquetaria.

5.4 Nuestros resultados e interpretaciones con los trabajos de

investigacion previos de otros autores.

Comparando nuestros resultados con los publicados anteriormente,
podemos observar que la tasa de eventos cardiovasculares en nuestro estudio
(10%) es ligeramente superior a la publicada por Mega et al (60) para los
pacientes no resistentes a clopidogrel (6,3%). Esta diferencia podria explicarse
porque el 41,5% de los pacientes con SCA incluidos en nuestro estudio eran
IAMCEST, mientras que en el ensayo clinico pivotal del TRITON TIMI 38 (20) sélo
el 26% de los pacientes fueron pacientes con IAMCEST. Del mismo modo, en

nuestro estudio la media de edad y el porcentaje de diabéticos fueron mayores que
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los incluidos en el ensayo clinico pivotal (11). Por ultimo, el evento combinado
principal de nuestro estudio incluyo6 el SCA tanto por IAM como por Al, mientras
que en el subestudio de Mega et al sélo incluy6 el IAM. En nuestro estudio, se
incluy6 la Al en el evento combinado principal para prevenir el impacto que
supuso la introduccién de las troponinas ultrasensibles durante el desarrollo del

estudio en el diagnostico del IAM.

Sin embargo, en el subestudio genético del estudio PLATO (63), cuyo evento
combinado principal también incluyé sélo el IAM, sus resultados mostraron que
los pacientes no resistentes al clopidogrel tenfan una tasa de eventos

cardiovasculares similar a nuestros resultados (9,5%).

En cuanto a la tasa de hemorragias menores y mayores no relacionadas con
la cirugia coronaria para clopidogrel referidas en el estudio TRITON TIMI 38 (20)
fueron similares a las descritas en nuestro estudio (3,8%); sin embargo el exceso
de hemorragias en el grupo Prasugrel (5%) se redujo en nuestro estudio con el uso
selectivo de los nuevos antiagregantes (4,1%). Para Ticagrelor no disponemos de
datos comparables pues la tasa de hemorragias menores y mayores referida en el

estudio PLATO incluy6 a las hemorragias relacionadas con CABG.

Con respecto a los dos estudios previamente comentados que han usado el
genotipado para guiar el tratamiento doble antiagregante, el RAPID GENE en 2012
(136) usando el alelo CYP2C19*2 y el RAPID STEMI en 2016 (137) ampliando como
marcadores de resistencia a clopidogrel los alelos CYP2C19*2 y ABCB1 TT,
demostraron que la estrategia farmacogenética guiada con el uso selectivo de

Prasugrel frente a Clopidogrel en el tratamiento antiagregante después de una ICP
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era eficaz para reducir la alta reactividad plaquetaria durante el tratamiento
antiagregante doble. Sin embargo, el tiempo de analisis fue a muy corto plazo (en
los primeros 7 dias o primer mes de tratamiento) y a diferencia de estos, nuestro
estudio es el primero que analiza el uso de la farmacogenética en resultados

clinicos y no en objetivos subrogados como la agregacién plaquetaria.

Tambien demostraron que la identificaciéon de estas variantes genéticas es
factible a pie de cama incluso en pacientes con IAMCEST que reciben ICP precoz,
aunque para ello utilizaron un dispositivo en el punto de atencién (el dispositivo
Spartan RX), que en 55 minutos permitia conocer el estado de portador de todos
los alelos. Mientras que en nuestro estudio la identificacién del estado de portador
se realizd con la prueba genética estandar o convencional, con secuenciacién
directa de ADN en un laboratorio central que usaba el dispositivo Applied
Biosystems® 7500 Real-Time PCR System y la tecnologia de genotipado descrita
en el anexo IlIl, con el retraso ya comentado en la obtencion del diagnostico

genético.

Igualmente demostraron que los portadores CYP2C19*2 y ABCB1 TT tenian
una prevalencia significativamente mayor de hipereactividad plaquetaria al inicio
tras clopidogrel comparado con los no portadores, apoyando su clasificacién como

un grupo de riesgo para el fracaso del tratamiento con clopidogrel.

Por otra parte, el tratamiento de los no portadores con clopidogrel resulté
en que soélo el 4,6% de los sujetos tenian HPR a 1 mes sugiriendo que clopidogrel
puede ser adecuado entre la gran mayoria de los sujetos que no poseen un

genotipo de riesgo. Estos hallazgos apoyan nuestros resultados de una estrategia
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personalizada pautando una terapia mas potente a los pacientes “resistentes” o en
riesgo de fracaso del tratamiento con clopidogrel, evitando al resto de los pacientes

“sensibles” a clopidogrel el exceso de sangrados con los nuevos antiagregantes.

En los Paises Bajos, se ha iniciado un ensayo multicéntrico, el estudio
genético “POPULAR” (NCT01761786)) en el que 2.700 pacientes con IAMCEST
sometidos a angioplastia primaria son randomizados en el grupo intervencién a
tratamiento antiagregante guiado por genotipado o en el grupo control al
tratamiento estandar actualmente recomendado de Ticagrelor o Prasugrel. El
brazo genotipado se ha focalizado en los polimorfismos en CYP2C19, y aquellos
pacientes portadores de un alelo LOF se prescribira prasugrel o Ticagrelor, y en los

pacientes no portadores de estos alelos LOF, se prescribira clopidogrel (147).

De manera similar, en el estudio "The Tailored Antiplatelet Therapy
Following PCI” (TAILOR-PCI), se reclutaran 5.000 pacientes con SCA o enfermedad
coronaria estable todos sometidos a ICP con stent. Se asignaran al azar a un brazo
de terapia convencional con clopidogrel o un enfoque prospectivo de terapia
antiplaquetaria guiada basada en el genotipo CYP2C19 con Ticagrelor para los

portadores LOF y clopidogrel para los no portadores (NCT01742117).

Otros estudios en marcha que también estan evaluando una estrategia
selectiva de uso de Prasugrel o Ticagrelor en pacientes con genotipos de riesgo
tras un IAM y/o ICP son “Bedside Testing of CYP2C19 Gene for Treatment of
Patients With PCI With Antiplatelet Therapy” (NCT01823185) en pacientes con
IAM y elegibles para ICP en las primeras 12 horas, con antiagregante selectivo

guiado por polimorfismos en CYP2C19, y el PRAISE-GENE, “PRAsugrel or
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(NCT01641510), en pacientes con SCA sometidos a ICP guiados por CYP2C19.

El estudio PREPARE (150), financiado por la Comision Europea en el
programa H2020, en el que nuestro grupo de investigacion estd participando
dentro de un ambicioso programa de implementacién de la farmacogendémica en
Europa, es un ensayo cruzado abierto aleatorizado en 7 paises europeos, que va a
investigar un enfoque de genotipado preventivo con un panel de 56 variantes
farmacogenéticas que abarca 13 importantes asociaciones firmacos-genes como
un nuevo modelo de medicina personalizada. De los 8000 pacientes que se
incluirdan, un 10% de ellos (800 pacientes) recibiran en el grupo control
tratamiento con clopidogrel sin genotipado o en el grupo intervencién tratamiento
guiado en base al polimorfismo CYP2C19, en el contexto predominante de la
cardiopatia isquémica, aunque también en otras patologias como la arteriopatia

periférica o el ictus.

El Consorcio de implementacién farmacogenética (CPIC) ha publicado unas
guias en 2013 que recomienda el uso de la informaciéon genética para guiar el
tratamiento con clopidogrel, ademas advirtiendo de que la evidencia es
convincente para la relacion entre el genotipo CYP2C19 y la respuesta al
clopidogrel en pacientes con SCA sometidos a ICP(151). Sin embargo, no da
recomendaciones sobre el ABCB1 porque hasta ahora la evidencia se sigue

considerando insuficiente.
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5.5 Limitaciones del estudio

Existen varias limitaciones en este estudio.

En primer lugar, se trata de un disefio experimental en el que el grupo
control es un grupo retrospectivo. Por un lado, no nos pareci6 ético mantener un
grupo control tratado con clopidogrel sin tener en cuenta su genotipo, dada la
evidencia disponible sobre la resistencia genética a clopidogrel, y, las
recomendaciones de las guias europeas y americanas (12, 13, 108, 109) de usar
clopidogrel como farmaco de segunda linea en el SCA priorizando prasugrel o
ticagrelor. Por otro lado, esta estrategia nos permitiria reducir el periodo de

reclutamiento haciendo la muestra mas homogénea.

Para evitar el sesgo de seleccién en el grupo de control, los pacientes fueron
seleccionados sobre la base de los criterios de inclusiéon después de la ICP con
stent, sin ser conocedores de la evolucion en el periodo posterior. Asimismo, para
evitar los sesgos de confusion, en la fase de anadlisis los resultados del estudio se

ajustaron en un modelo multivariado.

Por ultimo, s6lo individuos de raza caucasica se incluyeron en este estudio y
la traslacion de nuestros resultados a otras poblaciones necesitaria de

confirmacioén con futuras investigaciones.
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6 CONCLUSIONES

a) Nuestros resultados sugieren que en pacientes con enfermedad coronaria
sometidos a ICP con stent, la elecciéon del tratamiento antiagregante con una
estrategia guiada por genotipado de los polimorfismos en los genes CYP2C19 y
ABCBI, frente a la estrategia sin genotipado, durante los primeros 12 meses tras la

ICP y bajo el tratamiento antiagregante doble:

- Reduce las tasas del combinado de muerte cardiovascular, SCA o accidente
cerebrovascular. Esta reduccién se produjo principalmente por una reducciéon en

la mortalidad cardiovascular.

- No incrementa la tasa de hemorragias TIMI mayores y/o menores no

relacionadas con CABG con el uso selectivo de los antiagregantes mas potentes.

- Tiene un efecto neto favorable en la prevencion conjunta tanto de eventos

tromboticos como de las hemorragias.

- Sin embargo, no hubo diferencias significativas en los casos de trombosis de
stent ni en el porcentaje de revascularizaciones urgentes no relacionadas con
trombosis del stent, aunque este ultimo fue numéricamente inferior en el grupo

genotipado.

b) Dentro del grupo de pacientes con tratamiento antiagregante guiado por

el genotipo de los polimorfismos en CYP2C19 y ABCB1:

- El 59% de los pacientes fueron “no portadores” de genotipos de riesgo

(sensibles a clopidogrel) y el 41% fueron “portadores” de los genotipos de riesgo
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(resistentes a clopidogrel): el 21,5% sélo LOF-CYP2C19, el 13,6% so6lo ABCB1-TT y

el 5,7% ambos.

- El tratamiento antiagregante doble en condiciones de genotipado, no mostro
diferencias en el combinado de mortalidad cardiovascular, SCA o ictus entre los
pacientes tratados con clopidogrel en comparacién con los nuevos antiagregantes,

ni tampoco en la tasa de hemorragias TIMI menores y/o mayores.

c) Por ultimo, la prevalencia de los polimorfismos genéticos en una
poblacion sana control en nuestro medio es similar a la descrita para la poblacién

caucasica europea y algo diferente a la norteafricana respecto al genotipo ABCB1.
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Principales avances que supone este trabajo de investigacion:

1) Es el primer estudio que investiga los "resultados clinicos" de la eleccion

de la terapia antiplaquetaria basada en un test genético.

2) Apoya la recomendacion de las guias de farmacogenética de realizar el
genotipado en pacientes con cardiopatia isquémica tratados con stent, siempre que
se considere usar clopidogrel como tratamiento antiagregante doble que

acompaiie al AAS.

3) Supone una contribucién original en la "medicina personalizada" que se
centra en una estrategia farmacogenética: clopidogrel para el buen respondedor a
este farmaco, y, prasugrel o ticagrelor para aquellos con respuesta inadecuada a

clopidogrel.

El tratamiento antiagregante personalizado basada en la genética es un
objetivo actualmente alcanzable, aunque investigacion adicional en marcha debera

confirmar nuestros resultados.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXO I- Procedimiento del genotipado.

El genotipado es el conjunto de procesos encaminados a conseguir determinar la
informacién genética de un organismo, de forma que pueda ser identificado y

diferenciado.

El genotipado persigue el andlisis de las variaciones individuales que existen en la
secuencia genética de un ser vivo. Para realizar un genotipado se utilizan una
variedad de técnicas entre las que se incluyen la PCR (para amplificar el material
genético), hibridacién (para discriminar secuencias homologas), secuenciacidon
(para determinar la secuencia genética de fragmentos genéticos mas o menos
largos) y el andlisis informatico (para realizar operaciones complejas de

ensamblado, alineacién y anotacién genética).

Los diferentes polimorfismos del estudio, SNPs (rs4244285 SNP, CYP2C19*2;
rs4986893 SNP, CYP2C19*3; rs1045642 SNP, ABCB1), se genotiparon mediante
discriminacidon alélica utilizando ensayos de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) a tiempo real, también llamada PCR cuantitativa (quantitative real-
time PCR, qPCR). Para ello se utilizaron sondas especificas de hibridacién
modificadas mediante un ligando de unién al surco menor (minor groove binder,
MGB) de la marca comercial Life Technologies™ (Foster City, CA), llamadas sondas

TaqMan® MGB.

Tecnologia TagMan®

En términos generales, a pesar de las diferencias metodoldgicas en la deteccion de
SNPs y CNVs, la tecnologia de las sondas TagMan® se basa en aprovechar la
actividad exonucleasa 5'—3’ de la enzima Thermus aquaticus (Taq) DNA
polimerasa (Taq DNA Polimerasa) para que degrade la sonda de hibridacién
durante la amplificacion por PCR (Lie y Petropoulos, 1998), y en la deteccion de

fluorescencia especifica emitida por varias sondas disefiadas para el polimorfismo
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a estudiar.

Las sondas TagMan® son oligonucle6tidos con una longitud media de 20 a 30 pares
de bases. La sonda intacta tiene unido en su extremo 5’ un fluorocromo donador
(reporter) cuya emisiéon de fluorescencia esta inhibida por la proximidad de una
molécula unida al extremo 3’ llamada apantallador, inhibidor, apagador o aceptor
(quencher) no fluorescente (NFQ), debido a un efecto de transferencia de energia
tipo Forster (Fosrster, 1948; Lakowicz, 1983). El espectro de emision del reporter
se tiene que solapar con el espectro de absorcién del quencher. La sonda no puede
ser extendida por la Tag DNA Polimerasa ya que su extremo 3’ esta bloqueado (ver

Figura 11).

Figura 1. Estructura de las sondas TagMan®.

5’ Reporter
R
5' Reporter ;
3' Quencher 3’ Quencher
R Taq
- Q — DNA " =a Q
- polymerase ’_‘J_ s >
— ol T -
Amplified Target DNA
1. Probe in solution emits 2. Emission of the fluorescence
low fluorescence by hydrolysis

Esta sonda marcada esta disefiada para que se hibride por complementariedad de
bases con el centro del amplicdn o producto de PCR, generado por la extension de
los cebadores, que contiene el polimorfismo de interés. Durante la amplificacién
por PCR, si la Taq DNA polimerasa se encuentra con la sonda unida a la hebra de
DNA que se estd extendiendo, la hidroliza mediante su actividad exonucleasa
5’>3’. La hidrdlisis de la sonda hibridada libera el reporter unido a su extremo 5’
que, al alejarse del quencher que lo inhibia por proximidad, emite fluorescencia

especifica del tipo de fluorocromo (ver Figura 2). La fluorescencia emitida por el
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reporter liberado es directamente proporcional a la cantidad de amplicén
producido. El incremento de fluorescencia se monitoriza al final de la reacciéon

(PCR de tiempo final) o durante la reaccion, en cada uno de los ciclos (qPCR).

El ensayo TaqMan® utiliza parametros universales de ciclos térmicos y condiciones
de la PCR. Estas sondas exigen que no haya una guanina (G) en el extremo 5’, Ya

que una G adyacente al reporter inhibe la fluorescencia incluso tras la hidrdlisis.

Figura 2. Representacion paso a paso del proceso del ensayo exonucleasa 5’ de las
sondas TagMan® MGB que tiene lugar en cada ciclo durante la amplificacién por
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Las sondas TagMan® utilizadas en este estudio estdn mejoradas debido a que
contienen una molécula llamada ligando de union al surco menor (MGB) en el
extremo 3’, junto al quencher. MGB es una pequefia molécula que forma un daplex
extremadamente estable con el surco menor del DNA bicaterio, lo que permite
utilizar sondas mas cortas en los ensayos basados en hibridacion. Cuando la sonda
TagMan® se hibrida por complementariedad perfecta de bases, MGB estabiliza
eficazmente la hibridacion incorporandose al surco menor del DNA bicatenario

formado entre la sonda y la secuencia diana (ver figura 3).

Figura 3. Principio de las sondas TagMan® MGB

hv

VAANAANAANS i R
Intact probe '
(fluorescence quenched) V

PCR ’ Iy
extension

Tag polymerase
S'-nuclease
cleavage
Q
S
~ A_;’?
NN, TN\
+
hv ‘*. i/\))J*(
e R
& Cleaved probe
h (fluorescence released)

146



Anexos

La mayor estabilidad generada aumenta la especificidad de la hibridacidn, creando
una mayor diferencia en la temperatura de anneling (Tm) entre sondas
complementarias y no perfectamente complementarias. Esta propiedad permite
que las sondas TagMan® MGB sean mas cortas (normalmente de 13 a 20 bases) en
comparacion con las sondas TagMan® estandar (de 18 a 40 bases), sin afectar a las

condiciones del ensayo.

Este tipo de sondas presentan varias ventajas para la qPCR, principalmente para
ensayos multiples. Al mejorar el rendimiento espectral se obtienen resultados mas
precisos y robustos entre distintos ensayos. Ademas, la mayor especificidad de la
hibridacién mejorar la discriminacién de las dianas. Ademas, al ser las sondas mas
pequefias, se pueden acoplar a amplicones mas cortos, tales como las secuencias

consenso, lo que aumenta las posibilidades de estudio.

Deteccion de SNPs

La tecnologia TagMan se puede emplear para el genotipado de SNPs. Este ensayo,
denominado TagMan® SNP Genotyping Assay por Life Technologies™, utiliza la
actividad exonucleasa 5'—3’ de la Taq DNA polimerasa, como mas atras en
“Tecnologia TagMan®”, junto con dos sondas TagMan® para discriminar entre
los dos alelos de un SNP. Estas sondas TagMan® son complementarias a cada uno
de los dos alelos de un SNP. Cada una tiene un reporter en el extremo 5’ que emite
fluorescencias, cuando esta libre, con diferente espectro de excitacion y emision
(FAM™ dye o VIC® dye), y un quencher no fluorescente (NFQ) en su extremo 3’ junto

a una molécula MGB.

Durante la fase de amplificacién por PCR, la Taq DNA polimerasa degrada las
sondas hibridadas con el DNA, produciéndose la emision de fluorescencia
especifica a una de las sondas o a ambas, segun el alelo encontrado (ver Figura 4).
Esta técnica resulta muy util en casos en los que el volumen de muestras es
elevado y hay que genotipar pocos SNPs, no siendo posible el analisis simultaneo

de varios SNPs en una misma reaccion de amplificaciéon por PCR.
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Figura 4. Esquema del proceso de deteccion de SNPs mediante sondas TagMan®
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Los ensayos de genotipado de SNPs para determinar el genotipo de muestras
desconocidas se pueden realizar mediante PCR de tiempo final y/o qPCR (Figura 8,
Figura 9 y Figura 10). Si se utiliza la técnica qPCR se obtiene mayor cantidad de
informacion ya que obteniéndose obtienen datos de la cantidad de fluorescencia en
cada ciclo, ademas de a tiempo final (ver Figura 8, Figura 9 y Figura 10). Los

ensayos determinan si las muestras desconocidas que queremos genotipar son:

e Homocigotos tipo 1: muestras que sdlo tienen el alelo 1 (CC).

5% DNA template [ 7#/3‘ 5§ DNA template [ —
& 3 ~ 2 c ~
3 § 3 5
¥ Reva;se primer
fusP
Probe /

A

Forward primer

. [ EG N_G’B

Cc

Figura 5. Emision de fluorescencia VIC® debido a que el individuo es homocigoto
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para el alelo C.

e Homocigotos tipo 2: muestras que soélo tienen el alelo 2 (TT).

& DNAtemplate & 5> . DNAtemplate A
\, _— —r . ———

B e Al A
3 5 3 )

5 2 3

;F-?-e;'.e;se primer
GB
Probe -
-
& g
Reverse primer 2 B
SEERlE A MG

Figura 6. Emision de fluorescencia FAM™ debido a que el individuo es homocigoto

parael alelo T.

e Heterocigotos: muestras que tienen el alelo 1 y el alelo 2 (TC).

Sy -  r® e = ==
Y = =3 T i —— =
3 5 3 B
5 »3 § 5 3
= — o — —

~ Reverse primer ~ Reverse primer
Forward primer 5 GB
A )&l -
— TR .
A
Forward primer e
P ¢ fcs
I TIm®
Cc

Figura 7. Emision de fluorescencia VIC® y FAM™ debido a que el individuo es
heterocigoto (TC).

La figura 8 representa los datos de fluorescencia obtenidos en la lectura final
(post-read) en un grupo de muestras. Los puntos azules, préoximos al eje de
coordenadas, y los puntos rojos, proximos al eje de abscisas, son cada uno de los
homocigotos. Los puntos verdes son los heterocigotos. El NTC, que corresponde a

un control sin DNA, esta representado con un cuadrado, localizado cerca del cero

de fluorescencia.
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Figura 9. Representacion logaritimica de la fluorescencia durante la qPCR en los
diferentes genotipos.
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Figura 10. Representacién lineal de la fluorescencia durante la qPCR en los
diferentes genotipos
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La Figura 9 representa de forma logaritmica los datos de fluorescencia obtenidos
durante la qPCR de los diferentes genotipos, dos homocigotos y el ultimo el
heterocigoto.

La Figura 10 representa de forma lineal los datos de fluorescencia obtenidos
durante la qPCR de los diferentes genotipos, dos homocigotos y el ultimo el
heterocigoto.

Componentes y Cantidades de PCR

En cada placa para amplificacién por PCR es necesario incluir (Ver Figura 11):

NTC
0000000000000 0000000000
e 6 0 o o o o
2008000000000 000C0OCCOCRNRS
Muestras | <€ h .. o600 0 0 !
0000 000O0OOCCOOOODOIDOBDOOYS
H e & 0 o & o o
1100000000000 0000000000000
1 e & 0 & o o o
0000 00000000000000000000] ,»-—=—"-~
L ® o o o o o e = Controles *
Réplicas [€1r0 000 00000000000000000000 :
NI! o o L ® o o IQ: > Heterocigoto
(00000 0000000000000000000 )
PI. o o o0 o .I @ G. > Homocigotos

¢ mm o v

Figura 11. Representacidon esquematica de la localizacién de cada uno de los tipos
de muestras que hay que incluir en una placa éptica para PCR de 384 pocillos.

e Muestras: individuos de genotipo desconocido.

e Réplicas: corresponde a reacciones con la misma muestra que contienen
componentes y volumenes idénticos. Se replican el 20% del total de muestras.

e Controles negativos: muestra que no contiene DNA de ningun individuo pero

si del resto de componentes, denominado NTC (No Template Control). Los NTCs
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no deberian generar ningtin producto de amplificaciéon por PCR. Se afiaden 2 por
cada SNP estudiado.

e Controles positivos: muestras que contienen genotipos conocidos, validados
mediante secuenciacion por el método Sanger (homocigoto para el alelo 1,

homocigoto para el alelo 2 y heterocigoto para los alelos 1y 2).

Las reacciones de PCR de los ensayos de genotipado incluyen los siguientes

componentes:

TagMan® Genotyping Master Mix (Figura 12):

Figura 12. TagMan® Genotyping Master Mix.

'& Applied
A% Big?ystems

TagMan® Genotyping
Master Mix

Se compone por los siguientes elementos:

e Enzima AmpliTaq Gold® DNA Polimerasa, Ultra Pura (UP): es del tipo hot
start, lo que quiere decir que esta inactivada a temperatura ambiente, y requiere
de un tiempo inicial de activacién que suele ser de 10 min a 95°C. Su funcién es
extender la hebra de DNA a partir de los cebadores hibridados sobre el molde
de DNA genémico (gDNA). Mediante su actividad exonucleasa 5'=3’ hidroliza
las sondas que se han hibridado con su secuencia diana, lo que provoca la
separacion fisica del quencher con el reporter, y por tanto la emisién de

fluorescencia de éste ultimo.

AmpliTag Gold®
DNA Polymerase
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e Desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs): necesarios para que la polimerasa
realice la extension en la amplificacion por PCR.

e ROX" dye: fluorocromo utilizado como referencia pasiva interna que sirve para
normalizar entre las muestras la sefial que proviene del reporter durante el
analisis de los datos, incrementando la precisiéon en los instrumentos qPCR de
Applied Biosystems®. La normalizacién de la sefial (Rn) es necesaria para
corregir las fluctuaciones de fluorescencia debido a cambios en la concentracién

o volumen y se calcula para cada pocillo de la siguiente forma:

_ Intensidad de Emisién del Reporter
~ Intensidad de Emisién de la Referencia Pasiva (ROX™)

n
o Buffer: contiene los componentes de optimizacién para la amplificaciéon por
PCR, necesarios para la correcta discriminacidn alélica.
e TagMan® SNP Genotyping Assay:

v" Dos cebadores especificos de la secuencia donde esta localizado el

polimorfismo de interés.

.; Forward primer .;\. Reverse primer

v" Dos sondas TagqMan® MGB especificas de locus para detectar sendos alelos

del polimorfismo de interés.

GB NGB
Probe )N’\ Probe f‘i
V@ @@
A

G
Cada sonda TagMan® MGB especifica de alelo esta formada por:

o Un fluorocromo reporter en el extremo de 5’

=  Fluorocromo VIC®, unido al extremo 5’ de la sonda del alelo 1.
V VIC® dye

= Fluorocromo FAM™, unido al extremo 5’ de la sonda del alelo 2.
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Q/ FAM™ dye

o Una molécula MGB, que aumenta la T, para una longitud de onda

determinada, y que permite el disefio de sondas mas cortas

Minor Groove
\MG,B Binder

o Un quencher no fluorescente (NFQ) en el extremo de 3’ que permite
detectar la fluorescencia del reporter con mayor sensibilidad que si

fuera un quencher fluorescente.

Las cantidades utilizadas para las reacciones de PCR son:

DNA gendmico (gDNA): Son necesarios 20 ng de gDNA para una 6ptima
reaccion de PCR. Hay dos formas de preparar las muestras a las
concentraciones necesarias para realizar los ensayos. Se puede afiadir, tras
repartir los demds componentes de la reaccién de PCR, el mismo volumen de
gDNA en estado himedo con la concentracién requerida, para lo cual todas las
muestras deben tener la misma concentracion. Sin embargo, también esta la
opcion de utilizar gDNA evaporado en el fondo del pocillo, que es técnica que
se utilizé en el presente estudio. Para ello se prepararon las muestras en placas
de 0,2 mL para PCR de 96 pocillos a concentraciones de 10 ng/uL con agua
libre de DNasa, y medido por espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/Vis)
(Ver el apartado Cuantificacién) mediante el instrumental Infinite® 200
NanoQuant (Tecan), teniendo en cuenta el cociente Az¢0/A280 para la pureza

del gDNA (Haque et al., 2003).

Se anadieron 2 pL de cada muestra, mediante pipeta electrénica multicanal 1-
10 pL, en el fondo de placas 6pticas de 30 uL para PCR de 384 pocillos
(MicroAmp® Optical 384-Well Reaction Plate, Applied Biosystems®). En
muestras cuya concentracién es menor de 10 ng/uL, se anadi6 el volumen
necesario hasta completar los 20 ng de gDNA necesarios para la reacciéon de
PCR. Posteriormente las placas 6pticas de 384, con gDNA en el fondo de cada

pocillo, se dejaron secar a temperatura ambiente hasta su completa
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evaporacion.

Tabla 1. Descripcion de los métodos para afiadir el gDNA

Método | Descripcion Uso Experimental
1. La mezcla de reaccion para | Andlisis de un bajo nimero de SNPs
genotipado de SNPs es alicuotada | en un gran nimero de muestras de
en placas 6pticas para PCR. gDNA.
gDNA
2. Se afiade gDNA tras el alicuotado
en
de la mezcla de reaccion.
estado
Nota: En este método se utiliza el
humedo
liquido usado para resuspender el
gDNA como uno de los componentes
de la reaccion final.
1. Se anade gDNA en el fondo de los | Este método se puede utilizar en
pocillos de las placas opticas para | cualquiera de estas condiciones:
PCR.
e Bajo rendimiento en la
2. El gDNA se seca completamente
. concentracion de DNA en
por evaporacion.
gDNA ) » _ volimenes grandes de muestra (2
3. A continuacién se afiade mezcla
secado » . a 5 pL) para realizar los ensayos.
de reaccion de genotipado de
en el e Numero limitado de DNA molde
SNPs
fondo probado repetidamente en

diferentes SNPs de estudio.

e Numero elevado de muestras de

DNA preparadas en placas,

secadas en el fondo, ¥y

almacenadas hasta su uso.

e Mezcla de reaccion: esta compuesta por:
o TaqMan® Genotyping Master Mix (2X)
o TaqMan® SNP Genotyping Assay (20X)
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o Agua libre de nucleasa

Tabla 2. Preparacion de la mezcla para la reaccion utilizando el método de gDNA
secado en el fondo

Placa de 384
Componente .

pocillos
TagMan® Genotyping Master
Mix (2X) 2,50 pl.
TagMan® SNP Genotyping
Assay (20X) 0,25 uL
Agua libre de nucleasa 2,25 uL
Volumen total por pocillo 5,00 pL

Condiciones de PCR

Las condiciones generales de PCR utilizadas fueron (figura 13): 95 °C durante 10
min para la activacién de la Taq polimerasa y para la desnaturalizacion del DNA.
Posteriormente se realizan 40 ciclos de 95 °Cy 15 segundos de desnaturalizacion y
60 °C durante 1 minuto para hibridacion y extension.

Tabla 3. Condiciones generales de termociclador para la reacciéon de amplificacién
por PCR para detecciéon de SNPs mediante TagMan® SNP Genotyping Assay

TaqMan® SNP Genotyping Assay
Paso

T2 Duracion Ciclos

' ®
Am.phT.a,q G(.)ld, . UP, 95°C 10 minutos 1
Activacion Enzimatica
Denaturalizacion 95 °C 15 segundos
40

Hibridacién y Extension | 60 °C 1 minuto
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Figura 13. Esquema de las condiciones generales de termociclador para la reacciéon
de amplificacion por PCR para deteccion de SNPs mediante TagMan® SNP
Genotyping Assay [Extraido Sequence Detection Software (SDS, versién 2.4)]

Stage 1 Stage 2
Repeats 40
95.0 95.0
/| 10:00 0:15
|
,1”
!
/ 60.0
J
,r'f 1:00
/
|’. . .z e vy
f Athva,C'?n Desnaturalizacion Hlbndac‘u:m y
L) Enzimatica Extension

Productos TagMan® SNP Genotyping Assays

A continuacién se detallan los diferentes tipos de productos TagMan® SNP
Genotyping Assays disefiados por Life Technologies™ que se han utilizado en el

presente estudio:

e TagMan® Predesigned SNP Genotyping Assays
e TagMan® Drug Metabolism Enzyme (DME) Genotyping Assays
e TagMan® Custom SNP Genotyping Assays
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8.2 ANEXO II- Hoja de consentimiento informado.

HOSPITAL UNIVERSITARIO SERVICIOS DE

SAN CECILIO. GRANADA FARMACIA Y CARDIOLOGIA

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA LA REALIZACION DE ESTUDIO
GENETICO DE RESISTENCIA AL CLOPIDOGREL

EN QUE CONSISTE:

Los Servicios de Farmacia y Cardiologia del Hospital Universitario San Cecilio,
conocedores de que se ha descrito que el 30% de la poblacidon que necesitan tratamiento
antiagregante con CLOPIDOGREL, tienen una resistencia de origen genético al efecto
del farmaco, estan realizando una determinacion y registro de dicha resistencia,
mediante el estudio genético apropiado, en colaboracidon con el centro de investigacion
GENYO

Los estudios genéticos son procedimientos destinados a detectar variaciones en el ADN,
que en su caso podria provocar que el medicamento Clopidogrel no sea beneficioso
para usted.

Siendo usted una persona en la que estd indicado administrarle clopidogrel, por haber
presentado un cuadro de sindrome coronario agudo (Angina de pecho o infarto de
miocardio, segin el caso) y/o haberle realizado un cateterismo con angioplastia o
implantacion de stent, y por lo tanto estar indicado el uso de estos fArmacos.

Le pedimos su autorizacion para realizarle el estudio genético, que nos indicard si en su
caso hay que modificar el tratamiento antiagregante para conseguir la prevencion
deseada, y determinar su beneficio.

COMO SE REALIZA:

La determinacion genética se realiza a través de una muestra de saliva, que se recoge
con una torunda (una especie de chupachups pequefio). El seguimiento posterior es el
habitual necesario para el control y seguimiento de su enfermedad, incluyendo dos
contactos telefonicos en el afio.

QUE EFECTOS LE PRODUCIRA: Ninguno
EN QUE LE BENFICIARA:

El hallazgo de una mutacion diagnostica nos permitird modificar el tratamiento, para
conseguir el efecto deseado en la prevencion de la enfermedad coronaria.

OTRAS ALTERNATIVAS EN SU CASO: No existen alternativas a los estudios

158




Anexos

genéticos, que obtengan la misma informacion o similar.
QUE RIESGOS TIENE: Ninguno

OTRA INFORMACION: Los resultados del estudio los tendremos antes de su alta
hospitalaria, lo que permitira orientar el tratamiento de manera adecuada.

La muestra quedara en el banco de muestras para utilizarla en otras investigaciones,
salvo que usted manifieste de manera especifica no querer dejarla.

Si requiere informacion adicional se puede poner en contacto con nuestro personal
de Farmacia o Cardiologia en el teléfono: 958 023843

CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

» He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento (Informacioén al
Paciente)

He podido hacer preguntas sobre el estudio “Determinacion del beneficio de genotipar
Polimorfismos CYP2C19/ABCBL en la eleccion del tratamiento antiagregante
(clopidogrel/prasugrel) en pacientes con Sindrome Coronaria Agudo”

He recibido suficiente informacion sobre el estudio “Determinacion del beneficio de genotipar
Polimorfismos CYP2C19/ABCBL en la eleccion del tratamiento antiagregante
(clopidogrel/prasugrel) en pacientes con Sindrome Coronaria Agudo”

He hablado con el profesional sanitario informador:

Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.

« Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y se
trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal
15/99.

« Se me ha informado de que la donacién/informacion obtenida sélo se utilizara para los fines
especificos del estudio.

» Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se obtengan en el
curso de la investigacidn, incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan producir,
siempre que esta informacidn sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de
mis familiares bioldgicos. Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

» Cuando quiera
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« Sin tener que dar explicaciones
» Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado “Determinacién del
beneficio de genotipar Polimorfismos CYP2C19/ABCB1 en la eleccion del tratamiento
antiagregante (clopidogrel/prasugrel) en pacientes con Sindrome Coronaria Agudo”

Firma del paciente Firma del profesional sanitario
informador

(o representante legal en su caso)

Nombre y apellidos:................... Nombre y apellidos:
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8.3 ANEXO III - Algoritmo de eleccion del tratamiento
antagonista P2Y12.
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Resultados del tratamiento antiagregante guiado por genotipado
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Anexos

8.4

ANEXO IV- Evaluacion favorable del comité de ética.

WamN Scrvicio Andaluz de Salud
A CONSEJERIA DE SALUD

JUNTA DE ANDALUCIA

DON MIGUEL ANGEL CALLEJA HERNANDEZ, EN CALIDAD
DE SECRETARIO DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
DE LA PROVINCIA DE GRANADA,

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado favorablemente, en su reunién celebrada el
dia 20 de febrero de 2012, el proyecto de investigacion titulado: Pacientes
sometidos a intervencion coronaria perculénea en la poblacién espafiola, siendo
la investigadora principal dofia Cristina Lucia Davila Fajardo, y considera que,

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacion con los objetivos del proyecto.

La capacidad del Investigador y los medios disponibles son apropiados
para llevar a cabo el proyecto.

Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.
Lo que firmo en Granada, a seis de marzo de dos mil doce.
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