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“Loss-of-function” (pérdida de funcion)

“Major adverse cardiovascular events” (evento adverso cardiovascular
mayor)

“Minor allele frequency” (frecuencia del alelo minoritario)
“Mean Decrease Accuracy”

“Mean Decrease Gini”

“Multidimensional Scaling” (escalado multidimensional)
Medicina personalizada

“Methylation quantitative trait loci” (loci de rasgos cuantitativos de

metilacién)

“Next-generation sequencing” (secuenciacion de nueva generacion)



NM
OMS
OR
oxLDL
P2RY12
pb

PCA
PCR
P-gp
PGRN

PGx

PharmGKB

PM
PLATO
PLTP
PRS
RAM
RCT
RM
ROC
SCA
SCASEST
SLC
SNP
SNV
TIMI

TRITON

“Normal metabolizer” (metabolizador normal)

Organizacion mundial de la salud

“Odds ratio”

LDL oxidadas

“Purinergic Receptor P2Y12” (receptor purinérgico P2Y12)

pares de bases

“principal component analysis” (andlisis de componentes principales)
“Polymerase chain reaction” (reaccion en cadena de la polimerasa)
“P-glycoprotein” (glicoproteina-P)

“Pharmacogenomics Global Research Network” (red de investigacion en
farmacogenomica)

“Pharmacogenetics/genomics” (farmacogenética/farmacogendmica)

“The Pharmacogenomics Knowledge Base” (base de datos de informacion

farmacogenomica)

“Poor metabolizer” (metabolizador lento o deficiente)

“PLATelet inhibition and patient Outcomes”

“Phospholipid Transfer Protein” (proteina de transferencia de fosfolipidos)
“Polygenic risk score” (puntuaciones de riesgo poligénicas)

Reaccion adversa a los medicamentos

“Reverse cholesterol transport” (transporte inverso del colesterol)

“Rapid metabolizer” (metabolizador rapido)

“receiver operating characteristic”

Sindrome coronario agudo

Sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento ST

“solute carrier” (familia de transportadores de solutos)

“Single nucleotid polymorphism” (polimorfismo de un tnico nucleo6tido)
“Single nucleotide variant” (variante en un tnico nucleétido)
“Thrombolysis in Myocardial Infarction”

“Trial to Assess Improvement in Therapeutic Outcomes by Optimizing Platelet
Inhibition with Prasugrel”



UGT

UGT2B7
UM
U-PGx
UTR
VCF
VIP
WES

WGS
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“Uridine  diphosphate (UDP)-glycosyltransferases” (familia de
glucuronosiltransferasas)

“UDP Glucuronosyltransferase Family 2 Member B7”
“Ultra-rapid metabolizer” (metabolizador ultrarrapido)
“Ubiquitous Pharmacogenomics”

“Untranslated regions” (regiones no-traducidas)

“Variant call format”

“Very important pharmacogene” (farmacogen muy importante)
“Whole exome sequencing” (secuenciacion de exoma completo)

“Whole genome sequencing” (secuenciacion de genoma completo)

UDP-
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RESUMEN

El sindrome coronario agudo (SCA) es la manifestacion clinica mas comun de
la enfermedad coronaria, una de las principales causas de mortalidad en los
paises desarrollados. La doble terapia antiagregante (DAPT), que combina &cido
acetilsalicilico y un agente antiplaquetario (clopidogrel, prasugrel o ticagrelor),
es el tratamiento de eleccidon en pacientes con SCA sometidos a intervencion
coronaria percutanea (ICP) con implantacion de stent. No obstante, este enfoque
terapéutico esta entre los mas implicados en el desarrollo de reacciones adversas
a medicamentos (RAM), en parte debido a la variabilidad interindividual en la

respuesta a estos farmacos.

La farmacogenomica (PGx) representa un enfoque esencial para optimizar la
farmacoterapia, ya que contribuye a explicar esta variabilidad en la respuesta,
mejorando los resultados clinicos y ayudando a prevenir la aparicion de RAMs.
Aunque numerosos estudios han demostrado que la eleccion de la terapia
antiagregante basada en un numero limitado de variantes de alta evidencia
(principalmente CYP2C19*2) puede reducir la incidencia de eventos
cardiovasculares adversos, estos siguen produciéndose en tasas variables a pesar

de la intervencion farmacoldgica en funcidn del perfil genético de cada paciente.

El objetivo de este estudio fue identificar nuevas asociaciones gendmicas, no
consideradas previamente, que nos ayudaran a descifrar las causas genéticas
subyacentes a la aparicion de eventos isquémicos y/o hemorragicos en pacientes
tratados con DAPT tras una ICP, a pesar de seguir una prescripcion guiada por

pruebas genéticas.

Estudio observacional retrospectivo en el se disefid un panel de genes

personalizado que incluia genes implicados en el metabolismo y transporte de
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los antiagregantes plaquetarios, asi como genes relacionados con el desarrollo de
la enfermedad cardiovascular (ECV). Se secuenciaron 244 pacientes con SCA-ICP
(109 con evento y 135 sin evento) y 99 controles sin ECV estructural. Se realizo
un primer andlisis de asociacion para evaluar la aparicion de eventos adversos
recurrentes durante un afo de seguimiento, independientemente del tratamiento
recibido; y un segundo andlisis seguin el tratamiento prescrito (clopidogrel o
prasugrel). Por ultimo, se utilizd un andlisis de random forest para generar

modelos predictivos del riesgo de eventos adversos durante el DAPT.

En pacientes con SCA-ICP-stent, a pesar de que ningtin polimorfismo alcanzé
el umbral de significacion gendmica, tres nuevas variantes en genes relacionados
con el metabolismo lipidico, entre ellas ABCA1 (rs2472434), KLB (rs17618244) y
ZNF335 (rs3827066), mostraron asociaciones sugestivas con la aparicion de
eventos adversos recurrentes durante el DAPT. Dentro del modelo planteado, el
IMC, la edad y el genotipo rs2472434 (ABCAI) se identificaron como las

principales variables predictivas de eventos isquémicos y/o hemorragicos.

En pacientes tratados con clopidogrel, se identificaron variantes genéticas
implicadas en la ruta metabodlica del farmaco, algunas con alta evidencia
(CYP2C19 y ABCBI) y otras nuevas (UGT2B7), que podrian contribuir a la
variabilidad en la respuesta al farmaco y, en consecuencia, a la aparicion de
eventos adversos. El modelo predictivo, basado en variables clinicas y los
resultados de asociacion, mostré una alta capacidad para distinguir entre

pacientes con y sin eventos adversos secundarios (p = 0.02445).

Este estudio es el primero en disefiar y analizar un panel de genes que incluye
la mayoria de los loci PGx clinicamente relevantes, junto con una gran proporcion
de loci asociados a los principales eventos isquémicos y/o hemorragicos
relacionados con la terapia antiplaquetaria. Nuestros hallazgos sugieren nuevas

dianas (tanto a nivel de genes como de vias) que pueden aumentar la
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susceptibilidad a los eventos adversos recurrentes, pero es necesario seguir
investigando para aclarar el papel y el impacto de las variantes identificadas
antes de que estos resultados puedan incorporarse al proceso de toma de
decisiones terapéuticas. Asimismo, a raiz de este trabajo, se plantea un cambio
de paradigma en el enfoque de los estudios PGx, ya que estos no deberian
centrarse unicamente en las rutas metabdlicas de los farmacos, sino también en
la evolucidon de la enfermedad subyacente. Un abordaje de este tipo podria
mejorar la prediccion del riesgo individual de eventos adversos tras la terapia

antiagregante y facilitar la personalizacion del tratamiento en pacientes con SCA.
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ABSTRACT

Acute coronary syndrome (ACS) is the major clinical manifestation of
coronary artery disease, a leading cause of mortality in developed countries. Dual
antiplatelet therapy (DAPT), combining acetylsalicylic acid and an antiplatelet
agent (clopidogrel, prasugrel or ticagrelor), is the treatment of choice for patients
with ACS undergoing percutaneous coronary intervention (PCI) with stent
implantation. However, this therapeutic approach is one of the most associated
with the development of adverse drug reactions (ADRs), in part due to

interindividual variability in drug response.

Pharmacogenomics (PGx) is an essential approach to optimize
pharmacotherapy by taking into account this variability in response, thereby
improving clinical outcomes and helping to prevent ADRs. Although numerous
studies have shown that selection of antiplatelet therapy based on a limited
number of high-evidence variants (mainly CYP2C19*2) can reduce the incidence
of adverse cardiovascular events, these still occur at variable rates despite

pharmacological intervention, according to the genetic profile of each patient.

The aim of this study was to identify new genomic associations, not
previously considered, that may help to decipher the genetic causes underlying
the occurrence of ischemic and/or hemorrhagic events in patients treated with

DAPT after PCI, despite following a prescription guided by genetic testing.

Retrospective observational study in which a personalized gene panel was
designed that included genes involved in the metabolism and transport of
antiplatelet agents as well as genes related to the development of cardiovascular
disease (CVD). We sequenced 244 ACS-PCI patients (109 with an event and 135

without an event) and 99 controls without structural CVD. A first analysis of
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association was performed to evaluate the occurrence of recurrent adverse events
during 1 year of follow-up, independent of the treatment received, and a second
analysis according to the prescribed treatment (clopidogrel or prasugrel). Finally,
a random forest analysis was used to generate predictive models for the risk of

adverse events during DAPT.

In ACS-PCI stent patients, although no polymorphism reached the threshold
of genomic significance, three novel variants in genes related to lipid metabolism,
including ABCA1 (rs2472434), KLB (rs17618244), and ZNF335 (rs3827066),
showed suggestive associations with the occurrence of recurrent adverse events
during DAPT. Within the proposed model, BMI, age and rs2472434 (ABCAI)
genotype were identified as the main predictive variables for ischemic and/or

hemorrhagic events.

In patients treated with clopidogrel, genetic variants involved in the drug's
metabolic pathway were identified, some with high evidence (CYP2C19 and
ABCBI1) and others new (UGT2B7), which may contribute to the variability in
response to the drug and consequently to the occurrence of adverse events. The
predictive model based on clinical variables and association results showed a
high ability to discriminate between patients with and without secondary

adverse events (p = 0.02445).

This study is the first to design and analyze a gene panel that includes most
of the clinically relevant PGx loci, as well as a large proportion of loci associated
with major ischemic and/or hemorrhagic events related to antiplatelet therapy.
Our findings suggest novel targets (both at the gene and pathway levels) that
may increase susceptibility to recurrent adverse events, but further research is
needed to clarify the role and impact of the identified variants before these
findings can be incorporated into the therapeutic decision-making process. In

addition, this work suggests a paradigm shift in the approach to PGx studies,

| 27



which should focus not only on the metabolic pathways of drugs, but also on the
underlying disease process. Such an approach could improve individual risk
prediction of adverse events after antiplatelet therapy and facilitate treatment

personalization in patients with ACS.
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I. INTRODUCCION







1. VARIABILIDAD EN LA RESPUESTA FARMACOLOGICA

Desde los origenes de la medicina y la farmacologia, es sabido que los
individuos responden de manera diferente a los farmacos. Asi, una misma dosis
de un medicamento, que suele ser efectiva en la mayoria de los casos, en un
subgrupo de pacientes puede dar lugar a un fallo terapéutico, ya sea por una falta

de eficacia, o por el desarrollo de reacciones adversas a los medicamentos (RAM).

En la actualidad, estas RAMs constituyen una de las principales
preocupaciones tanto en la practica clinica como en la industria farmacéutica,
debido a su importante repercusion en la morbilidad, la mortalidad y los

costes economicos.

Aunque en los ensayos clinicos aleatorizados participan miles de pacientes
para evaluar la eficacia y la seguridad de los farmacos que se prueban, es dificil
predecir de antemano la respuesta de un paciente individual a un farmaco
determinado o las posibles RAMs que pueden producirse en subpoblaciones no

contabilizadas dentro del propio ensayo.

La heterogeneidad interindividual en la respuesta a los fdrmacos puede
deberse a numerosas causas, que incluyen factores ambientales, clinicos y
genéticos. En este sentido, cada vez hay mas evidencias de que las variaciones
genéticas interindividuales en las enzimas que metabolizan los farmacos, los
transportadores de farmacos y las dianas farmacoldgicas contribuyen
significativamente a alterar la farmacocinética y la farmacodinamica de estos

compuestos, y pueden estar implicadas en estas RAMs.(-

1.1. Heterogeneidad interindividual en la respuesta

El principal objetivo de la medicina personalizada (MP) es administrar el
«farmaco adecuado, a la dosis correcta y en el momento adecuado», es decir,

adaptar el tratamiento médico a las caracteristicas individuales de cada paciente.
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Por tanto, este nuevo enfoque a medida tiene en cuenta la gran variabilidad
existente entre los pacientes a la hora de predecir la respuesta farmacoldgica y de
guiar las decisiones terapéuticas, mejorando tanto la eficacia como la seguridad

del tratamiento (Figura 1).

Medicina personalizada

Tratamiento Gnico (one-fits-all) DIAGNOSTICO Tratamiento personalizado

<
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® 000 00 o o0 L L3 9000 o000 oo
000000000000 0000NRNNML X (YY) YIS C®6D
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Efectos adversos Eficacia nula Eficacia Efectos adversos Eficacia nula Eficacia
graves 0 baja buena graves 0 baja buena

Figura 1. Medicina personalizada y la atencion médica del futuro.
Tomada del sitio web “genosalut”.®

Los farmacos se prescriben habitualmente partiendo de criterios
preestablecidos, siguiendo las recomendaciones de dosis indicadas en la ficha
técnica y ayudandose de la estrategia de “acierto-error”, esperando que sean
eficaces y seguros en todos los pacientes. Como ya se ha descrito, esto no siempre
es asi. De hecho, la frecuencia de pacientes a los que el foirmaco no les resulta

eficaz oscila entre el 20 % y el 75 %, dependiendo de la patologia y del tratamiento.

Para cada farmaco, existe un rango de concentraciones plasmaticas,
denominado «margen terapéutico», comprendido entre la concentracion minima

efectiva, a partir de la cual el farmaco produce el efecto deseado (dosis
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terapéutica), y la concentracion maxima tolerada, a partir de la cual el farmaco

resulta toxico y existe un mayor riesgo de RAMs (dosis toxica).

El objetivo del tratamiento farmacoldgico es que las concentraciones
plasmaticas se sitien dentro del margen terapéutico, donde existe una alta
probabilidad de conseguir la eficacia terapéutica con minima toxicidad en la
mayoria de los pacientes. No obstante, estas concentraciones pueden verse
afectadas por un metabolismo ralentizado o aumentado de los farmacos, lo que
dara como resultado que determinados pacientes presenten niveles toxicos o

infraterapéuticos con dosis estdndar aparentemente adecuadas.

La variacion en la respuesta a los fdrmacos puede estar relacionada tanto con

las propiedades farmacocinéticas como con las farmacodinamicas.

% La «farmacocinética» (FC) es la rama de la farmacologia que estudia los
efectos del organismo sobre el farmaco, es decir, las fases por las que pasa un
medicamento en el cuerpo humano. Examina cinco procesos principales que
influyen en la concentraciéon de farmaco que llega a la diana: Liberacion del
medicamento (disolucion del farmaco en el organismo), Absorcion (forma en la
que el farmaco penetra en el organismo), Distribucion (localizacion del farmaco
en el organismo), Metabolismo (modificacion quimica del fdrmaco) y Excrecion

(eliminacién del farmaco) - LADME.

% Por otro lado, la «farmacodinamica» (FD) refleja los efectos moleculares,
bioquimicos y fisioldgicos que tiene un farmaco sobre el organismo. Estudia la
unidn a receptores, las interacciones quimicas y los mecanismos de accion del
farmaco, determinando la apariciéon, duracion e intensidad de sus efectos y

permitiendo evaluar la eficacia y seguridad del mismo.®
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Figura 2. Factores que pueden condicionar la respuesta a los farmacos.
Modificada de Llerena et al., 2021.)

Tanto la FC como la FD contribuyen a la eficacia, efectividad y toxicidad de
los medicamentos. Las diferencias en la respuesta al tratamiento farmacoldgico
se deben a variaciones tanto en la concentracion disponible de principio activo
como en los mecanismos de accion de estos compuestos en el organismo. Estos
procesos FCy FD, a su vez, pueden verse afectados por multiples parametros que
van a condicionar la variabilidad interindividual en la respuesta a los farmacos.
Entre otros, la edad, el sexo, la gravedad de la enfermedad, las enfermedades
concomitantes, posibles interacciones medicamentosas, los factores ambientales
y, por ultimo, los genéticos (Figura 2). Entre estos ultimos, el principal factor que
influye en la respuesta variable a los farmacos entre individuos es la combinacion
de multiples variaciones genéticas que, en conjunto, originan un fenotipo
determinado, ya sea de riesgo a padecer una enfermedad o un perfil de respuesta

a farmacos susceptible de desarrollar RAMs."%
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Comprender y predecir las diferencias interindividuales relacionadas con el
éxito y la seguridad del tratamiento farmacoldgico es de vital importancia, tanto
durante el desarrollo de farmacos como para las aplicaciones clinicas. Es
importante destacar que las diferencias individuales en el metabolismo de
los farmacos son una de las principales causas de sus efectos adversos. Durante
las ultimas décadas, se han identificado y caracterizado los genes responsables
del metabolismo y transporte de farmacos, asi como sus variantes funcionales
mas comunes. En el caso de muchas de estas asociaciones entre variantes
genéticas y respuesta a farmacos, esta informacion se ha podido trasladar
al ambito clinico (~18 % de los farmacos prescritos llevan etiquetas
farmacogendmicas) con el objetivo de individualizar la terapia y adaptarla a las

necesidades de cada paciente.?

1.2. Reacciones adversas a los medicamentos

Una «RAM>» se define, segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS),
como «cualquier respuesta nociva, no deseada y no intencionada que se produce
tras la administraciéon de un farmaco, existiendo la sospecha de que ha sido

causada por el medicamento».

Las RAMs constituyen una importante preocupacion sanitaria en todo el
mundo, siendo un problema considerable tanto para la seguridad del paciente
como para los sistemas sanitarios. Se estima que las RAMs pueden afectar al
20 % de la poblacién en algtin momento de sus vidas. Ademas, son responsables
de aumentar la mortalidad (el 7 % de los pacientes hospitalizados fallecen por
RAMs), los ingresos hospitalarios (el 5-10 % de los ingresos hospitalarios son
debidos a RAMs), los periodos de hospitalizacion (el 10-20 % de los pacientes
hospitalizados presentan RAMs, lo que aumenta su estancia media), los costes
sanitarios (en torno a 145.000 millones de euros) y la retirada de farmacos del
mercado. Por otro lado, la Comision Europea estimé en la nota «Strengthening

pharmacovigilance to reduce adverse effects of medicines» que las RAMs causaban
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197.000 muertes al afo en la Unién Europea, y las situdé como una de las diez

principales causas de muerte y enfermedad en los paises desarrollados.%!)

Segun Rawlins y Thompson, las RAMs se clasifican principalmente en dos
tipos. Las «reacciones adversas de tipo A» (augmented) son el resultado de un
aumento de la accion farmacoldgica del farmaco administrado y, por tanto,
guardan relacién con su mecanismo de accién. En general, son predecibles,
frecuentes, dependientes de la dosis (una reduccion de la dosis conduce a una
mejora de la reaccion adversa), y tienen una baja mortalidad. Son ejemplos de
este tipo: la hemorragia debida a anticoagulantes y la bradicardia debida a
antagonistas de los receptores (3-adrenérgicos. Las «reacciones adversas de
tipo B» (bizarre) son reacciones que no pueden explicarse facilmente basandose
en la farmacologia conocida del farmaco y, por tanto, en general, son
impredecibles, infrecuentes, independientes de la dosis (suelen requerir la
interrupcion del farmaco para mejorar la reaccion adversa), y tienen una alta
mortalidad. El mecanismo implicado suele ser reacciones de hipersensibilidad
alérgica (reaccion inmunologica) o idiosincrasia del paciente. En este tipo de
RAMs se incluirian la anafilaxia debida a la penicilina y la depresion de la médula

Osea producida por el cloranfenicol.®!

Existen multiples factores de riesgo relacionados con las RAMs, como
la coadministracion de farmacos (debido a las multiples interacciones
farmacoldgicas), afecciones especificas (p. €j., hepatopatia o insuficiencia renal),
la edad y el sexo (son mas frecuentes en ancianos y mujeres), el tabaquismo,
la atopia, la exposicion previa, factores ambientales y de respuesta inmune.
Sin embargo, cada vez hay mas pruebas que apoyan la idea de que las diferencias
genéticas interindividuales son un importante factor que predispone a las RAMs
inducidas por farmacos, pero aun se desconoce como contribuyen estos factores

genéticos a la manifestacion de dichas RAMs.
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Como veremos mas adelante, las variaciones genéticas en las enzimas
metabolizadoras de farmacos, los transportadores de farmacos y las dianas
farmacoldgicas contribuyen sustancialmente a la alteracion de la FC y la FD,
pudiendo estar implicadas en estos eventos adversos inducidos por farmacos.*
Se estan realizando grandes esfuerzos por caracterizar los factores genéticos,
identificar las diferencias genéticas interindividuales y establecer la asociacion
entre las variaciones genéticas y las RAMs, con el fin de reducir aquellas
inducidas por variaciones genéticas y lograr el maximo resultado terapéutico en
los pacientes. Lamentablemente, una proporcion significativa de estas RAMs

permanece como casos inexplicados sin una causa concluyente.

Los farmacos sujetos a un mayor riesgo de RAMs en pacientes con mutaciones
genéticas incluyen principalmente medicamentos contra el cancer (citotoxicos
e inmunosupresores), fAirmacos que actuan sobre el sistema nervioso central
(opioides, antidepresivos y antipsicoticos) y farmacos cardiovasculares
(antiagregantes plaquetarios y anticoagulantes), siendo estos precisamente los
subgrupos de medicamentos mds prescritos. En consecuencia, y como veremos
en el siguiente capitulo, la incorporacién de pruebas farmacogenomicas previas
al tratamiento supondria un gran beneficio en términos de calidad de vida,

optimizacion de los recursos terapéuticos y reduccion de los costes. (1)

A Las reacciones adversas y los eventos adversos no siempre son lo mismo. Un «evento adverso»
es cualquier suceso indeseable experimentado por un paciente, independientemente de que se
sospeche o no del medicamento administrado. Un ejemplo de un evento adverso es un paciente
que sufre un accidente de trafico mientras estaba con un tratamiento farmacologico especifico.
Mientras que una «RAM» es cualquier suceso indeseable que ha sucedido con el paciente
mientras estaba utilizando un medicamento y existe la sospecha de que es causado por el
medicamento. Un ejemplo de una RAM podria ser un paciente que experimenta anafilaxia poco
después de tomar el medicamento.
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2. FARMACOGENETICA EN LA INVESTIGACION CLINICA

La variabilidad interindividual en la respuesta a los f&rmacos se debe a varios
factores extrinsecos e intrinsecos, entre los que cada vez se reconocen mas las
variaciones genéticas que provocan cambios en la actividad o disponibilidad de
enzimas metabolizadoras de farmacos, transportadores, receptores, canales y

otras proteinas implicadas en la FC y FD de los farmacos.

La promesa de la farmacogenética (PGx) reside en su potencial para
identificar aquellas variaciones genéticas clinicamente significativas que puedan
explicar las variaciones fenotipicas en la respuesta individual a los farmacos.
Trasladado a la clinica, el objetivo ultimo de las pruebas PGx es utilizar de
manera preventiva el perfil genético de cada paciente para individualizar el
tratamiento, optimizando asi la seleccion y dosificacion terapéuticas y

abandonando la estrategia actual de “un fdrmaco/dosis para todos”.

Al adaptar la prescripcion a las necesidades individuales, se mejora
sustancialmente la atencion al paciente, ya que aumenta la eficacia terapéutica
y se reducen los niveles inaceptables de RAMs y la escasa adherencia asociados
al tratamiento farmacologico de muchas enfermedades. En consecuencia, la
PGx se ha convertido en un componente fundamental para impulsar el
cambio de paradigma hacia una medicina personalizada, o de precision, guiada

por la gendmica.>!%)

2.1. Concepto e historia de la farmacogenética

La «farmacogenética» (PGx, del inglés pharmacogenetics) es una disciplina
centrada en el estudio de los factores genéticos implicados en la respuesta a la
farmacoterapia, en particular, la asociacion entre las variaciones genéticas y las
diferencias interindividuales en la respuesta a los medicamentos que pueden

predisponer al riesgo de RAMs.
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El término «farmacogenética» fue acufiado por Friedrich Vogel en 1959 para
describir el concepto emergente de que la variacion en la respuesta farmacologica
podria deberse a la herencia genética. En sus inicios, los estudios PGx se basaban
principalmente en observaciones de las diferencias fenotipicas en los efectos de
los farmacos cuando los individuos se exponian a cantidades comparables de
un farmaco. Por ejemplo, alrededor del 10 % de los afroamericanos desarrollan
anemia hemolitica tras el tratamiento con primaquina (antimaldrico), una RAM
apenas observada en individuos de ascendencia europea. Esta observacion
concordaba con un origen genético de la RAM, tal y como narr6é uno de los
fundadores de la PGx, Arno Motulsky: «dado que un gen determinado puede ser
mas frecuente en ciertos grupos étnicos, cualquier reaccion a medicamentos que
se observe con mayor frecuencia en un grupo racial determinado, cuando otras
variables ambientales sean iguales, tendra normalmente una base genética». La
intuicion se confirmé décadas mas tarde, cuando los estudios revelaron una
mayor prevalencia de la deficiencia causal de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) en los africanos, lo que vinculé estrechamente, desde sus inicios, la PGx

con la genética de poblaciones.®'®

El reconocimiento del papel de la genética en la respuesta a los farmacos
promovio el uso de las herramientas clasicas de la genética humana para el
estudio de la PGx. Los estudios de gemelos podian verificar que el fenotipo de
respuesta a farmacos estaba bajo control genético estimando su heredabilidad,
mientras que los estudios familiares permitian inferir patrones de herencia de las
respuestas a los farmacos. Por ejemplo, la incapacidad para metabolizar la
debrisoquina (antihipertensivo) y la esparteina (antiarritmico) sigue un patrén
de herencia autosdmico recesivo, siendo una enzima disfuncional del sistema
citocromo P450 la responsable (CYP2D6). En conjunto, estos estudios pioneros de
finales de los afios 70 tuvieron el mérito de confirmar la base genética subyacente

de la respuesta diferencial a los fdrmacos, sentando las bases de la PGx."%



El campo de la farmacogenética ha evolucionado recientemente hacia la
«farmacogendmica», lo que implica un cambio de un enfoque centrado en genes
candidatos individuales a estudios de asociaciéon de todo el genoma. En la

actualidad, ambos términos suelen utilizarse indistintamente.

La PGx, por tanto, facilita la identificacion de biomarcadores que pueden
ayudar a los médicos a seleccionar a los pacientes mas susceptibles de responder
mal y, en base a su perfil genético, optimizar la seleccidn, dosis y duracién del
tratamiento, reduciendo asi las RAMs. Ademas, la PGx puede aportar nuevos
conocimientos sobre los mecanismos de accion de los medicamentos y, en

consecuencia, contribuir al desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

2.2. Fundamentos genéticos relacionados con la farmacogenética

La actividad de un fdrmaco, como se ha mencionado previamente, es el
resultado de los procesos FC (liberacidn, absorcion, distribucion, metabolismo y
eliminacion del farmaco) y de su interaccidon con receptores o dianas moleculares
(FD) para ejercer su efecto. Por lo tanto, para poder predecir la respuesta a
un determinado medicamento, es necesario el analisis de los biomarcadores
genéticos implicados en su mecanismo de accidn, los cuales pueden tener una
influencia significativa en el efecto del foirmaco y ser en gran parte responsables

de respuestas inadecuadas al tratamiento.

Estos biomarcadores se basan en la presencia de variaciones en la secuencia de
ADN, que incluyen: inserciones y deleciones (indels), repeticiones en tindem de
una secuencia de nucleotidos (VNTR, por sus siglas en inglés), variaciones en el
numero de copias (CNV, del inglés copy-number variation) y los polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP, del inglés single nucleotide polymorphism), que afectan a

una sola base de una secuencia de ADN.®?

Las variaciones que se estudian con mas frecuencia en PGx son los

polimorfismos, que, a diferencia de las mutaciones puntuales, estan presentes en
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la poblacion con una frecuencia superior al 1 %. Los SNPs son los polimorfismos
genéticos mas frecuentes, determinando gran parte de la variabilidad genética
entre individuos. Se estima que existen al menos 10 millones de SNPs a lo largo
del genoma humano, con una frecuencia aproximada de 1 cada 300 pares de

bases (pb), contribuyendo al 90 % de las variaciones encontradas en el ADN.(®

Un marcador genético se define como un segmento de ADN con una
ubicacion fisica identificable (locus) en un cromosoma y cuya herencia genética
se puede rastrear. Cada una de las versiones de esta secuencia de ADN se

conoce como alelo.

La combinacion especifica de alelos que porta un individuo para un
determinado locus forma el genotipo, mientras que el fenotipo hace referencia a
las caracteristicas observables en un individuo determinadas por su genotipo.
Cada individuo hereda dos alelos para cada gen, uno del padre y el otro de la
madre. Si los dos alelos son iguales en un mismo locus, el individuo es
homocigoto; cuando los dos alelos en un locus son diferentes, el individuo es
heterocigoto. Por ejemplo, en un SNP que suponga un cambio del alelo “C” por
el alelo “T” (C>T), los posibles genotipos o parejas de alelos serian:

* (CC - genotipo mas frecuente, conocido como silvestre o wild-type

* (T - heterocigoto

» TT - genotipo menos frecuente, conocido como mutado o recesivo
De este modo, y debido a que los humanos son diploides, un individuo se puede
clasificar para un determinado SNP como «homocigoto wild-type»,

«heterocigoto» u «<homocigoto recesivo».!¥

Las consecuencias funcionales de estos polimorfismos dependeran de su
localizacion en la secuencia de ADN. Asi, los SNPs que se localicen en «regiones
codificantes» (exones) pueden dar lugar a cambios en la secuencia de

aminoacidos. Estos cambios pueden ser:
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o Cambio sinénimo (o silencioso). Se produce un cambio en la secuencia de
ADN que no produce un cambio en el aminoacido codificado por dicha
secuencia. Puede tener consecuencias funcionales en la proteina, ya que la
estabilidad del transcrito puede verse afectada.

o Cambio no-sindnimos. Se da cuando el cambio en una de las bases que
forma el triplete de nucle6tidos provoca un cambio en el aminoacido
original codificado. Dentro de estos SNPs, existen dos posibilidades:

* Cambio de sentido (missense), en los que el cambio de las bases da
lugar a un coddn resultante que codifica para un aminodcido
diferente, pudiendo afectar a la funcionalidad de la proteina.

* Cambio sin sentido (nonsense), en el que se produce un codén de
parada que da lugar a una proteina truncada y normalmente
inactiva.

No obstante, la mayoria de los SNPs se encuentran en «regiones no codificantes»,
donde también pueden alterar los procesos de expresion o actividad de las
proteinas. Por ejemplo:

o Los SNPs enla region promotora de un gen pueden ocasionar alteraciones
en la transcripcion.

o Los SNPs en regiones no traducidas (UTR, del inglés untranslated regions)
pueden afectar a la traduccién o a la estabilidad del &cido ribonucleico
mensajero (ARNm).

o Los SNPs en intrones pueden afectar al procesamiento del ARN
provocando un ayuste alternativo o splicing.

Asi, las consecuencias fenotipicas de un SNP estan relacionadas con su
localizacion y la naturaleza de la mutacion. Puede que no se produzca
consecuencia alguna o que se produzcan cambios en la sintesis de la proteina

codificada y, por lo tanto, en la funcion que esta lleva a cabo en el organismo. %
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A fin de describir los patrones de variacion genética entre las diferentes
poblaciones, conocer las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos,
y definir los patrones de desequilibrio de ligamiento (LD, del inglés linkage
disequilibrium) entre los distintos SNPs, se han llevado a cabo varios proyectos. El
Proyecto Internacional HapMap (2002) se centro en crear un mapa de haplotipos®?
del genoma humano, identificando las regiones cromosdmicas con SNPs con una
frecuencia del alelo minoritario (MAF, del inglés minor allele frequency) de al
menos el 5 % en uno o mas grupos étnicos. Sin embargo, para identificar no solo
las variantes comunes, sino también las variantes raras (MAF <1 %), el Proyecto
1.000 Genomas (1kGP, 2008) cre6 un mapa mas completo y detallado de la
variacion genética humana. En la actualidad, ambas plataformas proporcionan

un panel de referencia completo de variantes para estudios genéticos.!”

2.3. Farmacogenes

El término «farmacogen» hace referencia a aquellos genes considerados
clinicamente relevantes porque tienen un gran impacto en el metabolismo o
en la respuesta terapéutica a uno o varios farmacos. El andlisis de datos
de secuenciacién de 806 genes en mas de 60.706 exomas sugirid que
aproximadamente el 80 % de los individuos son portadores de al menos una
variante genética “procesable”“ en alguno de los farmacogenes descritos

hasta la fecha.®'®

Actualmente hay registrados 68 «farmacogenes muy importantes» (VIP, del
inglés Very Important Pharmacogene) en la base de datos PharmGKB
(The Pharmacogenomics Knowledge Base; https://www.pharmgkb.org/vips), que

corresponden a los genes de particular relevancia actual en PGx (Tabla 1).

B Un «haplotipo» es una combinacion de alelos o un conjunto de SNPs asociados en una region
de un cromosoma que, debido a su proximidad, tienden a heredarse juntos.

€ Los pacientes portadores de estas variantes deben realizarse un ajuste de dosis o requieren de
estrategias terapéuticas especificas.
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Generalmente, desempefian un papel en el metabolismo de muchos farmacos
(p- €j., CYP2D6) o contienen variantes que contribuyen potencialmente a una
respuesta farmacoldgica toxica grave (p. ej.,, HLA-B). Estos genes se seleccionan
a partir de varias fuentes, incluyendo la lista de biomarcadores de la Agencia
Reguladora de Alimentos y Medicamentos de EE.UU. (Food and Drug
Administration, FDA), las recomendaciones del grupo de expertos que forma
el Consorcio para la Implementacién Clinica de la Farmacogenética (Clinical
Pharmacogenetic Implementation Consortium, CPIC), y las propuestas de los
miembros de la Red de Investigacion Farmacogendmica (Pharmacogenomics

Research Network, PGRN).(1920)

Tabla 1. Listado de los 68 farmacogenes incluidos como VIP en PharmGKB.

ABCB1; ABCG2; ACE; ADRB1; ADRB2; CACNA1S; CFTR; COMT; CYP2A6; CYP2B6; CYP2C19;
Nivel 1 CYP2CS8; CYP2C9; CYP2D6; CYP3A4; CYP3A5; CYP4F2; DPYD; DRD2; F5; G6PD; GSTP1; HLA-B;
MTHFR; MT-RNR1; NAT2; NUDT15; RYR1; SLC19A1; SLCO1B1; TPMT; TYMS; UGT1A1; VKORC1

ADHI1A; ADH1B; ADHI1C; AHR; ALDH1A1; ALOX5; BRCA1; CYP1A2; CYP2A13; CYP2E1; CYP2]2;
Nivel 2 GSTT1; HMGCR; KCNH2; KCNJ11; NQO1; NR1I2; P2RY1; P2RY12; PTGIS; PTGS2; SCN5A;
SLC22A1; SULT1A1; VDR

Cancer ABL1; ALK; BCR; BRAF; EGFR; ERBB2; KIT; KRAS; NRAS

Nivel 1: genes con pruebas sustanciales que respaldan su importancia en PGx. Nivel 2: genes con evidencia
limitada para apoyar su importancia en PGx. Cancer: genes relevantes en la PGx tumoral.

Las variaciones en los genes que codifican las enzimas metabolizadoras de
farmacos son actualmente las que mas se analizan en el ambito clinico para
orientar el tratamiento farmacoldgico, ya que dan lugar a una notable variacion
en la respuesta terapéutica. De este modo, los pacientes muestran una respuesta
normal, un tratamiento insuficiente, un tratamiento excesivo o la aparicion de
una RAM, dependiendo de si la enzima es responsable de metabolizar el farmaco
a una forma mds o menos activa. También existen algunos ejemplos limitados
en los que las pruebas clinicas de los genes que codifican un transportador
de farmacos (p. ej., SLCO1B1 para las estatinas) o una diana farmacoldgica

(p. €j., VKORC1 para la warfarina) se utilizan para guiar el tratamiento.*)
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2.3.1. Enzimas metabolizadoras de farmacos

La mayoria de las enzimas metabolizadoras de farmacos (DME, del inglés
drug metabolizing enzymes) de fase I y IIP son responsables de la eliminacion de
mas del 95 % de los farmacos utilizados en clinica. Existen pruebas fehacientes
de que las variaciones genéticas en estas DMEs estan relacionadas con
considerables diferencias interindividuales en la exposicion a los farmacos y en

la respuesta a los mismos.

Un gran namero de estudios clinicos han establecido una asociacion entre las
variantes del citocromo P450 (principales enzimas de fase I) y el riesgo de RAMs
para muchos farmacos de uso clinico. Por ejemplo, los alelos de funcién reducida
de CYP2C9 (principalmente, *2 y *3) se han asociado con las RAMs a la warfarina,
la fenitoina y los antiinflamatorios no esteroideos. Por otro lado, existe una fuerte
asociacion entre los pacientes portadores de polimorfismos genéticos del
CYP2C19 (*2/*2, *2/*3, *2/*4, *2/*5, *2/*8 y *3/*3) y las RAMs al clopidogrel.
Ademas, la enzima CYP2D6, una DME responsable del metabolismo de
alrededor del 25 % de los xenobidticos, es altamente polimorfica, lo que indica

que pueden observarse distintas respuestas a los farmacos que metaboliza.

También se ha comprobado que los polimorfismos de las enzimas de fase II,
como UGT, NAT2 y TPMT, son uno de los principales factores que contribuyen a
la alteracion de la respuesta a los farmacos y al riesgo de RAMs. Existe una fuerte
relacion entre la variacion genética en UGTIA1 y las RAMs inducidas por
irinotecan. Asimismo, se han observado RAMs asociadas a variaciones genéticas
de NAT?2 tras el uso de isoniazida, dapsona y sulfonamidas. La TPMT es la enzima

mas estudiada en la prediccion de la respuesta al tratamiento con tiopurinas.®

D Las «reacciones de fase I» convierten los farmacos en compuestos mas solubles mediante
oxidacién, reduccion e hidrdlisis, pudiendo formar en ocasiones metabolitos activos y/o tdxicos.
Las «reacciones de fase II» transforman estos compuestos en sustancias mas hidrosolubles
mediante conjugacion por transferasas, lo que facilita su eliminacion.
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Enzimas del citocromo P450

Aproximadamente el 80 % del metabolismo oxidativo y el 50 % de la
eliminacion de los farmacos actualmente en uso se atribuyen a enzimas
metabdlicas de la superfamilia del citocromo P450 (CYP), expresadas

principalmente en 6rganos esplacnicos clave como el higado o el intestino.

Los genes de esta superfamilia se denominan segin su familia (p. ej., "2"),
subfamilia (p. ej., "C") e identificador genético, basandose en la estructura y la
homologia de sus secuencias de aminoacidos. Un codigo completo indica un gen

especifico (p. ej., CYP2C9) (Figura 3).

Identificador
genético

CYP2C¢

Citocromo P450 Subfamilia

Familia

Figura 3. Nomenclatura de la superfamilia del citocromo P450.

Se han descrito 57 genes CYP diferentes y alrededor del mismo nimero
de pseudogenes, que se agrupan de acuerdo a su similitud en 18 familias y
44 subfamilias. Las enzimas de las familias 1-3 (CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9,
2C19, 2D6, 2E1, 3A4 y 3A5), con amplia especificidad de sustrato (muchas veces
superpuesta debido al alto grado de homologia entre ellas), son las mas activas
en el metabolismo hepatico de fadrmacos y otros xenobidticos; mientras que las

demas familias tienen importantes funciones enddgenas.

Sin embargo, estas isoenzimas CYP son extremadamente polimorficas, con
una plétora de variaciones de nucleétido tinico y variantes estructurales, cuya
frecuencia varia entre las distintas poblaciones. Cada isoforma varia debido a
factores genéticos y no genéticos, y a numerosos factores ambientales, algunos
de los cuales son constantes a lo largo de la vida (genotipo, sexo), mientras que

otros son dinamicos (edad, farmacos coadministrados, enfermedades). Estos
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factores no son los mismos para cada isoforma: por ejemplo, la CYP2D6 estd
influida principalmente por polimorfismos genéticos, mientras que la CYP3A4

estd influida por el sexo y es inducible por una gran variedad de sustancias.

En funcién del contexto farmacoldgico, las variantes genéticas del CYP se

clasifican en:

o variantes de pérdida de funcién (LoF, del inglés loss of-function), las cuales
reducen el aclaramiento y aumentan las concentraciones plasmaticas del
farmaco en el organismo, y asi, la toxicidad derivada de su uso.

o variantes de ganancia de funcién (GoF, del inglés gain-of-function), las
cuales aumentan el aclaramiento y reducen las concentraciones del
farmaco, disminuyendo su biodisponibilidad y, por tanto, su eficacia.

En el caso de los profarmacos que requieren bioactivacion, ocurrira lo contrario.
Asi, una deficiencia enzimatica heredada puede hacer que el farmaco sea ineficaz
debido a la minima conversion en el metabolito activo que provoca los efectos
del farmaco; mientras que, ante un aumento de la actividad metabdlica de la
isoenzima CYP que activa el profarmaco, el metabolito activo se producird mas

rapidamente, pudiendo aumentar su efecto y/o la aparicion de RAMs.?>%)
2.3.2. Transportadores

Los transportadores son proteinas de membrana que controlan el acceso de
sustancias enddgenas y xenobidticos (fAarmacos) a diversos lugares del cuerpo
humano. A diferencia delas DMEs, principalmente hepaticas, los transportadores
estdn presentes en todos los tejidos del organismo y desempenan un papel
importante en la regulacion de la absorcion, distribucidn tisular y eliminacion de
muchos medicamentos. Ademas, estdn implicados en la determinacion de las
concentraciones de fAirmacos en plasma y tejidos periféricos, lo que afecta a la

eficacia y toxicidad de los mismos.



El Proyecto Genoma Humano identific6 mas de 400 transportadores de
membrana pertenecientes a dos de las superfamilias principales: la familia de los
transportadores dependientes de ATP, ABC (del inglés, ATP-binding cassette),
relacionada con el eflujo de farmacos, y la familia de los transportadores de
solutos, SLC (del inglés, solute carrier), relacionada con la captacion de los

farmacos por las células.

Uno de los transportadores mads relevantes y mejor caracterizados es la
glicoproteina-P (P-gp, codificada por el gen ABCBI), una bomba de eflujo
que reduce la absorcion intestinal de una amplia gama de compuestos
xenobidticos y contribuye a condicionar la biodisponibilidad de muchos
farmacos administrados por via oral. Se ha demostrado que los polimorfismos en
P-gp son responsables de una diferencia del 25 % en el aclaramiento renal
de la ciclosporina. Otro ejemplo ampliamente estudiado es el polipéptido
transportador de aniones organicos 1B1 (OATP1B1, codificado por el
gen SLCO1B1), uno de los transportadores de captacion y eflujo hepatico de las
estatinas. Diversos estudios han reportado diferentes variaciones en la secuencia
de este gen que influyen en la FC/FD de estos farmacos, llegando a causar una

condicidn conocida como «miopatia inducida por estatinas».?*?")
2.3.3. Dianas farmacologicas

A pesar de que la mayor parte de la investigacion en PGx se haya centrado en
la implicacion de los factores FC en la eficacia de los farmacos, cada vez se tiene
mas conciencia de que la variabilidad genética de los mecanismos FD (interaccion
farmaco-diana) puede afectar a la dosificacion, la respuesta clinica y los efectos
adversos de los tratamientos. Existen varios tipos de dianas terapéuticas
expresadas de forma diferente en tejidos y células, como receptores (p. ej.,
receptor opioide ), enzimas (p. ej., vitamina K epoxido reductasa), canales

ionicos (p. €j., canales de calcio), lipoproteinas, factores de coagulacion y vias de
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transduccion de senales, entre otros. De hecho, ciertos biomarcadores FD han
sido bien estudiados y algunos comienzan a ser no solo utiles, sino necesarios en

la practica clinica para la optimizacion terapéutica de ciertos medicamentos.

Alrededor del 50 % de los farmacos interacttian con los receptores de
membrana para ejercer sus efectos terapéuticos. Por ejemplo, el receptor
adrenérgico 32 (ADRB2) es la diana tanto de los [3-agonistas en el tratamiento del
asma como de los [(-bloqueantes en el tratamiento de la hipertension. Las
variaciones genéticas en este gen pueden influir en la expresion y la sensibilidad
de este receptor, alterando la afinidad de union al farmaco y, por tanto, pueden

condicionar la respuesta al tratamiento o los efectos adversos subyacentes.

Otro ejemplo seria el caso de la warfarina. Este farmaco produce su efecto
anticoagulante al inhibir la epdxido reductasa de la vitamina K (VKORC-1), una
enzima que cataliza el paso de la vitamina K oxidada a su forma reducida, un
cofactor esencial para la sintesis de los factores de coagulacion. Polimorfismos en
el gen VKORCI se han asociado con un incremento del riesgo de sangrado en
pacientes en tratamiento con este anticoagulante, asi como con requerimientos
de dosis mas bajos. De hecho, VKORC1 (FD) junto con CYP2C9 (FC) han
demostrado ser responsables de un 40 % de la variabilidad del tratamiento con
warfarina, por lo que su genotipado se tiene en cuenta en diversos algoritmos

para ajustar la dosis de inicio del tratamiento.**

En la respuesta farmacoldgica, hemos visto que intervienen, entre otros
factores, DME, proteinas transportadoras de farmacos y receptores o dianas
terapéuticas en general. Todos estos factores presentan variantes genéticas que
conducen a una alteracion del nivel de expresién o actividad de la proteina. En
consecuencia, esta variabilidad condiciona la eficacia terapéutica y las respuestas
farmacoldgicas inesperadas (fallo terapéutico o toxicidad), lo que ha suscitado un

notable interés en el estudio de su potencial impacto en la practica clinica.



identificar marcadores PGx (genotipo) vinculados a un determinado perfil de
respuesta a los farmacos (fenotipo) son los «estudios de genes candidatos», los

«estudios de asociacion de genoma completo» y los «enfoques de secuenciacion

2.4. Tipos de estudios farmacogenéticos

Las tres grandes estrategias de investigaciéon que se han adoptado para

de nueva generacion» (Figura 4).

identificar interacciones PGx que suelen implicar variantes comunes o de gran
tamafo de efecto. Una vez seleccionados los genes candidatos en funcion de su
papel en las vias FC o FD conocidas, se realiza un estudio de asociacion genética

para establecer la relacion entre las variantes genéticas de estos genes y el efecto

2.4.1. Estudios de genes candidatos

Los estudios de genes candidatos utilizan conocimientos previos para

terapéutico de un determinado farmaco.

\_ nuevas asociaciones genéticas. /

Figura 4. Estrategias para identificar marcadores PGx asociados a la eficacia (respuesta frente a
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Modificada de Pereira et al., 2015.29
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Los estudios de genes candidatos han permitido identificar con éxito diversos
marcadores PGx, como el CYP2C19 para el uso de clopidogrel, el CYP2C9 o el
VKORCT1 para el uso de warfarina, y el DPYD para el uso de 5-fluorouracilo.

Durante la tltima década, se ha tratado de la estrategia mas ampliamente
usada, ya que requiere de menor inversion y de un menor tamafio muestral a la
hora de alcanzar el poder estadistico deseado. Sin embargo, la desventaja de este
tipo de aproximacion es su incapacidad para identificar variantes genéticas en
vias atn por descubrir, que podrian estar implicadas en el mecanismo de accion

e influir en el fenotipo de respuesta al farmaco.**)
2.4.2. Estudios de genoma completo

Los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, del inglés Genome
Wide Association Studies) son estudios observacionales en los que se analiza un
gran conjunto de variantes genéticas repartidas por el genoma, normalmente
variantes de nucleotido tnico (SNV, del inglés, single nucleotide variants), para
identificar asociaciones con un fenotipo de respuesta a farmacos. De este modo,
los GWAS son un complemento importante de los estudios de genes candidatos,
ya que permiten descubrir genes o variantes PGx inesperadas, sin la necesidad
de una hipotesis previa o un conocimiento exhaustivo sobre la fisiologia de la
enfermedad o el efecto del farmaco. En los tltimos afios, y gracias a este enfoque,

se han descubierto o replicado 586 asociaciones tinicas entre fdrmacos y variables.

Entre las limitaciones de los GWAS se encuentra la incapacidad de detectar
variantes con efectos pequefios, para lo cual se requieren muestras de gran
tamafno® y la replicacion de los hallazgos para poder inferir asociaciones entre el

genotipo y el fenotipo de respuesta a farmacos. Por otro lado, los GWAS

E En los estudios PGx resulta dificil reclutar suficientes participantes para alcanzar la potencia
estadistica necesaria para detectar asociaciones significativas. La poblacion de estudio se limita a
individuos con una determinada patologia, de los cuales solo una fraccion toma el farmaco de
interésy, de estos, una proporcién atin menor podria llegar a desarrollar una determinada RAM.®
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identifican variantes genéticas comunes y, por lo tanto, pueden pasar por alto
variantes raras, con un tamano del efecto potencialmente importante, que
podrian explicar la heredabilidad ausente en los fenotipos complejos de
respuesta variable al tratamiento. Ademas, los costes son superiores al analisis
mediante genes candidatos y, dado el manejo de grandes cantidades de datos, el

analisis bioinformatico de estas asociaciones resulta muy laborioso.**
2.4.3. Estudios de secuenciacion de nueva generacion

La secuenciacién de nueva generacion (NGS, del inglés Next-Generation
Sequencing) permite realizar andlisis simultaneos de un gran ntimero de genes
asociados a cualquier fenotipo, con un enfoque imparcial. En funcion del tamafo
del genoma que se quiera estudiar, existen tres formatos principales:
secuenciacion de genoma completo (WGS, del inglés whole genome sequencing),
secuenciacion de exoma completo (WES, del inglés whole exome sequencing) y

secuenciacion de subconjuntos de genes candidatos (panel de genes).

La mayoria de los estudios PGx realizados en el campo de la investigacion
clinica corresponden a abordajes WES y WGS. Sin embargo, existen genes en
regiones gendmicas complejas (p. €j., CYP2D6 y HLA) y patrones de herencia
(p. €j., variantes de numero de copias y de insercion-delecion larga) que son
dificiles de interrogar de forma fiable mediante estos métodos. Ademas, estos
formatos todavia tienen un coste elevado y la enorme cantidad de datos
que generan supone un desafio bioinformatico y estadistico, lo que limita su
uso en entornos clinicos. Como método alternativo, se han propuesto los
«paneles de genes dirigidos», capaces de capturar y secuenciar un pequeno
conjunto enriquecido de dianas gendmicas de manera mas precisa, radpida y
econdmica, proporcionando una menor cantidad de datos con los que lidiar en el

analisis bioinformatico.
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Los recientes avances en las tecnologias NGS han permitido cartografiar
exhaustivamente el panorama mutacional de los farmacogenes conocidos.
Diversos proyectos han desvelado decenas de miles de variantes PGx que se
producen con frecuencias muy bajas (MAF <1 %) y que, por tanto, podrian pasar
desapercibidas facilmente en los estudios de asociacion. Las predicciones
computacionales indicaron que estas variantes raras representan entre el 20 y
el 40 % de toda la variabilidad funcional codificada en los genes LADME,
contribuyendo sustancialmente a la variabilidad interindividual en la respuesta
terapéutica. Es importante destacar que la interpretacion funcional de estas
variantes raras no puede basarse en datos experimentales y, por lo tanto, el
desarrollo de herramientas que puedan validar clinicamente y traducir de forma
fiable estas variantes en recomendaciones procesables constituye una frontera

interesante de la PGx contemporanea.*

2.5. La farmacogenética en la medicina del futuro

En el campo de las ciencias 6micas, la PGx es una de las areas de conocimiento
con mayor grado de traslacion. Tras la finalizacion del Proyecto del Genoma
Humano en 2003, los avances en el conocimiento genémico y el desarrollo de
las tecnologias NGS han proporcionado herramientas esenciales que han
contribuido a avanzar tanto en el descubrimiento de biomarcadores PGx como
en su aplicacion clinica a la hora de individualizar tratamientos farmacologicos,

maximizando asi la eficacia de la intervencion y reduciendo las RAMs.

A pesar de las evidencias en torno a los beneficios que conlleva la
incorporacion de la PGx en la toma de decisiones terapéuticas, y del aumento
de ejemplos validados de la utilidad clinica de algunas asociaciones PGx,
su aplicacion en la atencion sanitaria estd siendo un proceso lento, costoso y
muy desigual entre paises e instituciones, lo que esta dificultando el avance

hacia la MP.



Uno de los principales retos asociados a la implementacion asistencial es
poner el conocimiento PGx clinicamente relevante a disposicion de los médicos
de forma practica y facilmente comprensible. Para ello, se requieren, entre otras
medidas importantes, directrices objetivas basadas en la evidencia y la inversion
en la infraestructura necesaria para que los profesionales sanitarios puedan
comprender, interpretar y acceder a la informacion PGx en el momento de la
prescripcion del farmaco (p. €j., historia clinica electronica y sistemas de apoyo a

las decisiones clinicas).

Estas y otras limitaciones a las que se enfrenta el avance en el campo de la
PGx no son insalvables, y es probable que su superacion mediante esfuerzos de
investigacion coordinados contribuya a la aplicacion de la MP en la practica
asistencial. En consecuencia, muchos pacientes son y seran (en un futuro a corto,
medio y largo plazo) candidatos a beneficiarse de pruebas diagnodsticas

moleculares y terapias dirigidas a través de biomarcadores PGx.
2.5.1. Guias de practica clinica

Durante la tlltima década, se ha avanzado en la sintesis de la informacion PGx
publicada y en la elaboracidn de estrategias para implementar los datos PGx en
la toma de decisiones relacionadas con el tratamiento. Estas directrices
proporcionan interpretaciones de los resultados de las pruebas PGx para
determinados pares gen-farmaco con utilidad clinica demostrada, asi como
recomendaciones terapéuticas (tipo de tratamiento o dosis a prescribir) segun el

perfil genético de cada individuo.

Varias organizaciones y grupos de trabajo, entre ellos, el CPIC, el Grupo de
Trabajo Holandés de Farmacogenética (DPWG, del inglés Dutch Pharmacogenetics
Working Group), la Red Canadiense de Farmacogendmica para la Seguridad de
los Medicamentos (CPNDS, por sus siglas en inglés) y la Red Nacional Francesa

de Farmacogenética (RNPGx, por sus siglas en inglés), han elaborado y publicado
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guias detalladas de practica clinica para combinaciones especificas de gen-
farmaco. Sin embargo, existen discrepancias entre los diferentes grupos, tanto en
la interpretacion clinica de los resultados genéticos como en las pautas de
prescripcion elaboradas, por lo que es necesario revisar y comparar entre las
diferentes fuentes a la hora de adaptar las recomendaciones clinicas a los

protocolos asistenciales de cada centro.®?)

En la actualidad, se han publicado 26 guias de practica clinica, basadas en una
revision muy detallada de la literatura disponible, para mas de 70 farmacos, entre
los que se incluyen el clopidogrel (CYP2C19), las fluoropirimidinas (DPYD), los
opioides (CYP2D6) y la warfarina (CYP2C9, CYP4F2, VKORC1) (Tabla 2). No
obstante, este numero de recomendaciones para interacciones especificas entre
genes y farmacos probablemente aumentara con los afios, ya que se van

actualizando a medida que surgen nuevas evidencias.®>"

Tabla 2. Parejas gen-farmaco para las cuales existe una «guia de practica clinica» elaborada por
el CPIC.

Guias de recomendacion Farmacos Genes
CFTR e ivacaftor ivacaftor CFTR
CYP2B6 y efavirenz efavirenz CYP2B6
CYP2C19 y clopidogrel clopidogrel CYP2C19
CYP2C19 e inhibidores de dexlansoprazol; esomeprazol; lansoprazol;

CYP2C19
la bomba de protones omeprazol; pantoprazol; rabeprazol
CYP2C19 y voriconazol voriconazol CYP2C19

aceclofenaco; celecoxib; diclofenaco; flurbiprofeno;

CYP2C9y . . . . . .
. . ibuprofeno; indometacina; lornoxicam; lumiracoxib;

antiinflamatorios no . . CYP2C9

i meloxicam; metamizol; nabumetona; naproxeno;
esteroideos .. .

piroxicam; tenoxicam
CYP2(C9, HLA-B y fenitoina fosfenitoina; fenitoina CYP2C9, HLA-B
CYP2C9, VKORC1, CYP4F2 warfarina CYP2C9, CYP4F2,
y warfarina VKORC1
CYP2D6 y atomoxetina atomoxetina CYP2D6
YP2D 5

c . 6 y ondansetron y ondansetrdn; tropisetréon CYP2Dé6
tropisetron
CYP2D6 y tamoxifeno tamoxifeno CYP2Dé6
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CYP2D6, CYP2C19y
antidepresivos triciclicos

CYP2D6, CYP2C19,
CYP2B6, SLC6A4, HTR2A e
inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina

CYP2D6, OPRM1, COMT y
opioides

CYP3A5 y tacrolimus
DPYD y fluoropirimidinas

G6PD

HLA-A, HLA-By
carbamazepina y
oxcarbazepina

HLA-B y abacavir
HLA-B y alopurinol

IFNL3 y regimenes basados
en peginterferén alfa

MT-RNR1 y
aminoglucésidos

RYR1, CACNA1S y agentes
anestésicos volatiles

SLCO1B1, ABCG2, CYP2C9
y estatinas

TPMT, NUDT15y
tiopurinas

UGT1A1 y atazanavir

amitriptilina; clomipramina; desipramina; doxepina;
imipramina; nortriptilina; trimipramina

citalopram; desvenlafaxina; duloxetina;
escitalopram; fluoxetina; fluvoxamina;
levomilnacipran; milnacipran; paroxetina;
sertralina; venlafaxina; vilazodona; vortioxetina

alfentanilo; buprenorfina; codeina; fentanilo;

hidrocodona; hidromorfona; levometadona;

metadona; morfina; naltrexona; oxicodona;
remifentanilo; sufentanilo; tramadol

tacrolimus

capecitabina; fluorouracilo; tegafur

acido paraaminosalicilico; aspirina; cloranfenicol;
cloroquina; clorpropamida; ciprofloxacino; dabrafenib;
dapsona; dimercaprol; doxorrubicina; furazolidona;
gliclazida; glimepirida; glipizida; gliburida;
hidroxicloroquina; mafenida; mepacrina; mesalazina;
azul de metileno; moxifloxacino; acido nalidixico;
nicorandil; nitrofurazona; nitrofurantoina; norfloxacino
ofloxacino; pegloticasa; fenazopiridina; primaquina;
probenecid; quinina; rasburicasa; nitrito de sodio;
sulfacetamida; sulfadiazina; sulfadimidina;
sulfametoxazol/trimetoprima; sulfanilamida;
sulfasalazina; sulfisoxazol; tafenoquina; tolazamida;

CYP2C19,
CYP2D6

HTR2A, SLC6A4,
CYP2Be6,
CYP2C19,
CYP2D6

COMT, CYP2De,
OPRM1

CYP3A5
DPYD

" G6PD

tolbutamida; azul de toluidina; trametinib; vitamina C;

vitamina K

carbamazepina; oxcarbazepina

abacavir
alopurinol
peginterferdn alfa-2a; peginterferén alfa-2b;

ribavirina

amikacina; dibekacina; gentamicina; kanamicina;
neomicina; netilmicina; paromomicina; plazomicina;
ribostamicina; estreptomicina; tobramicina

desflurano; enflurano; halotano; isoflurano;
metoxiflurano; sevoflurano; succinilcolina

atorvastatina; fluvastatina; lovastatina;

pitavastatina; pravastatina; rosuvastatina;
simvastatina

azatioprina; mercaptopurina; tioguanina

atazanavir

HLA-A, HLA-B

HLA-B
HLA-B

IFNL3

MT-RNR1

CACNAI1S, RYR1

ABCG2, CYP2(C9,
SLCO1B1

NUDT15, TPMT

UGT1A1
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Todas estas directrices estan anotadas en la base de datos PharmGKB, un
recurso que recopila, conserva y difunde informacidn sobre el impacto de la
variacion genética humana en la respuesta a los farmacos. PharmGKB también
incluye las anotaciones PGx que las agencias reguladoras, como la FDA y
la Agencia Europea del Medicamento (EMA, por sus siglas en inglés),
incorporan en las etiquetas de los medicamentos aprobados, ofreciendo a
los profesionales sanitarios toda la informacion de prescripcion y las

recomendaciones correspondientes.**%)
2.5.2. Implementacién de la PGx en la practica clinica

A pesar de que la PGx ha demostrado su utilidad clinica en los casos donde
el paciente no alcanza la eficacia necesaria o aparecen efectos adversos graves, su
implementacién en la practica clinica habitual ha sido lenta y se ha restringido a

determinados centros especializados.

Las principales limitaciones para el uso rutinario de estas pruebas incluyen la
escasa formacion de médicos y farmacéuticos, la falta de utilidad clinica*
(confirmada o no por ensayos clinicos aleatorizados), la imposibilidad de acceder
a las pruebas de genotipado o que estas se realicen en breves periodos de tiempo
(el andlisis PGx no estd adaptado al ritmo asistencial), su rentabilidad, la
dificultad en la interpretacion de los resultados (necesidad de consenso en las
recomendaciones de prescripcién) y la preocupacién por cuestiones de
confidencialidad. De hecho, algunos autores sostienen que parece existir cierto
escepticismo genético en el sentido de que los gestores y los clinicos aceptan el
planteamiento de modificar la dosis en caso de insuficiencia renal o hepatica
basdndose en modelos FC, pero no cuando la variacion se debe a una variante

genética que tiene el mismo efecto sobre la exposicidn al farmaco. !

F La «utilidad clinica» se establece en funcién de la mejora de los resultados clinicos en los
pacientes, el impacto en el patrén de prescripcion y la rentabilidad de la prueba PGx.
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Para lograr esta implementacion, existen dos tipos de estrategias a seguir:

o Genotipado caso a caso

Consiste en realizar la determinacion de aquellas variantes necesarias para guiar
una unica decisidn terapéutica al inicio del tratamiento. Un ejemplo de este
modelo es el ajuste de dosis que se realiza en los pacientes portadores de
variantes genéticas en CYP2C9, VKORC1 y CYP4F2 para evitar hemorragias
cuando se prescribe tratamiento anticoagulante con warfarina. Este enfoque
reactivo, a pesar de tener la ventaja de generar una informacion util y aplicable
directamente en el tratamiento de eleccion, presenta el inconveniente de suponer
un mayor coste y un retraso en la obtencidon de los resultados para guiar la

seleccion o dosificacidn de farmacos. 435

o Genotipado preventivo
Consiste en recopilar e integrar prospectivamente los datos sobre las principales
variantes PGx en la historia clinica electrénica de aquellos pacientes
pertenecientes a poblaciones de riesgo (aquellas susceptibles de recibir un
farmaco con indicacion PGx), de modo que esta informacion esté disponible
antes de cualquier decisiéon de prescripcién. Una caracteristica especialmente
atractiva de este enfoque es que las pruebas pueden ser multiplexadas,
analizando simultdneamente la mayoria de los genes que contribuyen a la
variacion en la respuesta a los fadrmacos,© y a un coste relativamente bajo, lo que
evita retrasar las decisiones de prescripcion hasta después de que los resultados
de la prueba estén disponibles. En consecuencia, y dado que el genotipo de un
individuo no cambia a lo largo de su vida, los resultados de las pruebas genéticas
pueden reutilizarse a medida que se prescriben nuevos farmacos cuya respuesta

pueda estar sujeta a distintas variantes PGx.43%

G Aproximadamente el 50 % de los medicamentos prescritos habitualmente tienen un perfil PGx
identificado, lo que resulta 1til para la genotipificacién preventiva.(1%
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Varios autores han desarrollado aproximaciones de este tipo poniendo en
marcha diversas iniciativas de implementacién de la PGx, con el objetivo de

mejorar los resultados en prevencion, diagndstico y tratamiento de los pacientes.

o El proyecto estadounidense eMERGE-PGx, una colaboracion entre la red
de gendmica y registros médicos electronicos (eMERGE) y la red PGRN, trata de
realizar un farmacogenotipado anticipado (variantes en 84 farmacogenes en casi
9.000 pacientes a los que probablemente se les prescriban farmacos de interés)
integrado en la historia clinica electronica de los pacientes, para sentar las bases
de un uso clinico mas generalizado de la informacion PGx preventiva. El analisis
de los primeros 5.000 sujetos analizados revel6 que > 96 % de las muestras

presentaban variantes procesables de alta prioridad designadas por el CPIC.¢%%

o Por otro lado, en 2016 se formo el consorcio Ubiquitous Pharmacogenomics
(U-PGx), una red de expertos europeos cuyo objetivo era evaluar y proporcionar
evidencia de la utilidad clinica de las pruebas PGx preventivas en la prevencion
de RAMs. Se llevo a cabo un estudio prospectivo en siete centros europeos con
casi 7.000 pacientes asignados aleatoriamente a la atencion estandar o a la
atencion guiada por el genotipo (panel PGx con 44 variantes en 12 genes
clinicamente relevantes para 42 farmacos). Los resultados de este estudio
mostraron que, aplicando las recomendaciones del DPWG, los pacientes con una
terapia guiada por el genotipo experimentaron menos RAMs (21,0 %) que los

controles que recibieron tratamiento estandar (27,7 %).33%

A medida que se dispone de técnicas moleculares mas econdmicas y que
aportan una mayor informacion relevante para el paciente, las pruebas reactivas
estan evolucionando gradualmente hacia estrategias de genotipado preventivo.
Esta implantacion de la PGx en el ambito clinico debe ir acompafiada, ademas,
de un seguimiento continuo en la practica real, de modo que el proceso
asistencial se perfeccione continuamente para optimizar los resultados de los

pacientes. Aplicar intervenciones preventivas o terapéuticas en aquellos indivi-
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duos que tendran un beneficio de las mismas, evitando al mismo tiempo posibles
efectos secundarios, puede parecer un reto ambicioso. Sin embargo, como se
explica mas adelante, nos encontramos en las fases iniciales de un proceso de
integracion de la gendmica y otras técnicas «Omicas» en la practica clinica para

mejorar la farmacoterapia.®?"

3. LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Las enfermedades cardiovasculares (ECV)" son actualmente la principal
causa de mortalidad en todo el mundo, y son responsables del 31 % del total de
fallecimientos. Ademads, representan una causa importante de muerte prematura
(es decir, de muertes antes de los 65 anos), discapacidad y gasto sanitario. En las
dos ultimas décadas, la proporcion de muertes derivadas de esta afeccion ha
disminuido en los paises desarrollados; sin embargo, debido al progresivo
envejecimiento de la poblacion y al incremento en la prevalencia de los

principales factores de riesgo, la incidencia de ECV ha aumentado.®*"

3.1. Sindrome coronario agudo

La enfermedad arterial coronaria (EAC) o cardiopatia isquémica es una de las
ECV mas comunes y la segunda causa de muerte en el mundo. Engloba un
conjunto de cuadros clinicos cuya fisiopatologia comun es el estrechamiento u
obstruccion de las arterias coronarias, lo que conduce a un suministro

inadecuado de sangre al musculo cardiaco.

El sindrome coronario agudo (SCA) comprende las manifestaciones agudas
de la EAC englobando el espectro de sintomas clinicos que reflejan la isquemia
miocardica aguda. La principal causa del SCA es la rotura o erosion de una
placa aterosclerdtica coronaria y la formacién de trombos con inflamacion

concomitante, que conducen a la interrupcién brusca del riego sanguineo y a la

H De acuerdo con la OMS, las ECV engloban aquellos trastornos del corazéon y los vasos
sanguineos.
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isquemia miocardica distal. El espectro clinico del SCA incluye tres entidades
clinicas, las cuales se graduan en funcion de la gravedad y la rapidez de la

actuacion necesaria para su manejo.

o En el infarto de miocardio con elevacion del segmento ST (IAMCEST), la
arteria coronaria esta completa o practicamente ocluida, lo que provoca isquemia
transmural en el electrocardiograma (ECG) (elevacion del segmento ST),
sintomas de angina y muerte celular miocardica en los andlisis de troponina.
El diagndstico precoz y la reperfusion temprana (restablecimiento del flujo
sanguineo en la arteria ocluida) son las formas mas eficaces de preservar la

viabilidad del miocardio isquémico y limitar el tamafo del infarto.

o En el infarto de miocardio sin elevacion del segmento ST (IAMSEST), la
arteria coronaria esta al menos parcialmente ocluida, lo que provoca isquemia
subendocardica, sintomas de angina y muerte celular miocardica; sin embargo,

no hay elevacién del segmento ST en el ECG.

o En la angina inestable (Al), el trombo de la arteria coronaria produce
sintomas o cambios en el ECG tipicos de la isquemia miocdardica; sin embargo,

no hay muerte celular miocdrdica mensurable (ausencia de biomarcadores).

Sindrome coronario agudo
Elevacion ;
. Anomalia ECG normal
ECG —> delp:ergsiitei?tf ST ST/T o indeterminado
A

Bioqul’mica — Aumento/caida Troponinas

de troponinas normales

Diagnéstico [——p» IAMCEST IAMSEST  ugia
inestable

Figura 5. Espectro de los sindromes coronarios agudos.
Tomada de Sanchez-Ramos, 2017.(1
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En ultima instancia, la presentacion clinica y el resultado dependeran de la
severidad y la duracion de la isquemia del miocardio generada por la trombosis
del vaso afectado (Figura 5). Aunque el SCA es la principal preocupacion de
la mayoria de los profesionales sanitarios cuando atienden a un paciente con
sintomas compatibles, son frecuentes las patologias alternativas que conducen a
una lesién miocdrdica (p. ej., vasoespasmo coronario, sepsis, hipotension o
anemia). Sin embargo, deben de observarse sintomas o signos de isquemia y
un aumento o caida en los niveles de troponina para distinguir lo que seria un

SCA de otro tipo de dafo miocardico.**)
3.2. Epidemiologia

Como ya se ha comentado, las ECV han sido la principal causa mundial de
mortalidad prematura durante mucho tiempo. Segun las estadisticas, se prevé
que en 2030 moriran por esta afeccion 23,6 millones de personas al afio. En la
actualidad, las ECV son responsables del 49 % de las muertes en Europa, con un
coste anual de la asistencia médica por cardiopatias en torno a los 192.000
millones de euros. En concreto, en 2021, las ECV fueron la causa de defuncion
del 30 % de la poblacion en Espafia, casi la mitad de ellas debido a cardiopatias
isquémicas, lo que convierte a este tipo de enfermedades en un importante

problema de salud ptblica.“**)

Si nos centramos en la EAC, se estima que cada afo se diagnostican mas de
7 millones de personas con SCA en todo el mundo. El Registro Global de Eventos
Coronarios Agudos (GRACE, por sus siglas en inglés) documentd que el
TAMCEST constituye aproximadamente el 25-40 % de las presentaciones de SCA
y el SCASEST (IAMSEST o Al en funcion de la determinacion de troponinas,
positiva o negativa) representa aproximadamente el 70 % de los SCA. No
obstante, los avances en las terapias de reperfusion y las medidas preventivas
han contribuido a reducir la mortalidad por SCA (a pesar del aumento de la

prevalencia de los factores de riesgo).“
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INTRODUCCION

Los factores de riesgo del SCA son comunes al resto de patologias
cardiovasculares (CV), existiendo diversas comorbilidades que aumentan el
riesgo de eventos adversos derivados de la cardiopatia isquémica. Algunos de
estos factores son permanentes (p. ej., edad, sexo, herencia genética) y otros son
modificables, es decir, se puede influir en ellos (p. ej., tabaquismo, inactividad

fisica, hipertension arterial, diabetes tipo 2, dislipidemia y obesidad).*
3.3. Fisiopatologia de la enfermedad

El responsable fisiopatologico fundamental de la ECV es la aterotrombosis,
un 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.
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Figura 6. Tipos de SCA: rotura de la placa y otras etiologias del SCA.
Modificada de Bhatt et al., 2022.¢44)
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Aproximadamente el 64 % de los SCA se deben a la rotura de una placa
aterosclerotica y la inflamacion concomitante (IAM de tipo 1), lo que puede
activar la cascada de coagulacién y formar un trombo en una o mas arterias
coronarias (Figura 6). Sin embargo, una proporcidon no desdenable de pacientes
experimentan un SCA debido a la erosion de la placa, la presencia de nodulos
calcificados, el espasmo coronario o la diseccion espontdnea de la arteria

coronaria (IAM de tipo 2).(4449

Rotura de una placa aterosclerotica coronaria

Una «placa vulnerable» puede describirse como una lesion aterosclerotica que
tiene un alto riesgo de rotura y se caracteriza por un gran nucleo rico en lipidos
0 necrotico que estd separado de la luz del vaso por una fina capa fibrosa
(fibroateroma) que incluye componentes de la matriz extracelular. El mecanismo
subyacente a la alteracion de la denominada placa vulnerable se basa en la
progresion aterosclerdtica a través de la expansion del ntucleo lipidico y la

acumulacion de macréfagos en los bordes de la placa, lo que conduce a su rotura.

Tras la rotura de la placa, el material trombogénico que reside en su interior
queda expuesto a la sangre y a los factores de coagulacion circulantes, lo que da
lugar a la formacion de un trombo en la placa rota (Figura 7). Varios mediadores
inflamatorios, como el interferén-y y la interleucina-1, bloquean la produccion
de elementos de la matriz extracelular y estimulan a los macréfagos y otras
células para que liberen proteasas que degradan las moléculas extracelulares. Los
mismos factores desencadenantes que deterioran la fina cubierta del ateroma
estimulan la produccion de elementos protromboticos, potenciando la formacion
de codgulos. Los elementos del nucleo expuestos, incluidos el factor de von
Willebrand (vVWE, por sus siglas en inglés), el colageno y el factor tisular, activan
las plaquetas circulantes, que a su vez potencian el proceso coagulativo. Esto da

lugar a una rdpida formacion de trombos y a la consiguiente isquemia cardiaca.®*?
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La reduccion del flujo sanguineo al miocardio provoca una disminucion de
la cantidad de oxigeno y nutrientes que llegan al musculo, lo que puede
generar dafno en el tejido. Si el flujo sanguineo no se restablece en un plazo
de tiempo breve, o si la desestabilizacién de la placa produce un trombo, se
produce el infarto de miocardio, una lesion miocardica irreversible debida a la

isquemia sostenida.“?
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Figura 7. Desarrollo de la placa de ateroma, rotura de la placa y formacién de trombos.
Modificada de Vogel et al., 2019.¢D

La muerte de las células del miocardio provoca la liberacion de creatincinasa
(o creatina quinasa, CK) y troponina en el plasma. Existen diferentes isoformas
de ambos marcadores, siendo la CK-MB (CK myocardial band), la troponina I
cardiaca (cTnl) y la troponina T cardiaca (cInT) especificas de la lesion
miocdrdica, por lo que se utilizan como biomarcadores para el diagndstico

precoz del infarto de miocardio y para la evaluacion del pronostico.
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Dado que el miocardio tiene un potencial regenerativo insignificante, los
cardiomiocitos muertos son sustituidos por un tejido cicatricial no contractil.
Si se dafia una gran zona del miocardio y se sustituye por tejido fibroso, este
cambio puede provocar alteraciones sustanciales en la geometria del ventriculo.
Mientras que las zonas infartadas se adelgazan, el resto del miocardio sufre
hipertrofia. La imposibilidad de normalizar el aumento de las tensiones de la
pared da lugar a una dilataciéon ventricular progresiva. Esta remodelacion
adversa tiene consecuencias sustanciales para la contractilidad del ventriculo y

puede conducir finalmente a la insuficiencia cardiaca.®?

3.4. Diagnostico

El diagnostico del SCA se basa en una combinacion de la presentacion
clinica del paciente, los resultados de las pruebas diagndsticas y sus antecedentes

médicos.

El sintoma mas caracteristico del SCA, derivado de la obstruccion del flujo en
las coronarias, es el dolor en el pecho. El malestar toracico tipico se caracteriza
por una sensacion retroesternal de dolor, presion o pesadez («angina») que se
irradia al brazo izquierdo, al cuello o a la mandibula. Es frecuente la presencia de
otros sintomas como la sudoracién, nduseas o vomitos, palpitaciones, mareos,
disnea y sincope. La exacerbacion de los sintomas ante el esfuerzo fisico y su

alivio en reposo aumentan la probabilidad de isquemia miocardica.

Cuando se sospecha un SCA, las guias de practica clinica actuales
recomiendan realizar un ECG en los 10 minutos siguientes a la atencion del
paciente en un servicio de urgencias (hospitalario o extrahospitalario) para
establecer el diagndstico. El hallazgo de una elevacion persistente del segmento
ST indica un IAMCEST. No obstante, es importante destacar que mas del 50 %
de los pacientes que acuden al servicio de urgencias con dolor toracico acabaran

recibiendo un diagnostico distinto del IAM. Por lo tanto, cuando un paciente
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presenta sintomas de SCA pero no tiene elevacion del segmento ST, se debe

realizar una prueba de biomarcadores.

Los «biomarcadores cardiacos» son proteinas que se liberan al torrente
sanguineo cuando hay un dafio en el musculo cardiaco. Suelen aparecer en
diferentes periodos después de la lesion y su concentracién desciende a
diferentes velocidades, complementando la evaluacion clinica y el ECG. El
biomarcador preferido para el diagndstico del IAM son las ¢Tn T/I, mas sensibles

y con mayor especificidad tisular miocardica que la CK-MB o la mioglobina.

Si la presentacion clinica es compatible con isquemia miocdrdica, una
elevacion dindmica de la cTn por encima del percentil 99 de individuos sanos
indica un IAM (lesion miocardica). En los pacientes con IAM, los niveles de cTn
aumentan rdpidamente tras el inicio de los sintomas y permanecen elevados
durante un periodo de tiempo variable, por lo que las mediciones seriadas son

utiles a fin de estratificar el riesgo.“!4+4)

3.5. Manejo

El tratamiento agudo del IAM ha evolucionado notablemente, en parte
debido al aumento de los avances médicos, y se centra en proporcionar una
reperfusion eficaz y urgente del miocardio mediante la temprana recanalizacion
de la arteria coronaria ocluida. De este modo, se limita la isquemia miocardica y
el tamano del infarto, reduciendo asi el riesgo de complicaciones posteriores y de
insuficiencia cardiaca. La reperfusion se puede conseguir mediante un
tratamiento fibrinolitico que disuelve el trombo oclusivo y/o mediante una
intervencion coronaria percutanea (ICP). Esta ultima es el mejor método de

reperfusion (con una tasa de recanalizacion efectiva superior al 90 %).

Cuando el ECG sugiere un IAMCEST, debe realizarse una angiografia
coronaria urgente para confirmar el diagndstico y tratar con una ICP inmediata.

La reperfusion rapida con ICP primaria ha mostrado mejores resultados en
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estos pacientes si se realiza en los 120 minutos siguientes al diagnodstico, ya
que reduce la mortalidad del 9 % al 7 %. Si no es posible realizar una ICP en
dicho intervalo de tiempo desde la presentacion inicial del IAMCEST, debe
administrarse un tratamiento fibrinolitico, a menos que esté contraindicado,
seguido del traslado a un centro en el que la angiografia® y la ICP puedan

realizarse en las 6 a 24 horas siguientes.

Para los pacientes con TAMSEST, una vez confirmado el diagndstico, el
tratamiento agudo incluye antiagregacion plaquetaria y anticoagulacion, y debe
considerarse la realizacion de una coronariografia, con el fin de detectar lesiones
coronarias que puedan requerir tratamiento. En ausencia de comorbilidades y
contraindicaciones que limiten la vida del paciente, debe considerarse la
posibilidad de realizar una ICP primaria, especialmente si este presenta factores

de riesgo como diabetes, insuficiencia renal e insuficiencia cardiaca.®*'*¥
3.5.1. Terapia de reperfusion

La «ICP» es una estrategia de tratamiento destinada a prevenir la isquemia
miocdardica o a restablecer la perfusion miocdrdica. Consiste en una técnica que
se basa en el uso de un catéter para dilatar el vaso estrechado con un balén
inflable (angioplastia con balén) y mantenerlo abierto mediante la implantacion

consecutiva de un stent (pequeno tubo de malla metdlica).

Tras 1a ICP, se inicia el tratamiento antiplaquetario dual (DAPT, del ingés dual
antiplatelet therapy), que se contintia durante un periodo de al menos 12 meses,
seguido de un tratamiento antiplaquetario tinico a largo plazo para la prevencion
de complicaciones relacionadas con el stent, y como estrategia general de

prevencion secundaria de la EAC en segmentos coronarios no tratados.

I Una «angiografia coronaria» o «coronariografia» es un procedimiento de diagnoéstico por
imagen que utiliza un tinte especial (material de contraste) y rayos X para ver como fluye la
sangre por las arterias del corazon.
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Existen casos en los que la obstruccion de las arterias coronarias es demasiado
severa o extensa para ser tratada mediante la ICP, por lo que se recurre a la
cirugia de revascularizacion coronaria (CABG, del inglés coronary artery bypass
grafting) para tratar el SCA. El cirujano utiliza una arteria o vena de otra parte del
cuerpo para desviar el flujo sanguineo alrededor de las arterias obstruidas.
Aproximadamente el 5-10 % de los pacientes con SCASEST requieren una CABG

y representan un subgrupo dificil, dadas sus caracteristicas de alto riesgo.* 44"
3.5.2. Tratamiento farmacoldgico concomitante

En la disminucién de la mortalidad en pacientes con cardiopatia isquémica,
ademads de la reperfusion temprana, las directrices internacionales recomiendan
un abordaje farmacoterapéutico temprano. El tratamiento farmacologico tiene
dos objetivos principales: aliviar los sintomas y restablecer un flujo coronario

adecuado para evitar asi el dafo miocardico irreversible.

o Tratamiento anticoagulante

El objetivo del tratamiento anticoagulante es bloquear de manera eficaz los
efectos mediados por la trombina, un potente activador plaquetario (Figura 8).
Para proporcionar una anticoagulacion rapida y eficaz, existen varias opciones

que, en el contexto de la ICP primaria, deben administrarse por via intravenosa:

% inhibidores indirectos de la trombina (factor Ila) y del factor Xa:

- heparina no-fraccionada. Se une a la antitrombina III, un péptido
que inhibe varios de los factores de coagulacion activados, y aumenta
su actividad.

- heparina de bajo peso molecular. También se une a la antitrombina III,
pero no necesita monitorizacion.

% inhibidor directo de la trombina (bivalirudina). Se usa en pacientes con alto

riesgo de hemorragia o con trombocitopenia inducida por la heparina.
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Figura 8. Mecanismo de formacién del trombo durante el SCA y objetivos de los agentes
antitromboticos disponibles en la actualidad.
Modificada de Franchi et al., 2017.¢7)

o Terapia antiplaquetaria

El objetivo de los antiagregantes plaquetarios es evitar que las plaquetas formen
un trombo y, por lo tanto, son cruciales para el tratamiento de los pacientes
durante y después del IAMCEST. Independientemente de la terapia de
revascularizaciéon a la que se someta al paciente, se deben administrar
antiagregantes en la fase aguda del JAM y mantenerse como tratamiento crénico,
dado su efecto en la prevencion secundaria de complicaciones trombdticas.

*= Los antiagregantes plaquetarios intravenosos se utilizan sobre todo
en el laboratorio de cateterismo, reduciendo las complicaciones isquémicas
periprocedimiento. Incluyen: bloqueadores de los receptores de la glucoproteina

ITb/IIa (GPIIb/IlIa) e inhibidores del receptor P2Y12 (cangrelor).
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» El tratamiento estandar a largo plazo de los pacientes con IAMCEST es la
doble terapia antiagregante que combina dcido acetilsalicilico y un inhibidor oral
del purinoceptor P2Y1;, durante al menos 1 afio si no se producen complicaciones
hemorragicas. Existen tres opciones de inhibidores orales de P2Y1:

- El clopidogrel sigue siendo el farmaco de eleccion en los pacientes con
alto riesgo de hemorragia o si los agentes mas nuevos no estan disponibles, estan
contraindicados o son mal tolerados.

- Sin embargo, las directrices actuales recomiendan los potentes
inhibidores orales de P2Y1 (ticagrelor o prasugrel) dados los efectos beneficiosos
documentados en la reduccion de los eventos isquémicos, aunque con un mayor

riesgo de hemorragia en comparacion con el clopidogrel.“!4547

Los pacientes que han sufrido una enfermedad coronaria se consideran,
desde ese momento, pacientes de alto riesgo CV, por lo que debe controlarse
cualquier factor de riesgo para futuros eventos cardiacos. Debido a esto, ademas
de los tratamientos antitrombdticos, deben considerarse y establecerse varios

tratamientos farmacoldgicos antes del alta en los pacientes con IAMCEST.

o Tratamiento antianginoso. Generalmente nitroglicerina, ya que se trata

de un potente vasodilatador que mejora la perfusion coronaria y disminuye
los requerimientos de oxigeno cardiacos, aliviando las molestias provocadas

por la isquemia.

o Tratamiento antihipertensivo. El tratamiento con inhibidores de la

enzima convertidora de angiotensina (IECA) o antagonistas del receptor de la
angiotensina II (ARA-II) debe iniciarse durante la hospitalizacion en todos los
pacientes con un SCA. Estos farmacos acttian sobre el remodelado ventricular y
disminuyen la actividad simpatica, aumentando el tono vagal, por lo que su uso
se ha asociado a una reduccion significativa de la mortalidad total y las

comorbilidades CV en pacientes con un IAM.



o [-bloqueantes. Estos farmacos acttian directamente sobre los receptores

B-adrenérgicos (31 y 2), reduciendo la frecuencia cardiaca, la contractilidad y la
conduccion auriculo-ventricular. Ademas de equilibrar el consumo y el aporte de
oxigeno en el miocardio, también alivian el dolor toracico y reducen la incidencia

de arritmias ventriculares.

o Tratamiento hipolipemiante. El beneficio del uso de estatinas, como

terapia de reduccidn de lipidos después de un ingreso hospitalario por IAM,
incluye la reduccion de la mortalidad total, asi como de otros eventos coronarios

que pueden sufrir los pacientes con EAC establecida.®!**)

4. TRATAMIENTO ANTIAGREGANTE

Las plaquetas desempenian un papel fundamental en el desarrollo de la
trombosis arterial y de los eventos CV subsiguientes a través de diversos
receptores y vias de senalizacion. Este hecho ha favorecido el desarrollo de
multiples farmacos con el objetivo de inhibir las funciones plaquetarias, lo que
ha convertido la «terapia antiagregante plaquetaria» en la piedra angular del

tratamiento de las ECV y, en particular, de la cardiopatia isquémica.

La activacion de las plaquetas puede producirse a través de multiples vias, ya
que sus agonistas especificos (p. ej., tromboxano A2, adenosin difosfato (ADP,
del inglés adenosine diphosphate), trombina o colageno) pueden activar diferentes
receptores de superficie. Los antiagregantes plaquetarios interfieren en el
proceso de activaciéon mediante el bloqueo selectivo de estos receptores, lo
que reduce el riesgo de trombosis arterial, pero aumenta el riesgo de
complicaciones hemorragicas. Actualmente se dispone de varios anticoagulantes
y antiagregantes plaquetarios, por lo que encontrar el coctel optimo es un reto

clinico que debe adaptarse a cada paciente.)
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4.1. Acido acetilsalicilico

El «acido acetilsalicilico» (AAS) desempefia un papel fundamental en la
prevencion farmacologica de la trombosis arterial, siendo el tratamiento de
primera linea establecido en los pacientes con SCA. De hecho, en pacientes con
IAM, el uso de aspirina se asocia a una reduccion del riesgo relativo del 30 % en

la incidencia de episodios CV.

Su mecanismo de accidon consiste en la inhibicion irreversible de la enzima
ciclooxigenasa 1 (COX-1) de las plaquetas, reduciendo asi la conversion del acido
araquiddnico en tromboxano A2, un potente vasoconstrictor e inductor de la
agregacion plaquetaria (Figura 8). La inhibicion de la COX-1 es practicamente
completa incluso a dosis bajas y el efecto antiplaquetario irreversible persiste
toda la vida de la plaqueta (7-10 dias). Por lo tanto, en el contexto de los
SCASEST y los IAMCEST tratados con ICP, las directrices actuales recomiendan
dosis bajas de aspirina (75-100 mg/dia) administradas por via oral, ya que dosis
mas altas no proporcionan una mayor proteccion isquémica, sino que aumentan

el riesgo de hemorragias.

Por otro lado, dado que la aspirina acttia especificamente sobre la COX-1, es
importante tener en cuenta que este farmaco no es eficaz para reducir la
activacion plaquetaria estimulada por otros factores (como el ADP, la trombina
o el colageno), lo que expone a los pacientes a un riesgo trombotico residual
tanto en la fase aguda como a largo plazo. Este hecho subraya la necesidad de

tratamientos complementarios dirigidos a otras vias.*%4%)

4.2. Inhibidores del receptor P2Y1

El ADP contribuye a la activacion plaquetaria durante la hemostasia
protectora y en la trombosis patoldgica. E1 ADP, liberado por las plaquetas
activadas, se une a los receptores especificos de la membrana plaquetaria,

acoplados a proteina G: los receptores P2Y1y P2Y1: (Figura 8). La activacion del
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receptor P2Y:1 inicia una fase débil y transitoria de agregacién plaquetaria,
mientras que la union del ADP al receptor P2Y12 da lugar a cascadas de
sefalizacion que amplifican y mantienen la agregacion plaquetaria. El papel
central del receptor P2Y12 en la amplificacion de la activacion plaquetaria y la
formacion de trombos estables ha convertido a este receptor en una diana

importante en el tratamiento y la prevencién de la trombosis arterial.®?

El primer inhibidor de los receptores P2Y12 aprobado por la FDA fue la
tienopiridina ticlopidina, que, en combinacion con la aspirina, se utiliz6 para la
prevencion de eventos trombdticos en pacientes sometidos a ICP. Sin embargo,
su uso se ha abandonado en gran medida debido a sus frecuentes reacciones

adversas y a los mejores resultados clinicos obtenidos con el clopidogrel.“”

El tratamiento estandar actual para prevenir las complicaciones recurrentes
en pacientes con SCA, durante y después de la ICP con implantacion de stent, es
la «doble terapia antiagregante», que consiste en la combinacion de AAS junto
con un inhibidor oral de los receptores de ADP, lo que garantiza el bloqueo
simultdneo de dos de las vias de activacion plaquetaria. Las directrices actuales
recomiendan mantener esta combinacion durante al menos 12 meses, salvo
contraindicaciones, teniendo en cuenta las caracteristicas individuales de cada
paciente (p. ej., la anatomia coronaria, la presentacion clinica, el uso de un stent
liberador de farmacos, la edad, la funcion renal o el riesgo de hemorragia) asi

como el equilibrio entre el riesgo isquémico y hemorragico.“
42.1. Clopidogrel

El clopidogrel se trata de una tienopiridina tan eficaz como la ticlopidina para
prevenir los episodios isquémicos periprocedimiento y la trombosis subaguda

del stent tras la ICP, pero con un perfil de seguridad mas favorable. Se administra

I En situaciones clinicas concretas, esta duracién puede acortarse, ampliarse o modificarse
(desescalada del DAPT: cambio de prasugrel/ticagrelor a clopidogrel).
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por via oral y, al tratarse de un profdrmaco, requiere una transformacion

metabdlica para ejercer su efecto antiagregante.

Tras su absorcion intestinal (limitada por la P-gp, una bomba de expulsion
intestinal codificada por el gen ABCBI), aproximadamente el 85 % del farmaco
es hidrolizado por la carboxilesterasa-1 (CES1) a su forma inactiva (dcido
carboxilico). El 15 % restante es rapidamente metabolizado por las isoenzimas
hepaticas del CYP (principalmente CYP2C19), en un proceso de oxidacién en dos
etapas que genera un metabolito activo altamente inestable (Figura 9). Una vez
liberado en la circulacién sistémica, el compuesto activo tiol se une de forma
especifica e irreversible al receptor purinérgico P2Y1> de las plaquetas, lo que
modifica la forma del receptor e inhibe la activacion plaquetaria mediada por el

ADP y la agregacion durante la vida util de la plaqueta.
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Figura 9. Absorcién, metabolismo y mecanismo de accidn terapéutica del clopidogrel.

Actualmente, se recomienda el uso de clopidogrel (300-600 mg de dosis de
carga y 75 mg de dosis de mantenimiento diario) para tratar a pacientes con

IAMCEST, siendo el fdrmaco de eleccion en aquellos con alto riesgo de hemorragia.
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Uno de los principales inconvenientes de su uso es la naturaleza heterogénea
de la respuesta farmacologica individual al clopidogrel. Varios estudios FD han
demostrado que aproximadamente el 30-40 % de los pacientes presentan una
elevada reactividad plaquetaria (HTPR, del inglés High on-Treatment Platelet
Reactivity) mientras estan en tratamiento con este farmaco, lo que se traduce en
un mayor riesgo de sufrir eventos CV, incluida la trombosis del stent. Este hecho
subraya la necesidad de contar con agentes antiplaquetarios mds potentes,
especialmente para los pacientes con un elevado ambiente protrombotico, como

aquellos que sufren un IAMCEST.“5D
Variabilidad en la respuesta al clopidogrel

Aunque es eficaz en la mayoria de los pacientes, el clopidogrel presenta una
amplia variabilidad individual en cuanto a su capacidad antiagregante, la
llamada «resistencia al clopidogrel». Existe entre un 20-40 % de pacientes,
clasificados como no-respondedores o resistentes al fArmaco, que no consiguen
una inhibicion adecuada de la agregacion plaquetaria inducida por ADP tras el
tratamiento, lo que se asocia con un mayor riesgo de sufrir eventos cardiacos,

cerebrovasculares y arteriales periféricos.(®

Se han identificado multiples mecanismos que contribuyen a esta variabilidad

en la respuesta al clopidogrel (Figura 10), entre ellos:

o Factores clinicos, como el aumento de la edad o del indice de masa

corporal (IMC), la diabetes mellitus (DM), la dislipidemia, la enfermedad renal
crénica, y las interacciones entre farmacos (p. ej., farmacos metabolizados por las

isoformas del CYP, como los inhibidores de la bomba de protones).

o Factores celulares. Se ha indicado que un recambio plaquetario acelerado,

tipico de los pacientes con DM, reduce la capacidad de respuesta del clopidogrel.

Ademas, se ha propuesto que la variabilidad en el niimero de receptores P2Y1
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y en su afinidad por el metabolito activo, asi como la variabilidad en las vias

de senalizacion intrinsecas, puede estar involucrada en la respuesta variable

Polimorfismos Polimorfismos
del gen ABCB1 del sistema CYP

’ Absorcion Transformacion
Clopidogrel |———> . . i
intestinal metabdlica

al fArmaco.

Interaccién Generacién variable
entre farmacos de metabolito activo

Alta reactividad
plaquetaria (HIPR) /
Eventos \ Receptor P2Y;,
isquémicos \
RESPUESTA VARIABLE /

Baja reactividad AL CLOPIDOGREL ~~———__| Recambio plaquetario
plaquetaria (LTPR) acelerado

Eventos
hemorragicos

B Insuficiencia renal

Union al sitio de
accion

Figura 10. Mecanismos implicados en la reactividad plaquetaria y en los resultados clinicos
durante el tratamiento con clopidogrel.
Modificada de Tantry et al., 2018.52)

Factores genéticos. Numerosos estudios PGx han evaluado polimorfismos
de diferentes genes involucrados en la FC y la FD del clopidogrel. Entre ellos
se incluyen genes que codifican proteinas, enzimas o receptores que participan
en la absorcidn intestinal, el metabolismo hepatico y la actividad bioldgica
(union al sitio de accion) del farmaco, influyendo sustancialmente en su eficacia.
Sinembargo, a pesar de los multiples polimorfismos identificados, las variaciones
genéticas de la enzima hepatica CYP2C19, un determinante clave en ambos pasos
metabolicos de la transformacion del clopidogrel en su metabolito activo, se han
asociado de forma consistente con la variabilidad interindividual en el perfil
FC/FD del clopidogrel. En particular, la presencia de alelos LoF en el gen
CYP2C19 (principalmente CYP2C19*2) se ha relacionado con un metabolismo
reducido de clopidogrel y una menor formacion de su metabolito activo, lo

que a su vez conduce a una menor inhibicion plaquetaria y, en consecuencia,
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a un aumento del riesgo de eventos isquémicos. En el apartado
“4.3.1.Farmacogenética del clopidogrel” se detallara mas en profundidad el

papel del genotipo del CYP2C19 en la respuesta a este fdrmaco.“*

A pesar de los diversos factores que contribuyen a la resistencia al
clopidogrel, actualmente el mecanismo exacto sigue sin estar completamente
definido. Un estudio de Frelinger et al.,®* realizado en 160 sujetos sanos que
tomaban clopidogrel, revel6 que todos los factores genéticos y no genéticos
conocidos representaban juntos solo el 18 % de la variacion FC y el 32-64 % de la
variacion FD del clopidogrel. Esto sugiere que existe una importante variabilidad

en la respuesta al clopidogrel atin sin explicar.®>
4.2.2. Nuevos antiagregantes: prasugrel y ticagrelor

Desde 2009 se dispone en la practica clinica de nuevos antagonistas P2Y1
que proporcionan una inhibicidn mas potente y constante de las plaquetas. Estos
antiagregantes plaquetarios se utilizan en el tratamiento de la enfermedad
coronaria, incluyendo el SCA, y en la prevencion secundaria de episodios CV en
personas con antecedentes de enfermedad coronaria, accidente cerebrovascular
o enfermedad vascular periférica. Es importante tener en cuenta que estos
medicamentos pueden aumentar el riesgo de hemorragias, por lo que deben
utilizarse con precaucion. Ademads, algunos pacientes pueden ser resistentes a
estos farmacos, lo que puede aumentar el riesgo de eventos CV. Por lo tanto,
se recomienda realizar una evaluacion individualizada del riesgo y el beneficio

en cada paciente antes de prescribir estos medicamentos.®®
o Prasugrel

Al igual que el clopidogrel, consiste en una tienopiridina oral, pero con
10 veces mayor actividad inhibitoria del receptor P2Y12 y con un perfil FC mas

favorable. Se trata también de un profarmaco que, a diferencia del clopidogrel,
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experimenta una absorcion completa en el intestino, donde es hidrolizado
rapidamente por la carboxilesterasa-2 (CES2) para formar un metabolito
intermedio tiolactona. Este compuesto sufre un metabolismo hepatico de un solo
paso, mediado principalmente por las enzimas CYP3A4 y CYP2B6, y en menor
medida por CYP2C19 y CYP2C9, para formar su metabolito activo, el cual actta

como inhibidor irreversible de los receptores de ADP.

En consecuencia, la conversion metabdlica del prasugrel es mas eficiente que
la del clopidogrel, proporcionando un inicio de acciéon mas rapido, una inhibicion
plaquetaria mds potente y constante, y una menor variabilidad interindividual
de sus efectos. Por tanto, estas propiedades farmacoldgicas contribuyen a la
mayor eficacia del prasugrel para reducir las recurrencias isquémicas, incluida la
trombosis del stent, en pacientes con SCA sometidos a ICP, aunque a expensas

de un aumento del riesgo de hemorragias.“*”

La eficacia clinica y la seguridad del prasugrel frente al clopidogrel se
investigaron en el ensayo TRITON-TIMI 38 (Trial to Assess Improvement in
Therapeutic Outcomes by Optimizing Platelet Inhibition with Prasugrel - Thrombolysis
in Myocardial Infarction). En este ensayo clinico, se asignd aleatoriamente a
pacientes con SCA a los que estaba previsto someter a una ICP a recibir
clopidogrel o prasugrel, ademas de aspirina, y se les realizé un seguimiento a lo

largo de los siguientes 6-15 meses.

Los pacientes tratados con prasugrel presentaron una reduccion significativa
de la variable de valoracion principal (una combinacion de muerte CV, IAM o
ictus no-mortal) en comparacion con los tratados con clopidogrel (9,9 % frente a
12,1 %; HR 0,81; IC del 95 %: 0,73-0,90; p < 0,001). Ademas, el tratamiento con
prasugrel dio lugar a una reduccion significativa del 52 % en la tasa de trombosis
del stent y del 34 % en la necesidad de revascularizacion del vaso diana. Sin

embargo, el uso de este nuevo antiagregante supuso un aumento de la incidencia
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de hemorragias graves no-relacionadas con la cirugia de revascularizacion
coronaria (2,4 % frente a 1,8 %; p = 0,03) y hemorragias potencialmente mortales
(0,4 % frente a 0,1 %; p = 0,002), en comparacién con la aspirina mas clopidogrel.
Es por ello que los beneficios del tratamiento con prasugrel en la prevencién del
IAM y la trombosis del stent se vieron parcialmente anulados por estas

complicaciones hemorragicas.®”

Actualmente, el prasugrel (dosis de carga de 60 mg y dosis de mantenimiento
de 10 mg) esta aprobado para los pacientes con SCA sometidos a ICP, y debe
administrarse solo después de que se haya establecido la anatomia coronaria, con
la excepcion de los pacientes con IJAMCEST sometidos a ICP primaria. Sin
embargo, esta contraindicado en pacientes con alto riesgo de hemorragia; no se
recomienda su uso en pacientes con antecedentes de evento cerebrovascular,
mientras que la dosis debe reducirse a 5 mg diarios en los pacientes de edad

avanzada (=75 anos) y en aquellos con bajo peso corporal (< 60 kg).*5
o Ticagrelor

Se trata de una ciclopentil-triazolo-pirimidina (derivado nucledsido-
nucleotido) y, a diferencia de clopidogrel y prasugrel, no es un profarmaco, por
lo que es directamente activo tras su administracion oral. El ticagrelor es
metabolizado principalmente por la enzima CYP3A4 y, en menor medida, por
CYP3AS5, para producir un metabolito activo que tiene efectos antiplaquetarios
equipotentes a los del farmaco original. De este modo, tanto el farmaco como el
metabolito se unen de forma reversible y no competitiva a un sitio distinto del
receptor P2Y12 (no bloquean directamente el sitio de unién al ADP), impidiendo

asi que el ADP active las plaquetas.

Debido a su rdpida absorcion y a su actividad directa, el ticagrelor se
caracteriza por unos efectos FD mads rdpidos, potentes y predecibles que los

conseguidos con clopidogrel, y presenta una menor variabilidad interindividual
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de sus efectos. Su propiedad de unién reversible también explica la disminucién
mas rapida de los efectos (recuperacion de la funcién plaquetaria) en
comparacion con el clopidogrel. En conjunto, estos efectos farmacoldgicos
contribuyen a la mayor eficacia del ticagrelor en la prevencion de episodios

isquémicos, incluida la trombosis del stent, tras la ICP en pacientes con SCA.#5

El ensayo PLATO (A Study of Platelet Inhibition and Patient Outcomes) evalud
la eficacia y la seguridad del ticagrelor frente al clopidogrel. En este estudio,
los pacientes con SCA fueron asignados aleatoriamente a recibir clopidogrel o

ticagrelor, ademas de aspirina, con un seguimiento de 12 meses.

El ticagrelor redujo significativamente la incidencia de la variable de
valoracion principal (una combinaciéon de muerte CV, IAM e ictus) en
comparacion con el clopidogrel (9,8 % frente a 11,7 %; HR 0,84; IC del 95 %:
0,77-0,92; p < 0,001). La tasa de trombosis del stent también se redujo
significativamente con ticagrelor (33 %). Sin embargo, este nuevo farmaco se
asocio a una mayor incidencia de hemorragias graves no-relacionadas con la
cirugia CABG (2,8 % frente a 2,2 %; p = 0,03) y hemorragias intracraneales
mortales (0,1 % frente a 0,001 %; p = 0,02), en comparacion con el clopidogrel,
probablemente debido a la mayor inhibicién de P2Yw.. Cabe destacar que la
eficacia del tratamiento con ticagrelor fue uniforme en multiples subgrupos
preespecificados: pacientes con eventos CV recurrentes, IAMCEST, diabetes,
enfermedad renal cronica, edad avanzada, bajo peso corporal y con antecedentes

de evento cerebrovascular.

En la actualidad, el ticagrelor (dosis de carga de 180 mg y dosis de
mantenimiento de 90 mg dos veces al dia) estd aprobado para el tratamiento y
la prevencion de los eventos aterotrombdticos secundarios en todo el espectro de
pacientes con SCA, independientemente de la estrategia de tratamiento prevista

(invasiva o no invasiva). Ademas, puede administrarse antes de la evaluacion de
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la anatomia coronaria y a pacientes pretratados con clopidogrel. Sin embargo,
estd contraindicado en pacientes con alto riesgo de hemorragia, antecedentes de
ictus hemorrdgico o hemorragia intracraneal, disfuncion hepdtica grave e
hipersensibilidad al farmaco. No es necesario ajustar la dosis en pacientes de
edad avanzada o con bajo peso corporal. No obstante, la disnea provocada por
este farmaco (15-22 % de los pacientes tratados) supone aproximadamente la

mitad de los abandonos del mismo.5849)

Como se ha venido comentando a lo largo del capitulo, el objetivo final del
tratamiento antitrombodtico es proporcionar un inicio rapido y potente del efecto
FD para prevenir la trombosis del stent y el IAM periprocedimiento, sin aumentar
la incidencia de hemorragias graves. Por lo tanto, la eleccion del agente debe
basarse en el riesgo trombodtico y hemorragico de cada paciente. Prasugrel y
ticagrelor deben ser la opcion preferida para los pacientes con SCA, y el uso
de clopidogrel debe reservarse para los pacientes en los que estos dos agentes
mas potentes estén contraindicados. De hecho, la eleccion de un agente sobre el
otro debe basarse en motivos clinicos, teniendo en cuenta las caracteristicas del
paciente, la presencia de contraindicaciones y la facilidad de acceso a un

medicamento especifico.*”

4.3. Farmacogenética de los antiagregantes plaquetarios

En la ultima década, gracias a los avances tecnologicos y cientificos de las
herramientas de analisis gendémico, se han identificado marcadores genéticos
relacionados con un mayor o menor riesgo de padecer determinadas
enfermedades, asi como con la respuesta subdptima a algunos medicamentos.
Asi, en un intento de encontrar una posible explicacion a la variabilidad en la
respuesta a los fdrmacos para el tratamiento de trastornos CV y afines, se ha
recurrido a la PGx con el fin de optimizar el equilibrio entre resultados
beneficiosos y adversos. En pacientes con estas afecciones, se recomienda realizar

pruebas PGx preventivas para guiar el tratamiento, mejorando su eficacia y
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minimizando la toxicidad. Sin embargo, a pesar de la abundancia de informacion
disponible para el uso personalizado de farmacos CV (Figura 11), la PGx de ECV

y afines en la practica clinica se encuentra atin en una fase muy temprana.°

Farmacos antiagregantes plaquetarios

Nombre: Clopidogrel

Nomenclatura IUPAC: (1) Thieno[3,2-c]pyridine-5(4H)-acetic acid, a-(2-chlorophenyl)-6,7-dihydro-,
methyl ester, (S)-, sulfate (1:1), (2) Methyl (+)-(S)-a-(o-chlorophenyl)-6,7-dihydrothieno[3,2-
clpyridine-5(4H)-acetate, sulfate (1:1)

Formula molecular: Ci¢H;;CINO,S

Mecanismo: Inhibidor plaquetario; se une irreversiblemente a los receptores P2Y1; de las plaquetas
impidiendo la union del ADP a los mismos y, en consecuencia, la activacion del complejo
glucoproteico GPIIb/IIIa, y reduciendo la agregacion plaquetaria. Inhibe la liberacién mediada por
ADP del contenido de los granulos densos (p. ej., ADF, Ca*"y serotonina) y los granulo a (p. &j.,
fibrinégeno y trombospondina) en las plaquetas, el cual aumenta la agregacion plaquetaria.

Genes del mecanismo: ITGA2B, ITGB3, P2RY12
Genes del metabolismo:

- Sustrato: CES1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C19, CYP3A4, CYP3A5

- Inhibidor: CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2CI19
Genes transportadores: ABCB1, SLC22A1, SLC22A2

Nombre: Prasugrel

Nomenclatura ITUPAC: (1) 5-[(1IRS)-2-cyclopropyl-1-(2-fluorophenyl)-2-oxoethyl]-4,5,6,7-
tetrahydrothieno[3,2-c]pyridin-2-y1 acetate hydrochloride. (2) 2-[2-(Acetyloxy)-6,7-
dihydrothieno[3,2-c]pyridin-5(4H)-yl1]-1-cyclopropyl-2- (2-fluorophenyl)ethanone hydrochloride
Férmula molecular: C;pH; CIFNO;S

Mecanismo: Inhibidor del receptor plaquetario P2Y,; impide la activacién del complejo GPIIb/IIIa
mediada por ADP.

Genes del mecanismo: P2RY12
Genes del metabolismo:

- Sustrato: CES1, CES2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C189,
CYP2D6, CYP3A4, GSTs, POR

- Inhibidor: CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2Dé,
CYP3A4, CYP3A5
Genes transportadores: ABCBI, ALB

Nombre: Ticagrelor

Nomenclatura ITUPAC: (15,25,3R,55)-3-[7-[[(1R,25)-2-(3,4-difluorophenyl)cyclopropyl]lamino]-5-
propylsulfanyltriazolo[4,5-d]pyrimidin-3-y1]-5-(2-hydroxyethoxy)cyclopentane-1,2-diol

Formula molecular: Cp:H,sFNO,S

Mecanismo: Inhibidor del receptor plaquetario P2Y,; se acopla con Gai2 y otras proteinas Gi para
inhibir la adenilil ciclasa. Activa PI3K, Akt, Raplb y canales de K”, mediando la hemostasia y la
agregacion plaquetaria. El bloqueo del receptor P2Y;; reduce el desarrollo de trombosis oclusivas, el
riesgo de IM y el ictus isquémico.

Genes del mecanismo: P2RY12

Genes del metabolismo:
- Sustrato: CYP2C19, CYP3A4, CYP3A5, UGTs
- Inhibidor: ABCBI, CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4
- Inductor: CYP2B6, CYP2C9

Genes transportadores: ABCBI, ALB

Figura 11. PGx de los farmacos inhibidores de la agregacion plaquetaria.

Los farmacos pueden actuar como sustratos, inhibidores o inductores de las enzimas codificadas
por genes metabolicos. Abreviaturas: IUPAC, International Union of Pure and Applied Chemistry.
Modificada de Cacabelos et al., 2021.(10)

4.3.1. Farmacogenética del clopidogrel

Dada su eficacia y su menor riesgo hemorrdgico en comparacion con sus
alternativas, el clopidogrel sigue siendo uno de los antiagregantes plaquetarios
mas prescritos en los pacientes con SCA, infarto de miocardio y/o sometidos a
ICP. Sin embargo, a pesar de su amplio uso, se ha observado sistematicamente
que entre un 5 % y un 56 % de los pacientes sometidos a ICP son malos
respondedores, o no responden adecuadamente, a este farmaco y, por tanto,

tendran un mayor riesgo de eventos isquémicos tras la implantacion del stent.

Como hemos visto a lo largo del capitulo, son numerosas las enzimas
implicadas en el metabolismo de este farmaco, y, por tanto, muchos factores

podrian determinar esta variabilidad en la respuesta al mismo. Es por ello que
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se ha llevado a cabo una evaluacioén exhaustiva de multiples genes relacionados
con su FC y su mecanismo de accion, la cual ha revelado varios polimorfismos
que pueden influir de forma significativa en la respuesta al clopidogrel. Las
variantes genéticas mas frecuentemente estudiadas en relaciéon con la respuesta
a este medicamento se encuentran en los genes que codifican las proteinas
de transporte de la familia ABCBI, las enzimas responsables del metabolismo
del clopidogrel (incluyendo CYP2C19, CYP3A4 y CYP1A2) o los receptores

plaquetarios P2Y12.016%)
o CYP2C19

Dado que la isoforma CYP2C19 interviene en ambos pasos oxidativos de la
biotransformacion hepatica del clopidogrel, sus variantes genéticas podrian
alterar la respuesta al farmaco, convirtiéndola en la enzima metabdlica mas

estudiada hasta la fecha.

CYP2C19 es una proteina codificada por un gen altamente polimorfico,
localizado en el cromosoma 10 (10g23.33). En la actualidad, se han identificado
mas de 35 variantes alélicas para este gen, siendo CYP2C19*1 el alelo mas
prevalente (tipo salvaje o wild type) y el que se asocia con una funcion
normal de la enzima. El hecho de que este gen sea tan polimdrfico va a
condicionar que la expresion de la proteina sea variable en la poblacidn, lo que
puede explicar las diferencias individuales en la respuesta a los farmacos

metabolizados por esta enzima.®

Tres polimorfismos son responsables de la mayor parte de la variacion
genética en CYP2C19 en la poblacion global, por lo que se trata de las variantes
mas ampliamente estudiadas. CYP2C19*2 y CYP2C19*3 son alelos LoF, con una
actividad enzimatica disminuida o ausente, mientras que CYP2C19*17 es un alelo

GoF, con una mayor actividad enzimatica.
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o CYP2C19*2 (rs4244285, c.681G>A) cambia el sitio de empalme en la union
intrén 4/exon 5 (defecto de splicing), lo que provoca una alteracion en el marco de
lectura y genera una proteina no funcional. Se trata del alelo LoF mas comtn, con
una frecuencia alélica menor de aproximadamente el 12-15 % en poblaciones
caucasicas, 15-18 % en africanas y 25-30 % en asiaticas.

e CYP2C1973 (rs4986893, c.636G>A) genera un codon de parada prematuro
en el exon 4, el cual se traduce en una proteina no funcional. Este SNP presenta
una frecuencia alta en las poblaciones asiaticas (MAF: 2-9 %), pero muy baja en
las poblaciones europeas y africanas (MAF <1 %).

o CYP2C19%17 (rs12248560, c.-806C>T) se trata de una variante genética
localizada en la regidon promotora del gen que da lugar a un aumento de la
expresion génica, lo que se traduce en una mayor actividad enzimatica. Esta
presente en aproximadamente el 20 % de las poblaciones europea y africana, y
en el 5 % de la poblacion asiatica.

Aunque se han identificado otros alelos LoF en CYP2C19 (*4 a *8), estos son en
general poco frecuentes (MAF < 0,5 % en todas las poblaciones estudiadas), lo
que limita su posible utilidad clinica, siendo los alelos *2, *3 y *17 los tinicos

considerados esenciales para las pruebas PGx.

La variacion genética en CYP2C19 puede influir en la FC del clopidogrel,
proporcionando la base para los distintos fenotipos metabolizadores en funcion
de la combinacion de alelos que porte el individuo (genotipo):

e Metabolizadores lentos o deficientes (PM, del inglés poor metabolizer):
individuos portadores de dos alelos LoF que resultaran en una enzima con menor
actividad. Por ejemplo, sujetos CYP2C19 *2/*2, *2/*3 o *3/*3.

e Metabolizadores intermedios (IM, del inglés intermediate metabolizer):
sujetos portadores de un alelo de funcion normal y un alelo LoF, o sujetos con un

alelo LoF y otro alelo GoF. Por ejemplo, individuos CYP2C19 *1/*2, *1/*3 o *2/*17.
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e Metabolizadores normales (NM, del inglés normal metabolizer): individuos
portadores de dos alelos de funcion normal (CYP2C19 *1/*1).

e Metabolizadores rapidos (RM, del inglés rapid metabolizer): sujetos con un
alelo de funcion normal y un alelo GoF, es decir, con genotipo CYP2C19 *1/*17.

e Metabolizadores ultrarrapidos (UM, del inglés ultrarapid metabolizer):
individuos con dos alelos GoF, es decir, genotipo CYP2C19 *17/*17.
Aproximadamente el 30 % de las poblaciones europeas, el 35 % de las africanas
y el 60 % de las asiaticas son PMs o IMs para CYP2C19, mientras que el 30 % de
las poblaciones de ascendencia europea y africana, y el 3 % de las poblaciones de

Asia oriental son RMs o UMs. (560

En el caso del tratamiento con clopidogrel, las variaciones genéticas del
CYP2C19 dan lugar a niveles variables del metabolito activo. En particular, la
presencia de alelos LoF en el gen CYP2C19, se ha relacionado con un metabolismo
reducido del farmaco (enzima no funcional), concentraciones plasmaticas mas
bajas de metabolito activo y una mayor HTPR. Todo ello conduce a una
reduccion de los efectos antiplaquetarios (menor eficacia terapéutica) y, en
consecuencia, aumenta el riesgo de complicaciones tromboticas, especialmente

tras una ICP.®#%65

Por el contrario, la presencia de alelos GoF en este gen ha demostrado una
mayor formacién de metabolito activo, que se traduce en una mayor inhibicién
plaquetaria y un mayor efecto antiplaquetario. En consecuencia, los estudios
iniciales informaron de un mayor riesgo de hemorragia y un menor riesgo
de eventos cardiovasculares adversos mayores (MACE, del inglés major adverse
cardiovascular events) en los portadores del alelo *17 tratados con clopidogrel en
comparacion con los no portadores. Sin embargo, es importante tener en cuenta
que los alelos *2 y *17 se encuentran en LD (r?: 0.05, D’: 1.00), por lo que rara vez
se dan en el mismo haplotipo. Por consiguiente, no esta claro si los efectos

observados se deben realmente a la presencia del alelo *17 o, en cambio, a la
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INTRODUCCION

ausencia del alelo *2. En estudios mads recientes que ajustaron por el alelo *2, no
hubo asociacion entre el alelo *17 y los niveles de metabolito activo, la agregacion
plaquetaria estimulada por ADP o los resultados clinicos en aquellos pacientes

tratados con clopidogrel.®"%

Pacientes con sindrome coronario agudo sometidos a
intervencion coronaria percutanea

Genotipo CYP2C19
|
I | I |
RM-UM NM IM PM
*1/417, *17/*17 *1/%1 *1/%2, *1/%3, *2/*17, *3/17 *2/%3, *¥3/*3, *2/*3

¥

Dosis estandar de clopidogrel Tratamiento alternativo

¥ ¥ ¥

Figura 12. Recomendaciones del CPIC para el tratamiento con clopidogrel en pacientes con SCA
sometidos a ICP.
Modificada de Lee et al., 2022.(66)

En este sentido, el CPIC realiz6 una serie de recomendaciones terapéuticas en
funcion del genotipo de CYP2C19 para el tratamiento de los SCA con clopidogrel
(Figura 12). Su objetivo era maximizar el beneficio del tratamiento y reducir el
riesgo de eventos adversos isquémicos o hemorragicos. Segun estas directrices,
los pacientes NM, RM y UM pueden tomar la dosis estandar de clopidogrel
segun indique su ficha técnica. Sin embargo, en el caso de pacientes IM y PM con
SCA y sometidos a ICP, se recomienda que reciban una terapia antiplaquetaria
alternativa (prasugrel o ticagrelor), siempre que no esté contraindicada, ya que

no alcanzarian un efecto antiagregante adecuado con clopidogrel.

De forma similar, las directrices del DPWG (actualizadas en 2018)
recomiendan el uso de un tratamiento antiplaquetario alternativo en los IM y PM

en funcién del genotipo CYP2C19. Sin embargo, el Colegio Americano de
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Cardiologia, la Asociacion Americana del Corazon y la Sociedad de Angiografia
e Intervenciones Cardiovasculares (ACC/AHA/SCAI, por sus siglas en inglés),
debido a la falta de utilidad clinica claramente demostrada del uso de un
tratamiento alternativo, desaconsejan realizar de forma rutinaria el genotipado
de CYP2C19 antes de administrar clopidogrel a todos los pacientes con SCA. En
su lugar, recomiendan que estas pruebas genéticas se consideren tnicamente

para aquellos pacientes de alto riesgo que han sido sometidos a una ICP.®*%)
o ABCB1

Ademads del CYP2C19, otros factores genéticos pueden contribuir a la
variabilidad interindividual del clopidogrel. La P-gp, un miembro de la
superfamilia de transportadores ABC y de la subfamilia MDR (del inglés,
multridrug resistance), actia como bomba de eflujo de compuestos xenobidticos
con amplia especificidad de sustrato, lo que puede contribuir a modificar la

biodisponibilidad de muchos farmacos administrados por via oral.

El gen ABCBI, localizado en el cromosoma 7 (7q21.12), es altamente
polimdrfico ya que se han descrito al menos 38 variantes. Entre ellas, uno de los
polimorfismos mas estudiados hasta la fecha es el rs1045642 (c.3435C>T), ya que
parece tener un papel relevante en la expresion y funcién de la P-gp. El aumento
de la expresiéon de ABCBI, asociado con el genotipo TT, puede potenciar el
eflujo intestinal del clopidogrel, disminuyendo asi la absorcién del farmaco y
dando lugar a concentraciones plasmaticas mas bajas de clopidogrel. Ademas,
la presencia del genotipo TT se ha relacionado con una mayor reactividad
plaquetaria y una mayor incidencia de eventos CV en pacientes con IAM tratados
con clopidogrel. Sin embargo, varios estudios no han confirmado estos
resultados, por lo que los hallazgos contradictorios y poco concluyentes sobre el
efecto de este polimorfismo en la respuesta al clopidogrel han limitado su uso

clinico a la hora de guiar la terapia con inhibidores P2Y12.(>%%)
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o P2RY12

El receptor P2Y12 es un receptor de ADP acoplado a una proteina G que se
expresa de forma selectiva en las plaquetas y cuya activaciéon promueve la
agregacion plaquetaria.®* Dado que este receptor, codificado por P2RY12
(cromosoma 3, 3g25.1), es la diana del clopidogrel, este gen es un candidato obvio

para las investigaciones PGx de la respuesta a este medicamento.

Se han descrito numerosos polimorfismos en P2RY12 (p. €j., rs6787801 (A>G)
y 1510935842 (T>A)), los cuales se han asociado con la variabilidad interindividual
en la reactividad plaquetaria y con un mayor riesgo de eventos CV adversos entre
los pacientes con SCA tratados con clopidogrel. En aquellos pacientes sometidos
a ICP electiva, el genotipo AA del rs6787801 se asocid con una mayor expresion
de los receptores y una mayor HTPR. Sin embargo, el alelo menor de este SNP
(G), junto con el alelo A del rs10935842, se asocié con un mayor riesgo de
revascularizacion del vaso diana en los pacientes tratados con clopidogrel tras
una ICP por angina estable o SCASEST. Por tanto, las incoherencias de los
resultados sugieren la necesidad de seguir investigando para determinar si
P2RY12, u otros genes que codifican proteinas de la via de activacion plaquetaria,

tienen un efecto sobre la respuesta al clopidogrel.®%%)
4.3.2. Farmacogenética del prasugrel y el ticagrelor

La mayoria de las investigaciones recientes sobre PGx y los nuevos
antiagregantes plaquetarios se han centrado en la reactividad plaquetaria y
no tanto en los resultados clinicos. De hecho, las pruebas mads sdlidas de

los resultados clinicos en pacientes tratados con prasugrel proceden de

K La activacién del receptor P2Y12 desencadena una compleja cascada de acontecimientos
intracelulares, que da lugar a la reduccion de los niveles de fosfoproteina fosforilada estimulada
por vasodilatadores (VASP) y la subsiguiente activacion del receptor GPIIb/Illa plaquetario
(receptor del fibrindgeno), la liberacion de granulos, la amplificacion de la agregacion plaquetaria
y la estabilizacién del agregado plaquetario.©"
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subestudios PGx del ensayo TRITON-TIMI 38. Mega et al."” evaluaron la
asociacion de variantes genéticas en ABCB1, CYP2C19, CYP2C9, CYP2B6,
CYP3A5, CYP3A4, CYP1A2 y PONI con los resultados clinicos en pacientes con
SCA tratados con este formaco, pero ninguna fue estadisticamente significativa.
Mas recientemente, Sawayama et al.”) realizaron un andlisis observacional
retrospectivo para evaluar la asociacion de las variantes CYP2C19%2, *3 y *17
con los resultados clinicos del prasugrel. Hallaron una diferencia significativa en
el resultado primario entre los pacientes tratados con clopidogrel frente a
prasugrel, pero solo si los pacientes eran portadores de alelos LoF de CYP2C19.
En los pacientes sin alelos LoF, no hubo diferencias significativas entre un
farmaco u otro. Ambos estudios demuestran que, a diferencia del clopidogrel, los
resultados clinicos en pacientes tratados con prasugrel no se ven afectados

por variantes en varios genes candidatos.

Del mismo modo, un subestudio PGx del ensayo PLATO realizado por
Wallentin et al.” no mostrd ningun efecto de las variantes genéticas en CYP2C19
o ABCBI1 sobre los resultados clinicos en pacientes con SCA tratados con
ticagrelor. Posteriormente, Varenhorst et al.” realizaron un GWAS, utilizando
datos y muestras del ensayo PLATO, para identificar asociaciones genéticas
con la FC y los resultados clinicos del ticagrelor. Aunque hallaron efectos
significativos de las variantes en los genes SLCOIB1 (rs4149056), CYP3A4
(rs62471956 y 1s56324128) y UGT2B7 (rs61361928) sobre los niveles plasmaticos
de ticagrelor y de su principal metabolito activo, estos efectos no se tradujeron
en ningun efecto detectable sobre la eficacia o la seguridad del farmaco. En
resumen, a pesar de que no se han publicado tantos estudios PGx sobre los
resultados clinicos del ticagrelor, las pruebas disponibles son sdlidas y
demuestran que las variantes genéticas no desempenan un papel importante en

los resultados clinicos de los pacientes tratados con ticagrelor.
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Estos hallazgos respaldan la falta de recomendaciones PGx clinicas para
el prasugrel o el ticagrelor en las guias de practica clinica y en las etiquetas

de los medicamentos.

4.4. Eficacia de un tratamiento guiado por PGx tras una ICP

Como ya se ha comentado previamente, las guias de practica clinica
recomiendan prasugrel o ticagrelor frente a clopidogrel en pacientes con SCA,
basandose en su superioridad en la prevencién de eventos CV adversos en
dos grandes ensayos controlados aleatorizados, TRITON-TIMI 38 y PLATO.
Sin embargo, estos inhibidores mas potentes de P2Y1: se asocian a un mayor
riesgo de hemorragias, lo que limita su uso generalizado. Es importante sefialar
que aproximadamente el 30 % de los participantes en estos dos estudios
presentaban un alelo CYP2C19 LoF —el cual reduce la eficacia del clopidogrel,
pero no la del prasugrel o el ticagrelor—, que no se tuvo en cuenta en el andlisis

de los resultados de ambos.©>

Desde la finalizacion de estos ensayos, numerosos estudios han examinado la
utilidad clinica del tratamiento antiagregante plaquetario guiado por el genotipo
tras una ICP (Tabla 3). En concreto, tres grandes ensayos clinicos aleatorizados y
multicéntricos ofrecen informacion relevante sobre la eficacia y seguridad de
un enfoque orientado en funcion del perfil genético para la prescripcion de

inhibidores de P2Y1: tras la angioplastia:

% El estudio TAILOR-PCI (Tailored Antiplatelet Therapy Following PCI)"
asigno aleatoriamente a los pacientes sometidos a ICP a una rama de tratamiento
convencional (clopidogrel) frente a un tratamiento guiado en base al genotipo
CYP2C19 (los portadores de alelos LoF recibieron ticagrelor, mientras que los no
portadores recibieron clopidogrel). Los resultados del ensayo demostraron que,
en un subconjunto de participantes de cada grupo con fenotipo IM o PM, la

terapia antiagregante guiada dio lugar a un 34 % menos de eventos adversos al
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cabo de 12 meses en comparacion con el tratamiento estandar, y este efecto fue
especialmente pronunciado durante los tres primeros meses, con un 79 % menos

de eventos adversos.??

% El estudio POPular Genetics (Patient Outcome after Primary PCI)" fue
disenado para determinar si, en pacientes con IAMCEST sometidos a ICP, la
seleccion del tratamiento antiplaquetario guiada por el genotipo CYP2C19
podia reducir el riesgo de hemorragia sin aumentar el riesgo de un episodio
trombotico, en comparacion con un tratamiento estdndar con prasugrel
o ticagrelor. Los pacientes portadores de alelos CYP2C19 LoF (IM o PM)
recibieron ticagrelor o prasugrel, mientras que los no portadores recibieron
clopidogrel. Los investigadores concluyeron que, entre los pacientes sometidos
a ICP, una estrategia orientada por el genotipo no era inferior al tratamiento
con prasugrel o ticagrelor en cuanto a la prevencion de episodios isquémicos,
pero era superior en la reduccion del riesgo de hemorragia. Estos datos sugieren
que, en ausencia de un alelo LoF, el clopidogrel es tan eficaz para prevenir los

MACESs como los nuevos agentes antiplaquetarios.“

% El ensayo PHARMCLO (Pharmacogenetics of Clopidogrel in Patients With
Acute Coronary Syndromes)”’® evalud, en pacientes con SCA, si la seleccion
del tratamiento antiagregante plaquetario en funcién del genotipo (ABCBI,
CYP2C19*2 y CYP2C19*17) y de las caracteristicas clinicas (edad, peso, riesgo
de hemorragia, antecedentes de diabetes o enfermedad renal cronica) mejoraba
los resultados clinicos en comparacion con una prescripcion basada tinicamente
en las caracteristicas clinicas. El estudio se interrumpioé prematuramente, sin
embargo, en ese momento, se observd que los pacientes asignados al grupo de
genotipado experimentaron un numero significativamente menor de episodios
isquémicos y hemorragicos a los 12 meses, en comparacion con el grupo de

tratamiento convencional.(©
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Tabla 3. Resultados clinicos del tratamiento antiplaquetario guiado por genotipo tras una ICP.

Poblacion de

Criterios de valoracion

Estudio Disefio Intervencion . . .
pacientes primarios y resultados
TAILOR-PCI  Ensayo EnIMyPM (n=1.849), SCA o EAC Se produjo muerte Cv, IAM,
(Pereira et al., controlado tratamiento guiado por estable e ICP ictus, trombosis del stent o
2020)7 aleatorizado genotipo (n =903) isquemia recurrente grave en
(N =5.302) frente a tto el 4,0 % del grupo guiado y
convencional con en el 5,9 % del grupo
clopidogrel (n = 946) convencional (HR 0,66; IC del
95 %: 0,43-1,02; p = 0,06).
GIANT Estudio Genotipado clinico con IAMCEST e En IM/PM, la optimizacién del
(Hulot et al,,  observacional recomendaciones de ICP tto dio lugar a resultados
2020)7" multicéntrico  terapia alternativa para similares en comparacion con
(N = 1.445) los IM/PM (n=319) y los NM/RM (3,04 % frente a
sin recomendaciones 3,31 %, p = 0,82), mientras que
para el resto (n=1.118) los IM/PM sin ajuste de tto
presentaron una tasa de
complicaciones ~5 veces
superior (15,6 % frente a 3,3 %;
p <0,05).
POPular Ensayo Tratamiento guiado IAMCEST e Se produjeron muertes por
Genetics controlado por el genotipo ICP cualquier causa, IAM,
(Claassens aleatorizado (n=1.242) frente a tto trombosis del stent, ictus o
et al., 2019)7 (N =2.488) estandar con ticagrelor hemorragias graves en el 5,1 %
o prasugrel (n=1.246) del grupo guiado y en el 5,9 %
del grupo con tto estandar
(p <0,001 para la no
inferioridad). Las hemorragias
fueron menos frecuentes en el
grupo guiado que en el grupo
con tto estandar (9,8 % frente a
12,5 %; p = 0,04).
PHARMCLO Ensayo Tratamiento guiado TAMCEST o Se produjo muerte Cv, IAM,
(Notarangelo controlado por el genotipo IAMSEST e ictus o hemorragia grave en el
et al.,, 2018)"%  aleatorizado (n = 448) frente a tto ICP (62 % con 15,9 % del grupo del genotipo
(N =888) estandar basado en ICP) y en el 25,9 % del grupo del tto
caracteristicas clinicas estandar (HR 0,58; IC del 95 %:
(n=440) 0,43-0,78; p <0,001).
IGNITE Estudio Genotipado clinico con SCA o EAC En IM/PM, la tasa de muerte,
(Cavallari observacional —recomendaciones de estable e ICP  IAM o ictus isquémico fue
et al., 2018)"» multicéntrico  terapia alternativa para mayor con clopidogrel (13,5 %)
(N =1.815) los IM/PM (n=572) y que con el tto alternativo
sin recomendaciones (8,7 %) (HR 2,26; IC del 95 %:
para el resto (n = 1.243) 1,18-4,32; p =0,013).
Deiman et al., Estudio Genotipado clinico con  ICP electiva En PM, la incidencia de
(2016)7 observacional recomendaciones de muerte por causas Cv, IAM,
unicéntrico terapias alternativas en trombosis del stent, nueva
(N =3.260) PM (n=73) revascularizacién o ictus fue

menor con prasugrel que con
clopidogrel (5 % vs 31 %,
p=0,003).




Sanchez- Estudio de Estrategia guiada por  ICP con Se produjo muerte Cv, SCA o

Ramos et al., intervenciéon  genotipo (n=317) implantacion  ictus en el 10 % de los

(2016)¢0 vs. controles frente a estrategia no destent (86 %  pacientes del grupo del
clasicos guiada (n =402) con SCA) genotipo y en el 14 % de los
(N=719) controles (p = 0,037).

Abreviaturas: Cv: cardiovascular; EAC: enfermedad arterial coronaria; HR: hazard ratio (riesgo relativo);
IAM: infarto agudo de miocardio; ICP: intervencién coronaria percutanea; IM: metabolizador intermedio;
NM: metabolizador normal; PM: metabolizador lento o deficiente; RM: metabolizador rapido; SCA:
sindrome coronario agudo; tto: tratamiento.

Tomada de Duarte et Cavallari, 2021,2") con modificaciones de Thomas et al., 2023.©5

En conjunto, todos estos estudios sugieren que una estrategia guiada por el
genotipo CYP2C19, mediante la cual se prescriben prasugrel o ticagrelor en los
IM y MP, reduce la incidencia de resultados CV adversos tras una ICP, sin
aumentar el riesgo de complicaciones hemorrégicas, en comparacién con el
tratamiento convencional. Sin embargo, aunque el uso de pruebas genéticas que
orienten el tratamiento con inhibidores de P2Y12 parece prometedor en pacientes
sometidos a ICP, sigue existiendo un porcentaje significativo de MACEs, cuyas
causas no podemos explicar. Por lo tanto, dado que estos eventos CV recurrentes
ocurren a pesar del genotipado preventivo, la prescripcion basada tinicamente
en los alelos CYP2C19 LoF conocidos puede no ser suficiente para mejorar los

resultados clinicos de los pacientes. %

9% |



5. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La PGx es probablemente el enfoque mas apropiado para optimizar la
farmacoterapia, ya que ayuda a maximizar su eficacia y a prevenir la aparicion
de RAMs. Hasta la fecha, diversos estudios han demostrado que la eleccion de
la terapia antiagregante en base al analisis de un nimero limitado de variantes
candidatas (principalmente CYP2C19*2, *17 y ABCB1 ¢.3435C>T) permite
individualizar el tratamiento y reduce la incidencia de eventos isquémicos
y/o hemorragicos. Sin embargo, los eventos adversos siguen produciéndose en
tasas variables a pesar de la intervencion farmacoldgica en funcion del perfil

genético de cada paciente.”*7%

En base a esta premisa, en 2012 nuestro grupo realiz6 un estudio financiado
por la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia (PI-057/2012), el cual
confirmé que el genotipado de los polimorfismos en CYP2C19 y ABCB1 era una
herramienta 1til en la eleccién de la adecuada terapia antiagregante en pacientes
con SCA sometidos a ICP con implantacion de stent. Gracias a este estudio se
demostrd que la estrategia guiada por genotipado reducia las tasas de la variable
compuesta por muerte CV, SCA o accidente cerebrovascular, sin diferencias de
sangrado durante los 12 meses posteriores a una ICP, en comparacion con una
estrategia no orientada por genotipado. No obstante, la combinada de segundos
eventos no se consiguid eliminar por completo, sino que en un 10,1 % de los casos
del grupo de intervencion se observo un segundo evento CV, frente al 14.1 % en
el grupo control, en el que se genotiparon los pacientes pero no se realizaron

cambios en su medicacion (HR 0,63; IC del 95 %: 0,41-0,97; p = 0,037).05D

Mas adelante, en base a los resultados obtenidos en el estudio previo, el grupo
desarrollé un algoritmo de decisidon (proyecto PI-0717/2013) que, a dia de hoy,
permite orientar la estrategia farmacologica mediante genotipado preventivo,

reduciendo asi la tasa de aparicion de un segundo evento CV que pueda ser
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objeto de un nuevo ingreso hospitalario.®) A pesar de ello, el significativo nimero
de pacientes de la rama intervenida que sufre algun tipo de evento adverso
sugiere que podria haber otras variables, no contempladas en el estudio realizado,
que pudieran estar asociadas con la predisposicion a sufrir un segundo evento
CV o con la mala respuesta al tratamiento anti-isquémico prescrito. Este hecho
pone de manifiesto la necesidad de proponer nuevos polimorfismos que mejoren
el algoritmo de decision actual, proporcionando asi una terapia antiplaquetaria

guiada por PGx mas eficaz en la practica clinica.

Gracias a la NGS se han caracterizado numerosos genomas, lo que ha dado
lugar al descubrimiento de gran cantidad de marcadores genéticos asociados a
enfermedades y caracteristicos de estas, que ya han sido introducidos en la
clinica. Tal y como se comenté en el apartado “2.4.3.Estudios de secuenciacion de
nueva generacion”, la tecnologia NGS permite analizar, en aquellas poblaciones
que han presentado un fenotipo extremo (p. ej., un evento CV secundario), tanto
las variantes genéticas comunes como las raras, no tenidas en cuenta hasta ahora.
Esto nos ofrece la posibilidad de realizar un diagndstico molecular que explique
las posibles causas de su aparicion, a pesar de que los pacientes hayan recibido

un tratamiento dirigido por test genético.®?

Actualmente, los investigadores disponemos de paneles PGx para analizar la
respuesta individual a determinados fdrmacos, incluidos los antiagregantes
plaquetarios, asi como paneles de enfermedades CV. Estas pruebas genéticas
estdn mejorando la precision diagnostica, influyendo en las opciones terapéuticas
y aportando valiosa informacion prondstica. Sin embargo, la prediccion del
riesgo mediante la identificacion de los genes causantes de las RAMs sigue
siendo un reto importante en el tratamiento de la enfermedad.®* La motivacion
de nuestro estudio deriva, por tanto, de la falta de investigaciones que combinen
ambos enfoques, lo que deja sin analizar importantes factores moduladores

de la respuesta a los farmacos. Nos gustaria seguir investigando los eventos
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adversos recurrentes que se producen a pesar del tratamiento antiagregante
guiado por PGx para poder ofrecer un tratamiento mas personalizado y seguro
a aquellos pacientes con madas probabilidades de desarrollar una respuesta

terapéutica subdptima.

Por lo tanto, disenando un panel personalizado de genes, enriquecido en
aquellas dianas gendmicas que consideramos de interés para nuestro estudio,
podemos tratar de explicar la variabilidad en la respuesta de estos individuos.
Al usar un panel dirigido, podremos introducir zonas promotoras e intrones de
los genes mas relevantes, ya que algunas de las posiciones con evidencia y
validadas hasta el momento se han detectado en estas areas. Esto, a su vez, nos
permitird mejorar el algoritmo de prescripcion que se utiliza actualmente, lo que
facilitard aun mas la labor asistencial. En resumen, el hecho de individualizar y
personalizar la terapia con el fin de racionalizar los tratamientos y definir los
pacientes que responderan mejor a un farmaco especifico nos permitira, en

ultima instancia, aplicar una MP basada en el perfil genético de cada individuo.
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1. HIPOTESIS DE TRABAJO

El gran arsenal terapéutico del que se dispone en la actualidad y el numero
de RAMs que surgen hacen cada vez mas necesario determinar los criterios
que condicionan el uso de uno u otro medicamento, asi como las diferentes
estrategias terapéuticas. Con el panel que se propone en el presente trabajo se
pretende encontrar variantes genéticas (comunes y raras) relacionadas con el
metabolismo de farmacos, que ayuden a los clinicos a afinar mucho mas en la
eleccion de una terapia antiagregante personalizada en la que se tengan en cuenta
las caracteristicas genéticas individuales de cada paciente. Por otro lado, estos
hallazgos facilitaran a la Industria Farmacéutica el desarrollo futuro de nuevos

antiagregantes con una mayor eficacia y seguridad a nivel individual.

A pesar de haber implementado en la practica clinica una estrategia coste-
efectiva, en la que se realiza un genotipado preventivo que dirige la terapia
farmacoldgica y que disminuye la aparicion de eventos CV, todavia existe un
porcentaje considerable de estos eventos que no se pueden prevenir. Este estudio
pretende determinar aquellas variantes genéticas de riesgo implicadas en
el desarrollo de la ECV y conocer la predisposicion genética individual a
padecer un evento secundario, independientemente del tratamiento recibido.
Esto contribuird al desarrollo de estrategias de prevencion e intervenciones y

tratamientos individualizados, y con ello a una medicina mas personalizada.

Una vez priorizadas las variantes encontradas, evaluada su asociacién a la
respuesta a los fadrmacos o al desarrollo de la cardiopatia isquémica, y validadas
en una cohorte independiente de condiciones similares, dispondremos de una
gran cantidad de informacion acerca de las bases bioldgicas de la aparicion de un
segundo evento CV. Por todo lo expuesto, el presente trabajo pretende mejorar
el algoritmo de decision que se utiliza actualmente en la practica clinica habitual,

a modo de herramienta genética con la que se pretende conseguir una mayor
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precision en la eleccion del tratamiento mas adecuado, reducir ain mas la tasa
de eventos secundarios, y avanzar en el conocimiento de la arquitectura genética

de esta enfermedad tan compleja.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

El objetivo general de este estudio es identificar nuevas asociaciones
genodmicas, no consideradas previamente, que nos ayuden a descifrar las causas
genéticas subyacentes a la aparicion de eventos cardiovasculares secundarios
adversos, a pesar de seguir una prescripcion guiada por pruebas genéticas, e

intentar minimizarlos.

2.2. Objetivos especificos

o Disefar y validar un panel NGS dirigido que contenga regiones
codificantes de genes implicados en el metabolismo y transporte de los

medicamentos, asi como de genes relacionados con la ECV.

o Describir las caracteristicas demograficas y clinicas tanto de los pacientes
con SCA sometidos a ICP como de los controles sin enfermedad CV estructural

incluidos en el estudio.

o Evaluar la asociacién entre los polimorfismos estudiados y la aparicion de
eventos CV y/o hemorragicos entre el grupo de pacientes con SCA sometidos a
ICP con stent, y que han presentado eventos CV durante los 12 meses de
seguimiento, y el grupo de pacientes con SCA-ICP-stent que no han presentado

dichos eventos o el grupo control sin ECV.

o Evaluar la asociacion entre los polimorfismos estudiados y la aparicion de
episodios isquémicos y/o hemorrdgicos en grupos estratificados por el

antiagregante prescrito.
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o Describir y comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los

polimorfismos identificados.

o Identificar otras caracteristicas clinicas/demograficas no contempladas
hasta ahora en los pacientes que presentan eventos adversos, con el fin de

identificar dreas de mejora en estos aspectos.

o Aplicar un algoritmo de «random forest» evalte la capacidad predictiva
de las variantes genéticas identificadas, asi como de las variables clinicas
seleccionadas, y determine la importancia relativa de cada una de ellas en la
susceptibilidad de desarrollar eventos adversos durante el periodo de

seguimiento.

o Disefar un algoritmo de decisiéon que contemple las variables clinicas y
genéticas previamente estudiadas en nuestra poblaciéon y las nuevas variantes
que presenten asociaciéon con un mayor riesgo de aparicion de eventos
isquémicos y/o hemorragicos, con el fin de mejorar el diagndstico y la

prescripcion terapéutica del tratamiento individualizado.
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HIPOTESIS y OBJETIVOS
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III. MATERIAL y METODOS






1. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio actual es la continuacién de un estudio de intervencion
cuasi-experimental previo realizado por nuestro grupo entre 2012 y 2016,5)
en el que la poblacién diana eran pacientes con EAC, la mayoria de ellos con
SCA, sometidos a ICP con colocacion de stent e indicacion de tratamiento
antiagregante plaquetario (ademas de un ciclo indefinido de AAS) y con un

periodo de seguimiento de 12 meses.

En el estudio de intervencidn anterior, se establecieron dos grupos: en el
«grupo de intervencion», los pacientes portadores de alelos CYP2C19 LoF
(*2 0 *3) y/o con genotipo de riesgo TT para el ABCB1 C3435T recibieron prasugrel
(5 0 10 mg diarios segtin peso y edad) o ticagrelor (90 mg dos veces al dia)
como tratamiento antiplaquetario; y el resto de pacientes, con funcién normal de
los genes CYP2C19 y ABCBI, recibieron clopidogrel (75 mg/dia). En el «grupo de
no intervencion», los pacientes fueron tratados principalmente con clopidogrel

(75 mg/dia), independientemente de su perfil genético.

La variable principal de eficacia fue la combinada de muerte CV, SCA o
ictus no mortal en los 12 meses posteriores a la ICP. Los criterios secundarios de
valoracion fueron la tasa de trombosis definitiva del stent y la necesidad de
revascularizacidén urgente no relacionada con la trombosis del stent. Los criterios
de valoracion de seguridad incluyeron las hemorragias mayores o menores

segun los criterios TIMI no relacionadas con la revascularizacion coronaria.

El estudio concluyd que la estrategia guiada por el genotipo CYP2C19/ABCB1
en la eleccion del tratamiento antiplaquetario fue capaz de reducir las tasas
de MACEs y de hemorragias durante los 12 meses posteriores a la ICP en
comparacion con una estrategia no guiada en pacientes con SCA-ICP-stent. Sin

embargo, el criterio de valoracion primario se produjo en 32 pacientes (10,1 %)
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del grupo de intervencién y en 59 pacientes (14,1 %) del grupo de no intervencion

(HR 0,63; IC del 95 %: 0,41-0,97; p = 0,037).

A partir de estos resultados previos surgié nuestro interés por realizar el
estudio actual, en el que queriamos identificar nuevas variantes genéticas
asociadas con la aparicion de eventos adversos recurrentes durante el periodo de

seguimiento a pesar del tratamiento antiagregante plaquetario guiado por PGx.

2. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

El gran nimero de polimorfismos analizados en nuestro panel de genes
requiere el uso de niveles estrictos de significacion estadistica para evitar falsos
positivos, lo que conlleva la necesidad de un gran tamafo muestral, que
generalmente es dificil de alcanzar, ya que en los estudios PGx es necesario
incluir tanto una enfermedad como un fenotipo de respuesta al farmaco bien

establecido, lo que limita atin mds la poblacion de estudio disponible.

En nuestro caso, la cohorte original de pacientes con SCA-ICP-stent con
terapia antiagregante (clopidogrel/prasugrel/ticagrelor) de la que disponiamos
estaba formada por 1.840 individuos. De estos, el estudio cuasi-experimental
previo incluyé a 719 pacientes (317 en el grupo intervenido PGx y 402 en el
grupo de terapia convencional), de los cuales se disponia de datos de seguimiento
de 12 meses. El resto se correspondia con pacientes de practica clinica con
tratamiento orientado PGx. Esto se debe a que, tras la obtencion de los
resultados del estudio mencionado, se implemento en el hospital un algoritmo
de decision que incluia el uso de un test genético para guiar la prescripcion de

los antiagregantes plaquetarios (Anexo I).

El tamafio muestral de este estudio viene determinado, por tanto, por el
numero de pacientes con tratamiento orientado o no por test genético, que

fueron reclutados previamente y que presentaron un evento adverso durante el
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seguimiento de un ano (n = 109). El resto de muestras para los otros grupos
(pacientes sin evento y grupo de individuos sin ECV estructural) se seleccionaron

en consonancia con el primer grupo.

3. POBLACION DE ESTUDIO

Estudio observacional retrospectivo y unicéntrico, realizado mediante la
recopilacion y el andlisis de los datos clinicos y genéticos de pacientes con SCA
sometidos a ICP con implantacién de stent, pertenecientes a un estudio de
intervencion cuasi-experimental previo, que incluia una rama intervenida por
test PGx para el tratamiento antiagregante y una rama control sin test PGx, junto
con una serie de pacientes control sin ECV estructural, reclutados de novo. El
estudio se realiz6 de acuerdo con la Declaracién de Helsinki y fue aprobado por

el Comité de Etica de la Investigacién de Granada (Anexo I).

Se analizaron un total de 343 individuos, los cuales fueron reclutados en el
Servicio de Cardiologia del Hospital Universitario Clinico San Cecilio entre 2012
y 2016 como parte de un estudio de intervencion cuasi-experimental (pacientes
con SCA-ICP-stent), y entre 2022 y 2023 para este estudio (pacientes del grupo

control sin ECV).

3.1. Grupos de estudio

Basandonos en los resultados anteriores de nuestro grupo, decidimos
estructurar la nueva poblacion de estudio para la investigacion de los efectos
adversos del tratamiento antiplaquetario en tres grupos bien caracterizados:

o Una cohorte de pacientes con SCA sometidos a ICP con tratamiento
antiagregante plaquetario (guiado o no por test genético) que presentaron un
evento adverso durante el seguimiento de un afio (grupo 1, GI).

o Una cohorte de pacientes con SCA sometidos a ICP con tratamiento
antiplaquetario guiado por PGx que no presentaron un evento (grupo 2, G2).

o Una cohorte de poblacion sin ECV estructural (grupo 3, G3).
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Al comparar los dos primeros grupos, planteamos la hipotesis de que las
variantes diferenciales entre ellos pudieran estar relacionadas con la respuesta
variable a los antiagregantes plaquetarios. Del mismo modo, al comparar los dos
primeros grupos con el tercero, planteamos la hipotesis de que las variantes

diferenciales podrian estar relacionadas con el desarrollo de la propia ECV.

3.2. Criterios de inclusion

En la cohorte de pacientes SCA reclutada previamente, debia tratarse de
pacientes mayores de edad, con diagnostico de EAC, sometidos a ICP con
implantacion de stent en el Servicio de Cardiologia del Hospital San Cecilio y en
tratamiento con la medicacién del estudio (clopidogrel/prasugrel/ticagrelor)
durante 12 meses. También debian haber firmado el consentimiento informado

(Anexo III) para poder participar en el estudio (Figura 13).

Cohorte de pacientes SCA sometidos a Cohorte de poblacién sin ECV

ICP (reclutada previamente) estructural (reclutada en este estudio)

CRITERIOS DE INCLUSION (todos los siguientes)

" Pacientes > 18 afios con diagnéstico de | m  Pacientes > 18 afios sin historia

SCA con/sin elevacién del segmento familiar o personal previa de
ST o angina inestable enfermedad cardiovascular structural
*  Sometidos a ICP con implantacién de confirmada por ECG, prueba de
stent esfuerzo, ecocardiograma y/o
* Tratados con clopidogrel, prasugrel o coronariografia
ticagrelor durante 12 meses
*  Con consentimiento informado ®  Con consentimiento informado
firmado para participar en el estudio firmado para participar en el estudio

CRITERIOS DE EXCLUSION (alguno de los siguientes)

P ® Historia clinica previa o datos
. acientes que requieran . .
lq q . anteriores de pruebas de imagen
anticoagulacion oral . .
Bu (ECG, ecocardiograma, resonancia

* Que presentesn contraindicacién para magnética cardiaca o gammagyrafia
tomar acido acetilsalicilico, miocdrdica) que sugieran la presencia
clopidogrel, prasugrel o ticagrelor de un infarto de miocardio previo

. ) ®  Antecedentes de tratamiento con
* Con alto riesgo de hemorragia

clopidogrel, prasugrel o ticagrelor

Figura 13. Criterios de reclutamiento.

En el caso de la cohorte de poblacion sin ECV (reclutada para este estudio),
debia tratarse de pacientes > 64 anos (edad media de los pacientes de la rama
intervenida: 64,1 + 12,1 anos), sin antecedentes familiares o personales de ECV
estructural, confirmado por pruebas diagndsticas (p. ej., ECG, ecocardiograma o
coronariografia). Del mismo modo, debian haber firmado el consentimiento

informado para poder participar en el estudio.
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3.3. Criterios de exclusion

En la cohorte de pacientes con SCA, pacientes que, habiendo sido sometidos
a ICP, precisaran de tratamiento con anticoagulantes orales; presentaran alguna
contraindicacién para tomar AAS, clopidogrel, prasugrel o ticagrelor; o tuvieran

un alto riesgo de hemorragia.

En la cohorte de controles, individuos con historia clinica previa o datos
anteriores de pruebas de imagen que sugieran la presencia de un IAM previo; o

con antecedentes de tratamiento con clopidogrel, prasugrel o ticagrelor.

3.4. Circuito de pacientes

En la cohorte de pacientes con SCA, una vez que el paciente era diagnosticado
de SCA en los servicios de urgencias o cardiologia y se comprobaba que cumplia
los criterios de seleccidn, pasaba a formar parte del estudio de intervencion
cuasi-experimental. Se informaba a los pacientes sobre los objetivos del estudio,
se les solicitaba el consentimiento informado y se les realizaba la prueba PGx.
Tras registrar en un «formulario de recogida de datos» que el paciente cumplia
los criterios de seleccidn, se revisaba su situacion clinica y se registraba en el
formulario la informacion correspondiente sobre su historia clinica. Se hizo un

seguimiento de cada paciente a los 1, 3, 6 y 12 meses.

En la cohorte de controles, se realizd una busqueda de aquellos pacientes que
habian acudido al servicio de cardiologia en algiin momento y, tras haberles
realizado alguna de las pruebas mencionadas, se descartdé que tuvieran
enfermedad cardiaca. Se contactd con los posibles candidatos y se les realizé una
encuesta telefénica para comprobar si cumplian o no los criterios de seleccién. Si
el individuo era seleccionado, se le informaba de los objetivos del estudio y se le
solicitaba que se presentara en el hospital para firmar el consentimiento

informado (Anexo III) y para tomarle una muestra de saliva.
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4. INFORMACION RECOGIDA

Se disponia de los datos fenotipicos del estudio anterior, mientras que los
datos clinicos y demograficos de los nuevos pacientes reclutados (grupo control)
se obtuvieron mediante una cuidadosa revision de sus historias clinicas
electronicas a través de la aplicacion «Diraya Estacién Clinica» en el Hospital

Universitario San Cecilio.

4.1. Variables demograficas, clinicas y farmacolodgicas

Para la cohorte de pacientes con SCA sometidos a ICP (stent), reclutados
previamente, se disponia de las siguientes variables relativas a las caracteristicas
basales y durante el seguimiento de los individuos reclutados. Los datos
recopilados procedian de una base de datos generada por el cardidlogo a partir

de la informacidn de las historias clinicas de los pacientes.

< Variables independientes relacionadas con las caracteristicas basales de los
individuos:

- Factores demograficos: edad, sexo y origen étnico.

- Factores de riesgo CV: hipertension, dislipemia, IMC (obesidad), consumo
de tabaco, DM e insuficiencia renal. También se recopil6 la presencia de
antecedentes CV: angina previa, SCA previo, ICP o stent previos,
enfermedad arterial periférica previa y/o ictus previo.

% Variables independientes relacionadas con la patologia:

- Diagndstico para el reclutamiento: angina estable, IAMCEST o IAMSEST.

- Revascularizacion: ICP (stent normal, stent liberador de farmacos),
numero de stent, longitud del stent.

- Caracteristicas relacionadas con el tratamiento inicial: trombolisis, ICP
primaria, angioplastia de rescate.

% Variables relacionadas con el seguimiento:

- Tratamiento farmacologico al alta: AAS, antiagregante plaquetario.
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- Caracteristicas relacionadas con el tratamiento: duracién, cambios de
tratamiento.
- Tratamiento concomitante: (-bloqueantes, antihipertensivos (IECA o

ARA-II), diuréticos, hipolipemiantes (estatinas) o protectores de estomago.

Para la cohorte de controles sin ECV, se recogieron las siguientes variables

relacionadas con las caracteristicas basales de los individuos para descartar ECV:

% Factores demograficos: edad, sexo y origen étnico.

% Factores de riesgo CV: historial familiar de enfermedad coronaria,
hipertension, dislipemia, IMC (obesidad), consumo de tabaco, DM e
insuficiencia renal. También se recopil6 la presencia de antecedentes CV:
angina previa, SCA previo, ICP o stent previos, enfermedad arterial periférica
previa y/o ictus previo.

% Resultados de pruebas diagnosticas: ECG, prueba de esfuerzo (ergometria),

ecocardiograma, coronariografia y/o cardioresonancia.

4.2. Variables genéticas

Se disponia de las variantes analizadas en el estudio previo para guiar la
prescripcion de diversos farmacos:
% CYP2C19 c.681G>A (*2, rs4244285), CYP2C19 c.636G>A (*3, rs4986893)
y ABCBI c.3435C>T (rs1045642) para guiar el tratamiento antiagregante
plaquetario.

% SLCO1B1 c.521T>C (rs4149056) para guiar el tratamiento con estatinas.

4.3. Desenlace clinico

La variable principal de desenlace clinico fue la aparicion de un evento
adverso posterior al tratamiento con antiagregantes plaquetarios durante el

seguimiento de un ano, clasificado como:
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K/

%+ Evento primario:
- Muerte CV: muerte por cualquier causa CV demostrable o muerte no
claramente atribuible a una causa no CV.

- SCA no mortal: sintomas clinicos compatibles con isquemia miocardica

aguda, que incluyen la Al (sin elevacion de troponinas), el IAMSEST
(elevacion de troponinas sin elevacion del segmento ST) y el IAMCEST
(elevacion persistente del segmento ST en el ECG con troponina positiva).

- Ictus no mortal: déficit neurologico de 24 h o mas con confirmacion por

tomografia computarizada o resonancia magnética.
% Evento secundario:

- Necesidad de revascularizacion urgente: revascularizacién coronaria que

se lleva a cabo en pacientes que presentan isquemia espontdnea. Se define
como cualquier angioplastia (ICP) realizada durante un ingreso
inesperado debido a un empeoramiento.

- Trombosis del stent: oclusion 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. Constituye una de las complicaciones mas catastroficas de la ICP.
- Reestenosis: estrechamiento de la luz de una arteria coronaria tratada
previamente con angioplastia (ICP) y colocacion de stent.
% Evento hemorragico:
- Hemorragia mayor

- Hemorragia menor

Se consideraron aquellos eventos que fueron registrados como parte del
estudio de intervencion cuasi-experimental anterior, de acuerdo al criterio
del clinico responsable, durante el periodo en que los pacientes estaban
recibiendo tratamiento con antiagregantes plaquetarios. Ademds, se anotd la
fecha en que se produjo el evento y el tiempo de aparicién desde el inicio del

tratamiento con DAPT.
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5. DISENO PERSONALIZADO DEL PANEL DE GENES

La seleccion de variantes candidatas para el disefio de nuestro panel de genes
personalizado se realizo de la siguiente manera. Incluimos dos grupos de
genes y polimorfismos; el primer grupo, bien definido, constaba de genes
implicados en las vias metabolicas de los antiagregantes plaquetarios mas
utilizados en pacientes con SCA-ICP-stent (clopidogrel, prasugrel y ticagrelor),
asi como los farmacogenes mas relevantes hasta la fecha (VIP), segun la base
de datos PharmGKB.®» El segundo grupo integraba genes relacionados con
la aparicion de ECV, implicados en los mecanismos moleculares de la
aterosclerosis, la angiogénesis vascular, el metabolismo lipidico, la coagulacion,
la fibrinolisis y la trombosis arterial. Este ultimo grupo representaba el
mayor conjunto de genes notificados en GWAS (literatura, catdlogo GWAS,
ClinVar) con un alto grado de asociacion (valor p < 5,0 x 10%). En el articulo
publicado por Antunez-Rodriguez et al.* se ofrece una descripcion mas

detallada de todo el proceso de disetio del panel.

El disefio de las sondas de captura personalizadas se realizé mediante la
herramienta informatica NimbDesign (Roche, Basel, Switzerland). En el disefio
final se incluyeron 1.820 genes y 1.980 coordenadas que agrupaban exones
codificantes de los genes incluidos y algunas regiones intrdnicas e intergénicas
adyacentes. Para cada una de las coordenadas seleccionadas, se generd un rango
de 300 pb aguas arriba y 300 pb aguas abajo, de forma que la regién seleccionada

quedara bien cubierta.

Las sondas se disefiaron segun la secuencia de referencia H.sapiens, hgl9,
GRCh37. El tamafio total de la regiéon capturada fue de ~5 Mb, con una cobertura
estimada del 98,5 %.
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6. ANALISIS GENOMICO

6.1. Extraccion y cuantificacion de ADN

El ADN gendmico de cada participante se extrajo a partir de las células
de la mucosa bucal (hisopos bucales) siguiendo el método descrito por
Freeman et al.,® un protocolo no-orgdnico (proteinasa K) con algunas

modificaciones descritas por Gomez-Martin et al.®”

La calidad y concentraciéon de los &cidos nucleicos se determinaron
mediante espectrofotometria UV/VIS (ultravioleta-visible) con el Nanodrop y
mediante fluorimetria con el Qubit 4 fluorometer (ambos de Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, EE.UU.).

El estudio se realiz6 de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y fue aprobado
por el Comité de Etica de Granada (Espafia), «CEIM/CEI Provincial de Granada».
Ademads, todas las muestras se han gestionado como una coleccion privada de
muestras (n.? 0004153), inscrita en el Registro Nacional de Biobancos del Instituto
Carlos III (proyecto RD09/0076/00148), asegurando asi el tratamiento integral de
las muestras y los datos asociados, de acuerdo con la Ley 14/2007, de 3 de julio,
de Investigacion biomédica; la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de
Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales; y la Ley
41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y

de derechos y obligaciones en materia de informacion y documentacion clinica.

6.2. Preparacion de librerias

Para la preparacion de las librerias se eligieron los protocolos KAPA
HyperPlus 'y NimbleGen SeqCap EZ Library Prep (ambos de Roche, Basel,

Switzerland). El proceso consta de las siguientes etapas (Figura 14):

o Sonicacion: partimos de 350 ng de ADN gendémico que se fragmenta,

mediante ultrasonidos, en pequetios fragmentos. Especialmente en el caso de las
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tecnologias de secuenciacion de lectura corta, como Illumina, las muestras de
ADN deben fragmentarse hasta un tamano Optimo de 180-220 pb, el cual
debe comprobarse mediante un chip de alta sensibilidad (HS, del inglés High
Sensitivity) de Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, EE.UU.) (Anexo IV) antes

de proceder al siguiente paso (punto de control del proceso).

1. ADN genémico

\_\j:g?:s:::::e:‘r;:::' 180-200pb * ‘ 4* # =
2. Preparacion de librerias f ::,
5. Lavados :
o 12

‘if@

\/

4. Captura con beads

7. Secuenciacion

GG
(CAGGAGA
“CaceroaTAcAACTAGS

\/
6. Amplificacion

&

3. Hibridacion

5§> &

et %

Figura 14. Esquema de la preparaciéon de la libreria segtin el protocolo NimbleGen SeqCap EZ
Library Prep kit (Roche).
Modificado del protocolo SeqCap EZ Library Prep.®®

o Reparacion de extremos y adenilacidn. Este proceso convierte los extremos
cohesivos resultantes de la fragmentacidn en extremos romos. Posteriormente, se
anade una adenina (A) al extremo 3' de los fragmentos reparados, creandose un
sitio de union para los adaptadores que tienen una timina (T) en su extremo 3'.

o Ligacion de los adaptadores especificos de Illumina en ambos extremos
de los fragmentos resultantes. De este modo, las muestras se identifican
individualmente mediante la combinacién de dos oligonucleotidos especificos
(index), lo que nos permite secuenciar mas de una muestra en la misma carrera
de secuenciacion (en un proceso denominado «multiplexado»).

o Purificacion posterior a la ligacion y «seleccion de tamafio dual». En
primer lugar, se purifica cada libreria con las esferas magnéticas Agencourt

AMPure XP (Beckman Coulter, Pasadena, CA, EE.UU.) para eliminar los restos
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de reactivos. A continuacion, se eliminan los fragmentos de ADN de mayor y
menor tamano para garantizar el tamafo 6ptimo de la libreria (250-450 pb) antes
de su enriquecimiento.

o Amplificacién previa a la captura de la libreria y posterior purificacion
(AMPure XP). Los fragmentos de ADN con adaptadores en sus extremos se
enriquecen mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés
polymerase chain reaction) mediada por ligacion (LM-PCR, Ligation-mediated PCR)
y se purifican para eliminar los restos de reactivos.

o Medida de la cantidad/calidad de las librerias individuales (punto de
control del proceso). En este momento, cada libreria se cuantifica mediante
Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y se comprueba su
tamano (150-500 pb) mediante electroforesis capilar en un chip DNA 1000
de Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, EE.UU.) (Anexo V). De este modo,
confirmamos que la libreria se ha realizado correctamente antes de proceder a la
hibridacién con la sonda de captura.

o Preparar la mezcla de librerias de muestras multiplexadas (pool). Se
mezclan las librerias que seran secuenciadas en la misma carrera en cantidades
equimolares (en este caso, 100 ng por libreria en pools de 40 muestras).

o Enriquecimiento de las regiones especificas de interés (panel de genes).
Consiste en tres pasos:

% Hibridacién. Previa desnaturalizacion del ADN, la mezcla de librerias (1 ug
de pool) se incuba con las sondas disefiadas para las regiones deseadas, que
suelen estar marcadas con biotina. La hibridacion, que dura entre 16-20 h,
asegura la union de las sondas a las regiones correspondientes.

% Captura. Se incuba la libreria hibridada con unas esferas magnéticas unidas
a estreptavidina (beads de captura). Los fragmentos hibridados con las
sondas se unirdn a las esferas magnéticas mediante una union especifica
biotina-estreptavidina. Posteriormente, se lleva a cabo un proceso de lavado

con diferentes tipos de buffer que eliminan todo lo que no se haya unido a
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las sondas y, finalmente, se recuperan las librerias que contienen las
regiones de interés, separadas del resto del genoma.

% Amplificacion posterior a la captura y purificacion (AMPure XP). Las
regiones capturadas se enriquecen mediante LM-PCR y el pool final se
purifica para eliminar los restos de reactivos.

o Medida de la concentracion, distribucion del tamafio y calidad de la
libreria amplificada y capturada. En este momento, cada pool de librerias se
cuantifica mediante Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y se
comprueba su tamano (150-500 pb) mediante electroforesis capilar en un chip
DNA 1000 de Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, EE.UU.) (Anexo VI). De este
modo, confirmamos que la libreria final no tiene dimeros de primers y que tiene

el tamafo apropiado (325-450 pb) para ser secuenciada.

6.3. Secuenciacion

Las librerias generadas se secuenciaron por pares con una longitud de
secuencia de 75 pb (paired-end) en la plataforma NextSeq 500 (Illumina, Inc., San
Diego, CA, EE.UU.) con el reactivo NextSeq 500/500 High Output v2.5 kit
(150 ciclos, 2 x 75) (Illumina). Esta configuracidon proporciond una cobertura de
2-5 millones de lecturas por muestra, que consideramos adecuada para la

deteccion de variantes en la linea germinal.

El proceso de secuenciacion consta de una primera fase de clustering o
generacion de clones antes de la secuenciacion propiamente dicha.

La «formacion de clusters» es el proceso en el que cada fragmento de libreria
se amplifica para formar clones de un mismo fragmento. Para ello se requiere de
un soporte en el que se llevara a cabo la secuenciacion. En este caso, se utiliza una
flow cell, un cristal que contiene anclados unos oligonucle6tidos complementarios
a las secuencias de los adaptadores ligados durante el proceso de preparacion de
la muestra. Las librerias se unen al azar a la superficie de la flow cell mediante los

adaptadores complementarios. Una vez unidas por un extremo, las cadenas se
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doblan y se unen por su otro extremo libre, opuesto al oligonucledtido
complementario unido a la superficie, formando un puente. A continuacién, se
amplifica la cadena complementaria, formando fragmentos de doble cadena y,
posteriormente, se desnaturalizan. Esta amplificacion se repite hasta formar
clusters compuestos de unas 1.000 copias del mismo fragmento a lo largo de toda
la flow cell. Después de la formacién de clusters, se liberan todas las cadenas

reversas, permaneciendo unidas solo las directas (Figura 15).%
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Figura 15. Etapa de amplificacion clonal (clustering).
Modificada de Deanov, 2022.¢0

La «secuenciacién» comienza con la union del primer de secuenciacion al
extremo libre del fragmento unido a la flow cell, dando lugar a la primera lectura.
En cada ciclo de secuenciacidn, los nucledtidos (ANTP, por sus siglas en inglés)
—marcados cada uno con un fluoroéforo diferente, que bloquea de forma reversible
la elongacién de la cadena— compiten por unirse a esta, pero solo se unird el
complementario a la cadena molde (una base por ronda). La flow cell se lava para
eliminar los dNTPs no unidos y, posteriormente, los clusters se excitan con un
laser. Cada cluster emitira una senal fluorescente correspondiente al nucledtido
recién incorporado. Una vez se haya visualizado la etiqueta fluorescente, esta se
escinde enzimdticamente y el siguiente dNTP puede unirse a la cadena,
repitiéndose el proceso. El numero de ciclos de secuenciaciéon determinara la

longitud delalectura. Este proceso se conoce como «secuenciacidn por sintesis». )

120 |



Una de las caracteristicas del reactivo empleado es que la construccién de las
lecturas es pareada (paired-end), es decir, en lugar de secuenciar 150 nucleo6tidos
en una direccion, se secuencian 75 nucledtidos a partir de un extremo y 75 a
partir del otro extremo del mismo fragmento. Las lecturas pareadas ofrecen
ventajas en el alineamiento contra el genoma de referencia, sobre todo
en regiones repetitivas, y facilitan la deteccion de reordenamientos, como

inserciones, deleciones e inversiones.

7. ANALISIS BIOINFORMATICO

Las lecturas generadas se almacenan en archivos FASTQ. Este tipo de fichero
hace referencia a un fichero FASTA vy la letra «Q» se refiere a calidad (del inglés,
quality). El archivo FASTQ es un formato de texto que se utiliza para almacenar
una secuencia bioldgica (generalmente, una secuencia de nucleotidos) junto con
sus puntuaciones de calidad correspondientes. Tanto la letra de la secuencia
como el valor de calidad estan codificados con un solo caracter ASCII (American
Standard Code for Information Interchange), lo que reduce enormemente el tamano

de estos archivos.®?

Si las lecturas obtenidas corresponden a varias muestras, asignaremos cada
lectura a la muestra de origen mediante un proceso in silico denominado
«demultiplexado». Este proceso no es mas que la reorganizacion de los archivos
FASTQ segun el index de cada fragmento. De esta forma, las lecturas se
almacenaran en distintos FASTQ segtn el index. En la plataforma de
secuenciaciéon de Illumina, la mayoria de los secuenciadores ofrecen la
posibilidad de demultiplexar las lecturas dentro de un proceso automatizado,

generando directamente los ficheros demultiplexados.

7.1. Control de calidad de los datos de secuenciacion

En primer lugar, se evaluaron los pardmetros de calidad de la secuenciacion

mediante los datos proporcionados por la plataforma de Illumina, Base Space. Las
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plataformas de secuenciacién generan unos valores de probabilidad de error
por base llamados «valores de calidad de Phred» o «Phred Quality Score (Q score)».
El pardmetro mdas empleado para evaluar la exactitud de la plataforma de
secuenciacion es la «exactitud de llamada de base» o «base calling accuracy», e
indica la probabilidad de que la lectura de una base sea incorrecta. En NGS, se
considera valor de referencia un Q score de 30 (Q30), que equivale a la
probabilidad de que 1 entre 1.000 bases leidas sea incorrecta, y un base call

accuracy del 99,9 %.

El control de calidad de los datos de estas muestras se realizd con las
herramientas FastQC y MultiQC, las cuales permiten la generacion de informes

con una serie de graficos que ofrecen informacion sobre la calidad de las lecturas.

7.2. Alineamiento con el genoma de referencia

La «alineacion o mapeo» de las lecturas obtenidas tras la secuenciacion
consiste en el proceso a través del cual se determina la posicion de cada uno de
los millones de fragmentos leidos en un genoma de referencia. La determinacion
de la posicion de cada lectura dentro de un genoma de referencia implica la
asignacion de estas secuencias a unas coordenadas gendmicas concretas. A pesar
del elevado niimero de bases nucleotidicas que presenta un genoma, lecturas de
mas de 25 bases de longitud bastan para que la alineacidon sea tnica, incluso

permitiendo “errores” (mismatches) o gaps.*”

Una vez que se agruparon todas las lecturas procesadas para cada muestra
y se evalud su calidad, se alinearon con el genoma humano de referencia
(GRCh37/hg19) con el fin de poder ubicarlas y contrastarlas con la informacion
conocida, e identificar asi las alteraciones respecto a la secuencia conocida.
Existen multitud de herramientas que pueden utilizarse para llevar a cabo este

proceso, pero en este trabajo se decidid utilizar la herramienta BWA-MEM
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(Burrows-Wheeler Aligner - Maximal Exact Match), ya que tiene un mejor

rendimiento para las lecturas de 70-100 pb de las plataformas Illumina.

7.3. Control de calidad y filtrado de lecturas ttiles

En la mayoria de los protocolos de andlisis de NGS, tras la alineacion,
se descartan los «duplicados de PCR». Estos duplicados proceden de las lecturas
de productos de PCR generados a partir del mismo template. Se recomienda
eliminarlos del proceso, ya que pueden dar lugar a falsos positivos en la
llamada de variantes. Es importante encontrar un equilibrio entre no perder
demasiada informacion y no partir de datos sesgados que den lugar a errores.
Dos de los softwares méas comunmente usados en este proceso son Picard
(MarkDuplicates) y SAMTools (rmdup), que se encargan de identificar y
marcar las lecturas duplicadas en un archivo BAM (Binary Alignment Map) para

excluirlas del andlisis posterior.®*

Al igual que en la primera fase, se pueden generar informes de calidad sobre
los resultados obtenidos. El control de calidad de los archivos BAM se realiz6 con
la herramienta QualiMap, la cual se encarga de aportar informacion sobre la

calidad de las alineaciones.

Un aspecto fundamental a tener en cuenta para evaluar la calidad de las
lecturas es la «profundidad de la cobertura» (o coverage), que se define como el
numero de veces que cada nucledtido es secuenciado de forma independiente
en diferentes lecturas, es decir, el nimero de lecturas que son asignadas a
una posicion genomica determinada. El aumento de la cobertura reduce
efectivamente la tasa de error, especialmente para las llamadas de variantes

heterocigotas. Se establecié un umbral de profundidad de lectura de 70x.

7.4. Llamada de variantes puntuales (SNVs)

Una vez procesadas las lecturas alineadas, el siguiente paso en el proceso

bioinformatico es la «llamada de variantes» o «variant calling». Durante esta
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etapa, la secuencia de ADN de las muestras del estudio se compara con la
secuencia consenso del genoma de referencia para identificar discrepancias
(mismatch) en las lecturas que cubren cada posicion. En caso de encontrar
suficientes lecturas con el mismo mismatch que descarte un error de secuenciacion

o de alineamiento, este mismatch se reporta como una «variante».”

Al igual que ocurre con los alineadores, existen diversas opciones de variant
callers, como GATK Mutect2 (variantes somaticas), GATK Haplotypercaller
(variantes germinales), VarScan2, VarDict, FreeBayes y LoFreq, que suelen
utilizar estadistica bayesiana para inferir el genotipo mas probable. El archivo de
salida de estas herramientas suele ser un fichero vcf (del inglés, variant call
format), que contiene todas las discrepancias entre las lecturas de la muestra y el
genoma de referencia. Sin embargo, carece de la informacion sobre qué genes se

encuentran en la region donde se ha detectado la variante.

En este estudio, se optd por bcftools para la llamada de variantes. Se
eliminaron tanto los artefactos técnicos (software interno) como las variantes
que no superaban el filtro de calidad (QUAL < 30), y las variantes restantes

se anotaron.

7.5. Anotacion de variantes

Tras obtener la lista definitiva de variantes," el siguiente paso consiste
en llevar a cabo su anotacidon funcional, para lo cual utilizamos el programa
SNPnexus. Esta herramienta consulta en multiples bases de datos la informacién
de cada variante detectada en la fase anterior, lo que permite una mejor

interpretacion de los resultados.

SNPnexus posee tres tipos de anotacion diferentes definidos por tres grandes

grupos de bases de datos integradas:

L En nuestro caso, la anotacion de variantes se realizd tras el preprocesamiento, la imputacion de
variantes y el analisis de asociacion (ver apartado «8.2.Estudio de asociacion»).
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% En primer lugar, se tendran en cuenta una serie de bases de datos
destinadas a facilitar la frecuencia de las variantes en la poblacién (ExAC, dbSNP,
gnomAD y 1kGP), lo que permitira saber si una variante es un simple
polimorfismo o, por el contrario, una mutacion genética de inusual aparicion.

% Ensegundo lugar, se encuentran las denominadas In Silico Prediction Tools,
que se encargan de predecir la patogenicidad de las variantes en funcién del
posible cambio de aminoacido que pueden acarrear. Entre todas ellas, cabe
destacar SIFT, Polyphen2, MutationTaster y CADD.

% Por ultimo, estan las bases de datos especializadas en enfermedades,
siendo de interés los identificadores asociados a cada variante obtenida, que
permiten a los usuarios acceder de forma répida a la informacién disponible en
dichas bases de datos sobre las variantes detectadas. Suelen utilizarse COSMIC,

ClinVar y Varsome.®

7.6. Priorizacion de variantes

Es importante tener en cuenta que durante la llamada de variantes se
identifican miles de variantes, por lo que, tras el paso de anotacion, se puede
llevar a cabo la priorizacion de las mismas para obtener un conjunto manejable
de datos y para determinar si alguna de las variantes identificadas es responsable

de un fenotipo concreto.

Para abordar este proceso, se evaluan una serie de «parametros de
priorizacién» que indican el nivel de conservacion de la region donde se
encuentra el SNV, su frecuencia poblacional y/o el impacto previsto del cambio
de secuencia en la estructura de la proteina y el dominio. A continuacion, se

detallan los pardmetros a considerar:

¢ Frecuencia de la variante en la poblacién. Si la frecuencia con la que se
presenta una variante en la poblacién (MAF) es superior al 1 %, es poco probable

que dicha variante tenga consecuencias patoldgicas asociadas.
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¢ Consecuencia (Sequence Ontology, SO). La anotacién de la secuencia en el

genoma, si corresponde con un exon, un promotor o un intron, nos revelara
informacion acerca del posible efecto de la variante (pérdida de funcion de la
proteina, splicing alternativo, etc.).

¢ Conservacion. La conservacion de regiones gendmicas a lo largo de la

evolucion indica que las variantes presentes en estas regiones son mas relevantes
que las localizadas en otras regiones menos conservadas.

e DPatogenicidad (SIFT, PolyPhen, CADD). Gracias a la informacion ya

reportada sobre variantes genéticas, se establece una puntuacion del nivel de
patogenicidad de las mismas.

e Modos de herencia. Si estamos realizando estudios familiares

(normalmente trios —padre, madre e hijo/a-), podremos filtrar las variantes
obtenidas segiin el modelo de herencia genética: herencia dominante, herencia

recesiva, herencia ligada al cromosoma Y o X, etc.”

Para llevar a cabo la priorizacion de variantes y genes candidatos no existe
una estrategia estdndar de procesamiento para los datos de secuenciacion, ya
que el flujo de trabajo varia en funcion del tipo de experimento. En general,
se recomienda establecer los siguientes criterios de filtrado para seleccionar
variantes candidatas posiblemente deletéreas: variantes raras o poco frecuentes,
localizadas en regiones codificantes, cuyos efectos a nivel transcripcional resulten
potencialmente daninos (variantes clasificadas como “non-synonymous”, “splice
site”, “frameshift” o “stop gained/lost”), y con puntuaciones de estimacion de
patogenicidad en alguno de los predictores (SIFT < 0.05, PolyPhen-2 > 0.85 o
CADD phred > 20). Sin embargo, debido a que nuestro principal objetivo
consistia en identificar variantes relacionadas con el metabolismo de farmacos y
con utilidad clinica, no aplicamos dichos filtros, aunque si tuvimos en cuenta la

frecuencia y las consecuencias funcionales de las variantes identificadas.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

8.1. Estadistica descriptiva de la poblacion de estudio

En primer lugar, se llevd a cabo un analisis descriptivo y de frecuencias de
las principales caracteristicas demograficas y clinicas de la cohorte global de
pacientes incluidos en el estudio, asi como de las caracteristicas relacionadas
con el tratamiento prescrito tras el ingreso hospitalario en la cohorte de pacientes
con SCA-ICP, y de las caracteristicas relacionadas con la incidencia de resultados

clinicos posteriores.

Para realizar este andlisis, se utilizd el software RStudio (version 2023.6.1.524)
y la version 4.2.2 de R. Las diferentes caracteristicas se compararon entre los
grupos definidos en este estudio usando el paquete tableone (version 0.13.2). Se
uso el test chi-cuadrado de Pearson para las variables categoricas (cualitativas) y
la prueba t-Student para las variables continuas (cuantitativas), considerando

estadisticamente significativos valores de p inferiores a 0,05.

8.2. Estudio de asociacion

Posteriormente, se realizo el andlisis de asociacidn de las variantes genéticas
identificadas entre los distintos grupos planteados, estableciendo diferentes
comparativas: «intervencion (grupo G1.1) vs no.intervencion (grupo G1.2)»,
«evento (grupo G1) vs no.evento (grupo G2)» y «caso (grupo G1&G2) vs control
(grupo G3)». Ademads, se estudid la asociacion de los polimorfismos y el
desarrollo de eventos isquémicos y/o hemorragicos («evento vs no.evento») en

funcidn del tratamiento prescrito (clopidogrel o prasugrel).

Antes del andlisis estadistico, los datos de genotipo se sometieron a un
procedimiento estandar de control de calidad y se preprocesaron para la
imputacion. En la Figura 16 se muestran los pardmetros empleados para

filtrar los datos.
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MATERIAL Y METODOS

Alineamiento

por BWA-MEM
Unién de FASTQ

Alineamiento frente a hgl19

Marcaje de PCR

Variant Calling

Seleccién de regiones BED

Filtrado por calidad de la
variante (QUAL = 30)

Anotacién de variantes

Preprocesado de VCF

Filtros aplicados:

- Sample Call Rate: 95 %

- Autosomal Heterozygosity Rate: Het. media +3

- Genotype Call Rate: 98 %

- HWE (test exacto de Hardy-Weinberg
Equilibrium): p-valor de 0.000001

- Marcadores monomdrficos

Conversion de los alelos a la hebra positiva del
genoma de referencia

Imputadon de muestras y filtrado

(Michigan Imputation Server)

Target GWAS

Ajuste realizado por:

- Matriz de parentesco
- Primeros dos componentes principales
- Covariables: sexo y edad

Significancia considerada :

- Nivel de significacion a escala genémica:
Jog10(5e-8)

- Otros niveles de significacion:
95 % de confianza: —10510(0.05 /N2 rs)
90 % de confianza: ’10810(0'1 / N°rs)
"Sugesﬁvo": —10510('1 / N2 rs)

(dbSNP b156 en hg19)

Anotacion por SNPNexus

Figura 16. Flujo de trabajo para llevar a cabo el andlisis de asociacion.
* Para mas detalles, consultar: doi:10.1038/ng1195-241 y doi:10.1186/s12711-017-0295-4.

Tras el preprocesamiento de los archivos vcf, se llevo a cabo la «imputacion»,
un proceso de estimacion de los genotipos faltantes a partir de un panel
de referencia de haplotipos o genotipos. Para ello, utilizamos el Michigan
Imputation Server (Minimac4 version 1.7.4; panel de referencia: Haplotype Reference
Consortium, HRC rl.1 2016 (hgl9); fecha de imputacion: octubre de 2023),
aumentando asi la capacidad de deteccion de variantes no presentes en nuestra

muestra de estudio.

Una vez identificadas y anotadas las variantes, y tras aplicar los distintos
filtros mencionados, se utiliz6 el paquete GENESIS v2.30.0 (en R) para realizar

los analisis de ascendencia, parentesco y de asociacién gendmica.
Inferencia de ascendencia

El «analisis de componentes principales» (PCA, del inglés principal component
analysis) es una de las herramientas estadisticas mdas dutiles para analizar
datos multivariantes y reducir su dimensionalidad. El PCA transforma el
conjunto original de variables (informacién genotipica) en un nimero menor de
componentes no correlacionados y con maxima varianza, perdiendo la menor

cantidad de informacién posible.®®
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El método PC-AiR (Principal Components Analysis in Related Samples)
utiliza datos de cribado gendémico y un algoritmo eficiente para identificar un
subconjunto diverso de individuos no emparentados, representativo de todas las
ascendencias presentes en la muestra. Este método realiza el PCA directamente
en el subconjunto representativo de ascendencia identificado y, a continuacion,
predice los componentes de variacion para todos los individuos restantes en
funcidén de las similitudes genéticas. Como caracteristica mas relevante, PC-AiR
permite trabajar con un subconjunto de individuos para inferir la ascendencia sin

requerir paneles de referencia externos u otra informacién genealogica.””

En el contexto de estudios genéticos, el PCA es esencial para controlar la
estructura poblacional, detectar similitudes entre muestras y corregir posibles
confusiones debidas a la ascendencia compartida entre individuos. En este
estudio, dado que partimos de una cohorte de muestras procedentes de la misma
zona geografica, no es de extrafiar que encontremos muestras emparentadas
entre si. Se calcularon un total de 10 componentes principales (PC) mediante el
método PC-AiR, de los cuales PC1 y PC2 explicaban la mayor parte de la

varianza, por lo que se utilizaron como covariables en los analisis de asociacion.
Inferencia de parentesco

El analisis de parentesco a partir de los datos genéticos es esencial para
identificar y ajustar las relaciones familiares dentro de una cohorte, evitando asi
sesgos en los analisis genomicos. En los estudios de GWAS y de secuenciacion,
por ejemplo, es necesaria una inferencia precisa tanto del «parentesco genético
cercano» (p. €j., la estructura familiar), como del «parentesco genético lejano»

(p. €j., la estructura de la poblacion) para prevenir asociaciones erroneas.

El método PC-Relate se presenta como un enfoque sin modelos para estimar

las medidas de parentesco genético cercano mas frecuentemente utilizadas, como
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los coeficientes de parentesco™ y las probabilidades de compartir identidad
por descendencia (IBD, del inglés identical/identity by descent), en presencia de
una estructura poblacional no especificada. Por tanto, este método no requiere
de la especificacion previa de los grupos ancestrales de los que proceden los
individuos de la muestra, ni de paneles de poblacién de referencia adecuados

para las ascendencias de la muestra.("”

A partir de los datos de genotipo, se calcularon los coeficientes de parentesco
(matriz de parentesco) utilizando el método PC-Relate. Se aplicaron los PC de
PC-AiR para ajustar la estructura de la poblacién y, por dltimo, se calcularon
los coeficientes de parentesco ajustados (matriz de relaciones genéticas). Se
establecio un umbral de coeficiente de parentesco > 0,04 para identificar muestras
con un alto grado de parentesco (parientes de primer, segundo o tercer grado).
Aunque se detectaron muestras relacionadas, se decidi6 mantenerlas en el

andlisis con el fin de no perder poder estadistico.
Analisis de asociacion genomica

Las pruebas de asociacion fenotipica se llevaron a cabo utilizando
probabilidades genotipicas post-imputacion bajo un modelo de efecto genético
aditivo empleando el «método frequentist likelihood score». Las covariables de
edad y sexo, junto con los dos primeros componentes principales de ancestria
(PC1 y PC2), se incorporaron directamente al modelo para todas las
comparaciones (en la comparaciéon «caso vs control», se incluyé ademads
la covariable «consumo de tabaco»). Se consideraron cuatro niveles de
significacion: nivel de significacion a escala gendmica, -logl10(5e?®); 95 % de
confianza, -log10(0.05/N°rs); 90 % de confianza, -log10(0.1/N°s), y nivel

«sugestivo», -log10(1/N°rs).

MEl «coeficiente de parentesco» (kinship coefficient) es una medida sencilla de parentesco, definida
como la probabilidad de que dos alelos en dos individuos muestreados aleatoriamente sean IBD.
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8.3. Analisis de random forest

El «random forest» (o bosque aleatorio) es un algoritmo de aprendizaje
automatico supervisado que combina multiples drboles de decision para generar
predicciones mads robustas y precisas. Este método se utiliza para asignar,
o clasificar, los datos de entrada en diferentes categorias predefinidas basandose
en un conjunto de datos de entrenamiento cuya pertenencia a una categoria
es conocida. Ademads, proporciona una seleccion no sesgada de cuales son las
variables escogidas que aportan las mayores contribuciones a la clasificacion del

modelo planteado.%)

En este estudio, se llevo a cabo un analisis de random forest a partir de
las variables clinicas mas relevantes, en combinacion con los resultados del
andlisis de asociacidn. Este andlisis se realiz6 inicamente para la comparativa
«evento vs no.evento», dado que consideramos que era la mas relevante a la
hora de evaluar los modelos planteados y aplicar los resultados en la mejora del

algoritmo de decision usado en la practica clinica.

Se establecieron tres modelos, en los que se incluyeron las siguientes
«variables predictoras» con el fin de evaluar su efecto sobre la susceptibilidad a
eventos adversos durante el seguimiento de un afio y determinar su importancia

como predictores en la clasificacién de los pacientes entre los dos grupos.

o Variables clinicas (para los tres modelos):

Sexo, edad, IMC.

Diagnostico principal al ingreso: AI, IAMCEST o IAMSEST.

Antecedentes CV previos: angina, IAM o ictus.

Factores de riesgo CV: hipercolesterolemia, hipertension, diabetes, tabaco.
Antiagregante usado, f-bloqueantes, estatinas.

Estado de resistencia al clopidogrel, genotipos CYP2C19*2 y ABCB1 ¢.3435C>T.
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o Variables genéticas (obtenidas del andlisis de asociacion):

- Comparativa «evento vs no.evento»
rs2472434 (ABCA1), rs17618244 (KBL), rs114193458 (LDAH), rs3827066 (ZNF335).

- Comparativa «evento vs no.evento» en pacientes que tomaron clopidogrel
rs34828128 (FAMZ208A), 1s2472434 (ABCAI), rs17618244 (KBL), rs114193458
(LDAH), rs28365062 (UGT2B7), rs7439366 (UGT2B7), rs11509438 (GSTO1),
rs10935838 (P2RY12), rs1907637 (P2RY12) y rs28371675 (CYP2C9).

- Comparativa «evento vs no.evento» en pacientes que tomaron prasugrel
rs13047599 (SON), 1s3732511 (ARHGEF3), rs2472434 (ABCAI), 1rs3827066
(ZNF335), rs1128503 (ABCB1), rs6798347 (P2RY12) y rs4891 (GSTP1).

Para cada modelo, se dividio aleatoriamente, pero de manera controlada
(para asegurar que hubiera representaciéon de todos los grupos de estudio),
cada conjunto de datos en dos grupos. Uno se utilizo para entrenar el
modelo de random forest («conjunto de entrenamiento» o training group, ~70 %
de las muestras), mientras que el otro se utilizd para probar dicho modelo
y evaluar su capacidad predictiva («conjunto de prueba» o testing group, ~30 %

de las muestras).(1102

Los indicadores de rendimiento discriminatorio utilizados para evaluar la
eficacia clasificatoria de cada modelo incluyen las curvas ROC (del inglés,
receiver operating characteristic) y sus estadisticos: area bajo la curva (AUC, del
inglés area under the curve) e indice de Youden. Ademads, se emplearon otros
indicadores de rendimiento de clasificacion, como la sensibilidad, la especificidad

y la precision equilibrada.
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9. VALIDACION ORTOGONAL DE LAS VARIANTES

Las técnicas de secuenciacién masiva presentan numerosas ventajas, como
por ejemplo, la capacidad de analizar simultaneamente multiples muestras, lo
que ha facilitado su rdpida integracion en la practica clinica. No obstante, la
precision en la identificacion de variantes genéticas puede variar en funcién de
la calidad o el tipo de muestra. Por este motivo, inicialmente se establecio la
necesidad de realizar pruebas de confirmacién ortogonales (utilizando diferentes
métodos, con fuentes de error distintas) para las variantes germinales detectadas,

con el fin de limitar la notificacion de falsos positivos.

La validacién de las variantes identificadas por NGS puede llevarse a cabo
mediante discriminacion alélica TagMan o secuenciacion Sanger (sobre todo en
el caso de variantes raras), con el objetivo de lograr una alta concordancia entre
ambas técnicas que confirme el estado heterocigoto u homocigoto. Tras el
genotipado ortogonal, la confirmacion de la variante aumenta la confianza en la
fidelidad de los resultados NGS, mientras que las discrepancias requieren una
investigacion mas profunda para identificar posibles errores de secuenciacion,

anomalias de alineacion o contaminacion de la muestra.

A dia de hoy, existe cierto debate en cuanto a la exigencia de confirmar las
variantes detectadas mediante NGS empleando otros métodos. La verificacion
de cada variante aumentaria considerablemente los costes y el tiempo del
proceso, haciendo minima la reduccion de los costes de la NGS. Ademas, existen
«métricas de calidad», como la profundidad de la cobertura o la frecuencia alélica
de la variante, que pueden ayudar a indicar la fiabilidad técnica de cada llamada
de variante. Las variantes que superan estos parametros pueden considerarse
sOlidas, mientras que aquellas que no cumplan estos estandares pueden requerir

una validacién adicional.
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No obstante, a pesar de no ser necesarios procedimientos de confirmacion, se
recomienda revisar manualmente de forma visual las variantes clinicamente
relevantes. Utilizando herramientas como el Integrative Genomics Viewer (IGV), se
puede determinar si la llamada de variantes es fiable o si, por el contrario, merece
una validacion ortogonal al tratarse de un falso positivo que ha escapado a los

filtros automatizados.%'10%

10. ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

Este estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica de la
Investigacion Biomédica de la provincia de Granada (Anexo II). Todos los
procedimientos se realizaron conforme a las normas de buena practica clinica y
de acuerdo a los requerimientos expresados en la:

* Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica.

* Real Decreto Legislativo 1/2015, de 24 de julio, por el que se aprueba el texto
refundido de la Ley de garantias y uso racional de los medicamentos y productos
sanitarios.

* Orden Ministerial SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se publican
las directrices sobre estudios posautorizacion de tipo observacional para
medicamentos de uso humano.

* Declaracion de Helsinki (revision de Seul, octubre de 2008), la cual define
los principios que deben respetar todas las personas involucradas en esta
investigacion.

* Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales
y garantia de los derechos digitales.

* Ley 41/2002, del 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia
del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y

documentacién clinica.
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IV. RESULTADOS







En relacién con los resultados de este apartado, se ha publicado el siguiente

articulo, incluido en el Anexo VII:

Targeted next-generation sequencing panel to investigate antiplatelet
adverse reactions in acute coronary syndrome patients undergoing

percutaneous coronary intervention with stenting.

Antunez-Rodriguez A, Garcia-Rodriguez S, Pozo-Agundo A, Sdnchez-Ramos ]G,

Moreno-Escobar E, Trivifio-Juarez JM, Martinez-Gonzalez L], Davila-Fajardo CL

Thromb Res. 2024 Aug;240:109060. doi: 10.1016/j.thromres.2024.109060.
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1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Caracteristicas demograficas y clinicas

Las principales caracteristicas basales, tanto clinicas como demograficas,
de los pacientes incluidos en el estudio se muestran en la Tabla 4. Se incluy6 a un
total de 343 pacientes (111 mujeres N y 232 hombres) pertenecientes al Servicio
de Cardiologia del Hospital Universitario San Cecilio. La edad media fue de
65,9 +11,1 anos, siendo mayor en las mujeres (69,3 + 10,3 afios) que en los hombres
(64,3 + 11,2 anos), p < 0,001. E1 IMC medio fue de 28,6 + 4,6 y, en cuanto al origen

étnico, la mayoria de los pacientes eran caucasicos (97,7 %).

Respecto a los factores de riesgo CV, en el momento del reclutamiento,
214 pacientes (62,4 %) habian sido diagnosticados de hipertension, 201 (58,6 %) de
dislipemia, 111 (32,4 %) de diabetes, 13 (3,8 %) de insuficiencia renal, 87 (25,4 %)

eran fumadores y 93 (27,1 %) tenian antecedentes cardiacos.

De acuerdo con los grupos propuestos para este estudio, dividimos nuestra
poblacion en: pacientes con SCA sometidos a ICP-stent que experimentaron un
evento (G1 - 31,8 %),° pacientes con SCA-ICP-stent sin evento (G2 - 39,3 %) y
controles sin enfermedad CV estructural (G3 - 28,9 %). Encontramos que, entre
los pacientes con SCA, la presencia de cualquier tipo de antecedente CV (angina,
IAM, enfermedad arterial periférica y/o ictus) previo se relaciond con una mayor
incidencia de eventos CV posteriores (47,7 % frente a 30,4 %, p = 0,008). Por otra
parte, en cuanto a los factores de riesgo CV, se observd una mayor prevalencia
de fumadores y diabéticos entre los pacientes con SCA (con y sin evento) que en

los controles (p < 0,001 para ambos).

N Todas las mujeres con SCA sometidas a ICP eran postmenopausicas.
O Las caracteristicas de los episodios trombéticos y hemorragicos clasificados como «evento» en
el grupo G1 se detallan en la Tabla 6.
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Tabla 4. Principales caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacién de estudio.

Todos Gl G2 G3
(N-313)  (N-109) (N-135 PV (Nogg PV
Edad 65.9 (11.1) 66.8 (11.4)  64.8(12.3) 0.202 66.4 (8.8) 0.339
Género

Hombre 232 (67.6) 78 (71.6) 101 (74.8) 0.670 53 (53.5) 0.002

Mujer 111 (32.4) 31 (28.4) 34 (25.2) 46 (46.5)

IMC 28.6 (4.6) 28.9 (4.6) 28.4 (4.5) 0.369 NA NA
Origen étnico

Caucasico 335 (97.7) 105 (96.3) 132 (97.8) 0.517 98 (99.0) 0.423

Gitano 6(1.7) 3(2.8) 3(2.2) 0 (0.0)

Marroqui 2 (0.6) 1(0.9) 0(0.0) 1(1.0)
Antecedentes Cv* 93 (27.1) 52 (47.7) 41 (30.4) 0.008 0 <0.001
Factores de riesgo Cv

Hipertension 214 (62.4) 75 (68.8) 79 (58.5) 0.128 60 (60.6) 0.233

Dislipemia 201 (58.6) 70 (64.2) 77 (57.0) 0.313 54 (54.5) 0.329

Consumo de tabaco 87 (25.4) 30 (27.5) 47 (34.8) 0.280 10 (10.1) <0.001

Diabetes mellitus 111 (32.4) 50 (45.9) 50 (37.0) 0.206 11 (11.1) <0.001

Insuficiencia renal 13 (3.8) 6 (5.5) 7(5.2) 1.000 0 (0.0) 0.064

Los valores se muestran como n® de pacientes (%); en el caso de la edad y el IMC, se muestran como media
(desviacién estandar). Los resultados estadisticamente significativos se muestran en negrita (p < 0.05).
Abreviaturas: Cv, cardiovascular; G1, grupo uno de pacientes con SCA con evento secundario; G2, grupo
dos de pacientes con SCA sin evento secundario; G3, grupo tres de controles sin enfermedad Cv estructural;
IMC, indice de masa corporal; NA, no aplicable.

* Esta variable se refiere a haber tenido uno o mas de los siguientes antecedentes: angina previa, infarto
agudo de miocardio previo, enfermedad arterial periférica previa y/o ictus previo.

Caracteristicas relacionadas con el tratamiento prescrito

Segin se muestra en la Tabla 5, tras el ingreso hospitalario, a todos los
pacientes se les prescribié doble terapia antiagregante, que incluia un
antiagregante plaquetario (guiado o no por test genético) y AAS. Ademas,
se recetaron (-bloqueantes a 203 pacientes (83,2 %), antihipertensivos (IECA o
ARA-II) a 217 pacientes (88,9 %) y diuréticos a 19 pacientes (7,8 %).
A la mayoria de los pacientes (229; 93,8 %) se les prescribid estatinas para
controlar la hipercolesterolemia. Ademas, 221 pacientes (90,5 %) tomaron un

protector de estomago.
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Tabla 5. Caracteristicas del tratamiento prescrito a los pacientes tras el ingreso hospitalario.

Todos (N = 244) G1 (N =109) G2 (N =135) p-valor

Acido acetilsalicilico 244 (100) 109 (100) 135 (100) 1.000
Tto antiagregante

Clopidogrel 169 (69.3) 82 (75.2) 87 (64.4)

Prasugrel 73 (29.9) 25 (22.9) 48 (35.6) 0.035

Ticagrelor 2 (0.8) 2(1.8) 0 (0.0
Duracion DAPT

1 mes 14 (5.7) 11 (10.1) 3(2.2)

3 meses 2 (0.8) 2(1.8) 0(0.0)

0.006

6 meses 2 (0.8) 2 (1.8) 0(0.0)

12 meses 0 mas 226 (92.6) 94 (86.2) 132 (97.8)
Tto B-bloqueante 203 (83.2) 92 (84.4) 111 (82.2) 0.779
Tto antihipertensivo

IECA 176 (72.1) 77 (70.6) 99 (73.3) 0.747

ARA-II 41 (16.8) 20 (18.3) 21 (15.6) 0.683
Antialdosteronicos 19 (7.8) 11 (10.1) 8 (5.9) 0.334
Estatinas 229 (93,8)

Atorvastatina 159 (65.2) 75 (68.8) 84 (62.2)

Simvastatina 55 (22.5) 24 (22.0) 31 (23.0) 0.575

Rosuvastatina 15 (6.1) 5(4.6) 10 (7.4)
Protector de estomago 221 (90.5)

Pantoprazol 178 (73.0) 71 (65.1) 107 (79.3)

Omeoprazol 15 (6.1) 7 (6.4) 8 (5.9)

0.003
Ranitidina 24 (9.8) 20 (18.3) 4 (3.0)
Otros 4(1.6) 3(2.7) 1(0.7)

Los valores se muestran como n° de pacientes (%). Los resultados estadisticamente significativos se
muestran en negrita (p < 0.05). Abreviaturas: ARA-II, antagonistas de los receptores de la angiotensina II;
DAPT, doble terapia antiplaquetaria; G1, grupo uno de pacientes con SCA con evento secundario; G2, grupo
dos de pacientes con SCA sin evento secundario; IECA, inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina; tto, tratamiento.

Respecto a la prescripcion de antiagregantes plaquetarios, a 169 pacientes
(69,3 %) se les pauto clopidogrel, a 73 (29,9 %) prasugrel, y a tnicamente
2 (0,8 %) ticagrelor (este farmaco fue aprobado durante el curso del estudio

previo). Al comparar entre grupos, a los pacientes con SCA que experimentaron
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un evento secundario (G1) se les prescribié con mayor frecuencia clopidogrel
(75,2 %) y con menor frecuencia prasugrel (22,9 %) que a aquellos pacientes que
no experimentaron ningtn evento (G2) (64,4 % y 35,6 %, respectivamente). Esto
se debe a que todos los pacientes del grupo G2 pertenecen a la rama intervenida
PGx, en la que, en funcién de los resultados del genotipo, se indicaba el uso de
uno u otro antiagregante. En el caso del grupo Gl1, este incluye individuos de

ambas ramas (intervenida y no intervenida), de ahi la diferencia (p = 0,035).

Ademas, el 13,8 % de los pacientes del grupo G1 que experimentaron eventos
adversos secundarios fueron tratados con DAPT durante menos de 12 meses
debido a una cuestion de beneficio/riesgo o a la necesidad de triple terapia
antiplaquetaria, en comparacion con el 97,8 % de los pacientes del grupo G2 que

completaron un afio de DAPT.

La prescripcion del resto de farmacos fue similar en los dos grupos, excepto
en el caso de los protectores de estbmago, donde hubo una mayor prescripcion
de ranitidina (18,3 % frente a 3 %)’ y una menor prescripcion de pantoprazol
(65,1 % frente a 79,3 %) al comparar los individuos que experimentaron un evento
secundario con los que no (p = 0,003). Cabe destacar que el clopidogrel debe
recetarse junto con el pantoprazol para evitar interacciones medicamentosas, ya

que este no inhibe la enzima CYP2C19, como si lo hace el omeprazol.
Caracteristicas relacionadas con la incidencia de eventos clinicos posteriores

En la Tabla 6 se muestran las caracteristicas de los episodios isquémicos y
hemorragicos registrados en el grupo de pacientes con SCA que sufrieron un
evento secundario, comparando entre las dos ramas del estudio (intervenida PGx

o no intervenida), sin encontrarse diferencias significativas entre ambas.

P En septiembre de 2019, la EMA detectd la presencia de una impureza denominada
N-nitrosodimetilamina en algunos lotes de ranitidina. Dicho contaminante puede tener un
posible efecto cancerigeno, por lo que se procedi6 a retirar del mercado cualquier medicamento
que contuviera ranitidina.
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Desde el ingreso hasta un afio de seguimiento tras la prescripcion del DAPT,
se registr6 como «evento primario» la aparicion de muerte CV, SCA y/o ictus.
Asi, de los 109 pacientes reclutados que presentaron eventos, se documentaron

5 (4,6 %) casos de muerte CV, 31 (28,4 %) de SCA y 10 (9,2 %) de ictus.

Como «evento secundario» se registro la trombosis del stent, la necesidad de
revascularizacidon urgente o la reestenosis. En este sentido, 43 pacientes (39,4 %)
precisaron revascularizacion, 9 (8,3 %) sufrieron trombosis del stent y 25 (22,9 %)
presentaron reestenosis y tras la ICP. En cuanto a las «<hemorragias», 12 pacientes

(11 %) sufrieron una hemorragia grave y 13 (11,9 %) una hemorragia leve.

Tabla 6. Caracteristicas de los episodios isquémicos y hemorragicos.

Todos (N =109) G1.1 (N =50) G1.2 (N =59) p-valor
Eventos primarios 45 (41.3) 24 (48.0) 21 (35.6) 0.265
Muerte Cv 5 (4.6) 3 (6.0) 2(3.4) 0.850
SCA no mortal 31 (28.4) 16 (32.0) 15 (25.4) 0.586
Ictus no mortal 10 (9.2) 5 (10.0) 5 (8.5) 1.000
Eventos secundarios 72 (66.1) 29 (58.0) 43 (72.9) 0.152
Revascularizacion urgente 43 (39.4) 18 (36.0) 25 (42.4) 0.630
Trombosis del stent 9 (8.3) 6 (12.0) 3(5.1) 0.338
Reestenosis 25 (22.9) 8 (16.0) 17 (28.8) 0.175
Eventos hemorragicos 25 (22.9) 13 (26.0) 12 (20.4) 0.637
Hemorragia grave 12 (11.0) 6 (12.0) 6 (10.2) 1.000
Hemorragia leve 13 (11.9) 7 (14.0) 6 (10.2) 0.750

Los valores se muestran como n (%). Abreviaturas: Cv, cardiovascular; G1.1, subgrupo 1 de pacientes con
SCA con evento secundario pertenecientes al grupo de intervencion; G1.2, subgrupo 1 de pacientes con SCA
con evento secundario pertenecientes al grupo de no intervenciéon; SCA, sindrome coronario agudo.

Entre los pacientes no intervenidos, el 35,6 % sufri6 un evento primario
durante el DAPT, en comparacion con el 48,0 % de los pacientes intervenidos;
sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p = 0,265). Por
el contrario, los eventos secundarios se produjeron con mayor frecuencia en los
pacientes no intervenidos (72,9 %) que en los intervenidos (58,0 %), aunque esta

diferencia tampoco alcanzd significacion estadistica (p = 0,152).
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2. RENDIMIENTO DE LA SECUENCIACION

Antes de la alineacién con el genoma de referencia, se evaluaron los
parametros de calidad (recuento de lecturas, calidad de las bases y distribuciéon
del contenido medio de GC) obtenidos de los datos de secuenciacién de los
343 sujetos utilizando las herramientas FastQC y MultiQC. La mayoria de las
lecturas mostraron una puntuacién media de la calidad de las bases superior a
30 (escala Phred) en las ocho carreras de secuenciacion realizadas (Figura 17), lo

que indico que se partia de secuencias de alta calidad para los pasos siguientes.

FastQC: Mean Quality Scores
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Figura 17. Calidad promedio de secuenciacién (escala Phred) para las distintas bases a lo largo
de los 75 ciclos de secuenciacion.

En cuanto al recuento de secuencias para cada muestra, se establecié un
umbral minimo de 3 millones de lecturas tnicas (unique reads) por single read
para asegurar la disponibilidad de 6 millones de lecturas paired-end en los pasos
posteriores (Figura 18). Las muestras que no alcanzaban dicho umbral se

resecuenciaban en la siguiente tanda de muestras.
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RESULTADOS

FastQC: Sequence Counts

C-002_R1_fq
C-030_R2_fq
C-065_R1_fq
C-066_R2_fq
C-084_R1_fq
C-111_R2_fq
C-172_R1_fq
C-182_R2_fq
C-259_R1_fq
C-342_R2_fq
C-367_R1_fq
C-434_R2_fq
C-451_R1_fq
C-452_R2_fq
C-471_R1_fq
C-498_R2_fq
CR-833_R1_fqg
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Figura 18. Recuento de secuencias para cada muestra.

Tras la alineacion de las lecturas contra el genoma de referencia, se evalud
la calidad de las lecturas mapeadas mediante el alineador BWA-MEM vy la
cobertura en toda la secuencia diana. Identificamos que todos los sujetos tenian
mas del 70 % de su secuencia diana cubierta con profundidades de lectura de
50x o superiores, lo que minimizaba el error relacionado con la deteccién de
variantes en zonas con baja profundidad de lectura (Figura 19). Mas del 98 % de
las regiones diana se cubrieron con mas de 30x y, en general, la proporcion de

bases con una profundidad de lectura < 10x fue muy pequena (2 - 2,9 %).
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Figura 19. Distribucién de la profundidad de lectura (cobertura acumulada) para el panel disefiado.
El grafico hace referencia a la fraccidon o porcentaje del genoma de referencia (eje y) cubierto por

al menos la profundidad de cobertura dada (eje x).
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RESULTADOS

Una vez alineados los datos con la secuencia de referencia, es posible
identificar las lecturas redundantes (duplicate reads) que se originan a partir de
la misma molécula de ADN secuenciada. Estos «duplicados de PCR» suelen
representar entre el 5 y el 15 % de las lecturas de secuenciacion y pueden
identificarse a partir de la posicion de alineacion y la informacion de
emparejamiento de lecturas.™ Tal y como se muestra en la Figura 20, los

resultados en relacion a este porcentaje coincidieron con los valores esperados.

Picard: Deduplication Stats
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Figura 20. Porcentaje de lecturas por estado de duplicacion.

Aunque se trata de un paso controvertido, debido a la posibilidad de perder
parte de las lecturas, en el caso de los paneles de captura, como el utilizado
en este estudio, se considera conveniente eliminar estos duplicados. Por lo tanto,
una vez eliminados los duplicados de PCR, se procedi6 a la llamada de variantes
y al filtrado por valores de calidad (QUAL = 30) para eliminar posibles errores

de secuenciacion.
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3. ANALISIS DE LAS VARIANTES GENETICAS IDENTIFICADAS

Tras el alineamiento y una vez aplicados los correspondientes filtros de
calidad del mapeo, se detectaron un total de 45.500 variantes genéticas dentro
de las regiones diana definidas. Los datos de genotipo se sometieron a un
procedimiento estandar de control de calidad (ver apartado 8.2.Estudio de
asociacion de la metodologia) y se preprocesaron para llevar a cabo la imputacion
de genotipos utilizando el Michigan Imputation Server, lo que aumentd la

capacidad de deteccion de variantes no presentes en nuestra muestra de estudio.

Tras este proceso, se retuvieron 16.890 variantes (todas ellas SNVs)? para su
posterior anotacion utilzando SnpEff 5.0e. Esta herramienta realiza la anotacion
de variantes y predice sus efectos funcionales en genes y proteinas. SnpEff genera
un archivo vcf anotado y un informe resumido de las variantes detectadas, que

consta de varias secciones (Figura 21):

e Cuadro resumen principal: contiene informacion bdsica sobre la ejecucion

de SnpEff y algunas estadisticas generales (Figura 21a). Una misma variante
puede tener mds de una anotacion, debido a multiples isoformas de un mismo
gen, solapamiento de genes en la localizacion gendmica de la variante, y
variantes que abarcan varios genes. SnpEff tiene en cuenta todos estos factores,
por lo que el nimero de anotaciones o efectos (62.283) puede ser mayor que el
numero de variantes (16.890). En nuestro caso, se identificaron 493 advertencias
que se deben tener en cuenta en el momento de analizar los genes o transcritos
que contienen dichas advertencias.

e Tasa de variantes por cromosoma: se trata de una tabla que muestra el

numero de variantes y la tasa de variantes por cromosoma. Ninguna de las

Q El estudio de las variantes clasificadas como pequenas inserciones o deleciones (indels) se ha
dejado para mas adelante, ya que se trata de un tipo de polimorfismo menos frecuente en el
genoma y con una frecuencia baja en las regiones codificantes de los genes. Las variantes
estructurales de mayor tamafio, incluidos los CNVs, se investigaron con otros métodos.
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regiones secuenciadas fue invariable. De media, se observé una variante por cada
179.769 bases. Basandonos en la densidad de SNVs, los cromosomas menos
variables fueron chrX y chrl13, con 1 SNV por cada 2.388.777 y 429.738 bases,
respectivamente. Por otro lado, los cromosomas con mayores densidades de

variantes observadas fueron chr19 (15,7 SNVs/Mb) y chr16 (10,9 SNVs/Mb).

a) Summa .
y e) Number of effects by type and region
Genome GRCh37 p13 RefSeq R
Date 2024-03-01 13:03 7 — — =
SnpEff version SnpEFF 5.0 (build 2021-83-09 06:01), by Pablo Cingolani 3 brime um":::""""“" i) ount _ Perce!
i v
‘Command line arguments snpEff GRCh37.p13.Refseq merged phased.vcf jj"m._um_pmm.m'. start_codon_gain_variant
Warnings aisd] 5_prime_UTR_variant Type (alphabetical order)  Count Percent
Enors) g downstream_gene_variant DOWNSTREAM
Number of lines (input file) 16,890 Intargenic_ragion EXON
Number of effects 62,283 Intragenic_variant INTERGENIC
Genome total length 3,234,834,690 intron_variant INTRON
Genome effective length 3,036,303,846 missense_variant SPLICE_SITE_ACCEPTOR
Variant rate 1 variant every 179,768 bases non_coding_transcript_exon_variant SPLICE_SITE_DONOR
splice_acceptor_variant SPLICE_SITE_REGION
: . splics_donor_variant TRANSCRIPT
c) Number of effects by impact b) splice_region_variant UPSTREAM
start_lost UTR_3_PRIME
Type (alphabetical order) Count Percent Type Total stop_gained UTRS_ PRIME
HIGH SNP 16,890 stop_lost
Low MNP ) synonymous_variant
upstream_gene_variant
MODERATE INS 1]
MODIFIER DEL 0
MIXED 0 £
INV 0 )
[
0
| |
M
|

d) Number of effects by functional class SoF
Type (alphabetical order)  Count Percent BND '
MISSENSE INTERVAL 0 s
NONSENSE Total 16,890 3
SILENT
Missense / Silent ratio: 0.9259 g Base changes (SNPs)
h)
Transitions | 809,751

Transversions | 256,006
Ts/Tv ratio 3.163

Figura 21. Informe de SnpEff sobre las variantes identificadas y sus anotaciones.
a) Cuadro resumen principal, b) Nimero de variantes por tipo, ¢) Numero de variantes por
impacto, d) Numero de variantes por clase funcional, e) Numero de posibles efectos de las
variantes por tipo y region, f) Porcentaje de efectos de las variantes por region, g) Cambios de
bases en el caso de variantes de un solo nucleotido, h) Transicidn vs transversiones.

e Numero de variantes por tipo: una tabla con una lista del nimero de

variantes, agrupadas por tipo de variante (Figura 21b).

e Numero de variantes por impacto: recuento y porcentaje de variantes por

impacto (Figura 21c). Las variantes se clasifican por su impacto: alto, moderado,
bajo o modificador. En nuestro caso, se identificaron 126 variantes de alto
impacto (0,20 %), 15.252 (24,49 %) de impacto moderado, 16.918 (27,16 %) de bajo
impacto, y 29.987 (48,15 %) de impacto modificador. Estos niveles de impacto
son categorias predefinidas basadas en el efecto de la variante para facilitar su

categorizacion y priorizacion (Tabla 7).
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Tabla 7. Niveles de impacto de las variantes genéticas.

Impacto Significado Ejemplo

Se supone que la variante tiene un alto impacto (disruptivo) en
la proteina, probablemente causando el truncamiento de esta, la

HIGH pérdida de funcion o desencadenando la degradacion del ARNm
mediada por mutaciones terminadoras (NMD, del inglés
nonsense-mediated decay).

stop_gained,
frameshift_variant

Una variante no disruptiva que podria cambiar la eficacia de missense_variant,
MODERATE , . .

la proteina. inframe_deletion

Se supone que son variantes en su mayoria inofensivas o que es .
LOW pone q Y d synonymous_variant

poco probable que cambien el comportamiento de las proteinas.

Por lo general, se trata de variantes no codificantes o que afectan
MODIFIER a genes no codificantes, donde las predicciones son dificiles o no
hay pruebas de impacto.

exon_variant,
downstream_gene_variant

Tomada de Cingolani, 2022.(109

e Numero de variantes por clase funcional: recuento y porcentaje de

variantes por clase funcional (Figura 21d). De las variantes identificadas, 82 SNVs
(0,26 %) se clasificaron como cambios sin sentido (nonsense; se produce un codén
de parada que origina una proteina truncada), 15.273 (47,95 %) como cambios de
sentido (missense, el codon cambia tras el cambio de las bases) y 16.495 (51,79 %)
como cambios sindnimos (silent, el condon sigue siendo el mismo tras el cambio
en la secuencia de ADN). El ratio missense/silent fue de 0,9259.

e Numero de variantes por efecto: SnpEff anota variantes utilizando

«anotaciones funcionales» (p. e]., downstream_gene_variant, stop_gained, etc.). Estas
variantes afectan a «regiones del genoma» (p. €j., exon, intron). Las dos tablas de
la Figura 21e muestran el recuento de efectos por tipo y region. La mayoria de
los efectos potenciales (54,45 %) se relacionaron con mutaciones en las regiones
exonicas de los genes (Figura 21f).

e Tabla de cambios de bases: recuento de todos los cambios de bases en el

caso de SNVs (Figura 21g). Los cambios de bases mas frecuentes fueron
G>A (5.801 - 34,35 %) y C>T (3.510 — 20,78 %), mientras que los menos frecuentes
fueron A>T (243 - 1,43 %) y T>G (276 — 1,63 %).
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e Transicion vs transversiones (ts/tv): tabla de transiciones frente a

transversiones, dividida en "conocidas" (aquellas con campo ID no vacio) y todas
las variantes (Figura 21h). Para nuestros datos, la proporcion Ts/Tv se situd en
torno a 3.0 y la proporcion missense/silent fue de aproximadamente 1.0, ambos

valores esperados para datos humanos.

a)

EXAC dataset MAF Genomic distributon

B Poco frecuentes @ Comunes [ Raras ondveles OExonicas O Intrénicas O Intergénicas @ Otras

16.890 SNVs
Figura 22. Distribucion de las variantes procesadas.
a) Frecuencia alélica en funciéon del MAF informado en ExAC, b) variantes por distribucién
genodmica.
De las 16.890 variantes procesadas (Figura 22a), el 27,8 % eran comunes

(MAF >5 %), mientras que el 15,6 % eran poco frecuentes (MAF entre 1 % y 5 %),
y el 56,6 % eran raras o nuevas (MAF <1 % o ausentes en EXAC o dbSNP).

En cuanto a la «clasificaciéon funcional» del total de variantes unicas
procesadas, en la Figura 22b se puede apreciar que se identificaron 11.943
variantes en regiones codificantes (70,71 %, incluyendo 6.058 variantes
no sindnimas y 5.885 variantes sindnimas), asi como 2.655 variantes intronicas
(15,72 %) y 889 variantes intergénicas (5,26 %). El 831 % de los SNVs
correspondia a otras variantes, entre las que se incluyen 965 en regiones
up/downstream, 330 en UTR, 18 de pérdida de inicio (start loss), 50 de ganancia o
pérdida de parada (stop gain/loss), 24 ncRNA (non-coding RNA) y 16 en sitios de

empalme (splicing).
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Funtional effect
m splicing (donor/aceptor) start lost/stop gained missense_variant SYmonymous_variant

ABCBI
ABCG2
ACE
ADRB1
ADRE2
CACNAIS
CFIR
COMT
CYF246
CYP2B6
CYP2C19
CYP2C8
CYP2C9
CYPIDé
CYF3A4
cyraas W
CYP4F2
DPYD
DRD2
F5
GSTP1
MTHFR
NAT2
RYR1
SLC19A1
SLCO1B1 [l
TPMT
TYMS
UGT1A1
VKORCI

Genes

0 10 20 30 40 50
Nimero de variantes

Figura 23. Categorizacion funcional de las variantes en farmacogenes.
Las clases funcionales se definen como synonymous (sindnima), missense (no sindénima),
start lost/stop gained (pérdida de inicio / ganancia de parada) y splicing (sitio de empalme
donante/aceptor). Para catalogar una variante como de efecto splicing, se tuvo en cuenta que su
posicién se encontrase en el rango de 1-3 pb en el extremo de un exén o de 3-8 pb en el extremo
de un intrén.

También analizamos los 32 genes VIP de nivel 1 (genes con pruebas
sustanciales que apoyan su importancia en PGx), derivados del sitio web
PharmGKB, para detectar cudles acumulaban un mayor nimero de SNVs.
La Figura 23 muestra el nimero de variantes por gen en los diferentes genes VIP,
asi como la fracciéon de variantes segun la anotacion funcional. Observamos que
el numero de variantes por gen era mayor en los genes RYR1 y F5, mientras que
era menor en los genes TYMS y UGT1A1. Cabe destacar que iinicamente estan

representadas aquellas variantes en regiones codificantes o en zonas reguladoras

con alto impacto (disruptivo) en la proteina.
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4. ANALISIS DE ASOCIACION DE SNVs

4.1. Comparacion entre «intervencion vs no.intervencion»

En una primera aproximacion, se compard a los pacientes con SCA-ICP-stent
cuyo tratamiento se prescribio en base al test genético (rama intervenida del
estudio de intervencion previo) y que experimentaron un evento secundario tras
recibir la terapia antiplaquetaria (grupo G1.1), con aquellos pacientes con la
misma afeccidn y cuyo tratamiento se prescribid en base a las guias clinicas, sin
tener en cuenta el perfil genético (rama no intervenida), pero que, de igual modo,
sufrieron eventos isquémicos y/o hemorragicos (grupo G1.2). En ambos grupos
se produjo un evento secundario, por lo que nuestro objetivo era identificar si
existia alguna variante (PGx o relacionada con la enfermedad CV) en alguno de

los grupos que pudiera haberse utilizado para prevenir dichos eventos.

Para esta comparativa, el andlisis de PCA indicé que la gran mayoria de
las observaciones se agrupaban en torno a los valores centrales de ambos
componentes (Figura 24), lo que sugiere un conjunto de muestras emparentadas
entre si. A pesar de observar una agrupacion de muestras relacionadas (al fin y
al cabo, las muestras proceden de la misma region geografica), y aunque habia
un grupo de tres individuos que se separaba un poco del conjunto, no se descarto
ninguna muestra del andlisis. No obstante, tanto PC1 y PC2, junto con la edad y

el sexo, se utilizaron como covariables en los analisis de asociacion.
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Figura 24. Grafico en dos dimensiones de PC1 y PC2 para el estudio de la intervencion PGx.
Las muestras emparentadas (nivel de parentesco de cuarto/quinto grado) estan marcadas en azul.
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Figura 25. Diagrama de Manhattan de los resultados de asociacion para la intervencion PGx.

La posicion cromosomica esta en el eje x y el -log10 del valor p de asociacion estd en el eje y. Los
cuatro niveles de significacion considerados se indican en lineas punteadas: nivel de significacion
a escala genomica, -logl0(5e8); 95 % de confianza, -logl0(0.05/N°s); 90 % de confianza,
-log10(0.1/N®rs), y nivel «sugestivo», -log10(1/N®rs).

Tras realizar el andlisis de asociacion, ninguna variante genética alcanzo6 el
umbral de significacion para todo el genoma (5.0 x 10®) en el modelo ajustado
por edad, sexo y componentes principales (Figura 25). Sin embargo, dos SNPs

resultaron sugestivamente significativos (p < 1.0 x 10-%) (Tabla 8).

Tabla 8. Anotacién de los principales SNPs identificados en el andlisis de asociacién para la
intervencion PG, ajustado por edad, sexo y componentes principales.

ID CHR POS REF ALT GEN Func. EAF  p-valor Beta SD
rs72934556 2 203990789 T G NBEAL1 synon. 0.12 7.52x105 11,5489 0,3912
rs2289843 3 124196094 A T KALRN  splicereg* 0.11 2.02x10* -1,9878 0,5348
rs2306238 1 237714103 G A RYR2 intronic 0.21 0,00039 -1,3291 0,3746
rs72932557 2 203846817 A T CARF missense 0.13 0,00051 11,3520 0,3890
1rs624249 6 160679400 C A SLC22A2 synon. 0.41 0.00110 0,9859  0.3022
rs6725887 2 203745885 T C WDRI12 intronic 0.12 0,00143 11,1876  0,3724
rs2112703 5 169127097 A DOCK2  synon. 0.20 0.00153 -1.0522 0.3321
T  BCAP29 intronic 024 0,00179 11,1782 0,3775

C
rs10953541 7 107244545 C
rs11572139 10 96808886 G A CYP2C8 intronic 029 0,00205 -1,1632 0,3773

rs3783925 14 93411904 A G ITPK1 intronic 037 0,00225 1,0671 0,3493

Las coordenadas de las variantes estan codificadas para el genoma hg19 (GRCh37). La frecuencia alélica se
corresponde a la poblaciéon europea, segiin gnomAD genomes v3.1.2. Abreviaturas: ID, identificador del
polimorfismo; CHR, cromosoma; POS, posicion; REF, alelo de referencia; ALT, alelo alternativo; Func, efecto
funcional; EAF, frecuencia alélica de efecto (effect allele frequency); Beta ([3), coeficiente beta correspondiente
a la medida de magnitud del efecto (effect size); SD, desviacion estandar (standard deviation).

* Esta variante esta anotada como «splice_region_variant&synonymous_variant».
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En el cromosoma 2, la variante rs72934556 (c.2871T>G) en el gen NBEALI
estaba mas presente en aquellos pacientes que experimentaron eventos adversos
tras el tratamiento antiagregante convencional (rama no intervenida por test PGx)

en comparacion con aquellos cuyo tratamiento fue orientado por test genético

(0,27 frente a 0,09; B =1,55; p =7.52 x 10°).

Single-tissue eQTL

Tissue Samples NES p-value  m-value NES (with 95% CI)
Brain - Frontal Cortex (BA9) 175 0.109 03 0.00 e
Brain - Anterior cingulate cortex (BA24) 147 0.0931 0.4 0.00 i
Brain - Cortex 205 0.0765 04 0.00 b
@ Heart - Left Ventricle 386 -0.194 6.1e-4 0.773 ——
Brain - Substantia nigra 114 -0.210 02 0.499 _—l
® Skin - Sun Exposed (Lower leg) 605 0222 128 100 E
® vagina 141 -0.228 0.09 0.553 . —
Brain - Caudate (basal ganglia) 194 -0.228 0.05 0.704 —_——
Lung 515 -0.242 92e-11 1.00 -
Brain - Cerebellar Hemisphere 175 -0.255 0.02 0.808 _—l
Nerve - Tibial 532 -0.285 47e-15 1.00 -
Adipose - Visceral (Omentum) 469 -0.300 2.8e-10  1.00 --_
@ Adipose - Subcutaneous 581 -0.324 1.8e-19  1.00
Brain - Amygdala 129 -0.333 0.05 0.813 —_—
@ Skin - Not Sun Exposed (Suprapubic) 517 -0.364 53e-19  1.00 -
Artery - Coronary 213 -0.578 42e-15 1.00 ——
@ Artery - Tibial 584 -0.643 7.4e-61  1.00 S
@ Artery - Aorta 387 0733  47e51  1.00 -

08 06 04 02 00 02
NES

Figura 26. Impacto del rs72934556 en la expresion de NBEAL1 en diversos tejidos.
El grafico muestra el tamafo de efecto de la variante rs72934556 sobre la expresion del gen
NBEALI en varios tejidos humanos. Datos obtenidos de GTEx. Abreviaturas: eQTL, locus de
rasgo cuantitativo que contribuye a la variacion de los niveles de expresion (expression quantitative
trait loci); NES, tamafio del efecto normalizado (normalized effect size).

Seguin la base de datos GTEx (Genotype-Tissue Expression project), el alelo
menor del rs72934556 se asocia significativamente con una menor expresion de
NBEALI en tejido arterial (Figura 26), lo que podria conducir a un aumento del
riesgo de EAC en los portadores y, por tanto, predisponerlos a desarrollar
eventos recurrentes. Esto concuerda con estudios recientes que sefalan a
NBEALI como un gen protector frente a la aterosclerosis coronaria, posiblemente
a través de la regulacion del metabolismo celular del colesterol y la captacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL, del inglés low-density lipoproteins) mediante

la modulacion de la expresion de LDLR. (106107

El rs72934556, ademas, se encuentra en LD (r? > 0,8) con otras dos variantes

identificadas en nuestro estudio: el rs72932557 (CARF - 1% 0.84, D’: 1.00) y el
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rs6725887 (WDR12 - 1% 0.84, D’: 1.00), las cuales se han relacionado con la ECV
aterosclerotica y con el riesgo genético de eventos recurrentes.® Por otro lado,
una variante intrénica en NBEALI (rs115654617) se ha asociado con un mayor
riesgo de EAC (OR 1,15; p = 3.12 x 10718),() y también estd en LD con rs72934556
(r%: 0.84, D’: 1.00) en la poblacion ibérica (1kGP: Iberian populations in Spain [IBS]).

Otra asociacion relevante fue el locus rs2289843 (c.4098A>T), correspondiente
a una variante de empalme (splice variant) localizada al inicio del ex6n 27 del gen
KALRN. Los pacientes que experimentaron un evento secundario tras recibir
la terapia antiplaquetaria orientada por test PGx (rama intervenida) presentaron
una mayor frecuencia del alelo alternativo T en comparacion con el grupo de la

rama no intervenida (0,16 frente a 0,03; $ =-1,99; p =2.02 x 104).

Las alteraciones en los sitios de empalme, como las causadas por el rs2289843,
pueden provocar defectos de splicing y cambios en el marco de lectura, lo que
puede afectar a la funcion de la proteina resultante. La kalirina es una proteina
con multiples funciones, entre ellas, inhibir la actividad de la dxido nitrico sintasa
inducible y actuar como factor de intercambio de nucledtidos de guanina (GEF,
por sus siglas en inglés) para las Rho GTPasas. Varias hipotesis sugieren que las
variaciones genéticas en KALRN podrian, por tanto, contribuir a la disfuncion

endotelial y a la progresion de la aterosclerosis. "

De hecho, la primera evidencia de una asociacion entre KALRN y la EAC
fue comunicada por el estudio Cathgen en 2007.'° Una investigacion en
profundidad del gen KALRN reveld que un SNP intronico, rs9289231 (T>G), se
encontraba asociado con la EAC de aparicion temprana en multiples conjuntos
de datos (p <0,05). Ademas, se observo que el alelo de riesgo de este SNP también
se asociaba con una mayor carga aterosclerotica en 145 muestras de aorta humana
(p = 0,03), lo que refuerza las pruebas del posible papel de KALRN en la

patogénesis de la ECV aterosclerdtica.

154 |



4.2. Comparacion entre «evento vs no.evento»

A continuacién, se compard a los pacientes con SCA-ICP-stent que
experimentaron un evento adverso secundario tras recibir el tratamiento
antiagregante plaquetario (grupo GI1, que incluia pacientes tanto de la rama
intervenida como no intervenida), con aquellos pacientes con la misma afeccion,
que recibieron una terapia antiplaquetaria guiada por PGx, y que no sufrieron
dichos eventos durante el seguimiento de un ano (grupo G2). En este caso,
nuestro objetivo era determinar si existia alguna variante (PGx o relacionada con
la enfermedad CV) en el grupo de pacientes que presentaron eventos isquémicos

y/o hemorragicos que pudiera haberse considerado para prevenir su aparicion.
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Figura 27. Gréfico en dos dimensiones de PC1 y PC2 para el estudio del desarrollo de eventos
adversos secundarios.
Las muestras emparentadas estan marcadas en azul.

En esta comparativa, el andlisis de PCA revelé que la gran mayoria de
las observaciones se agrupaban en torno a los valores centrales de ambos
componentes, lo que indica la existencia de un conjunto de muestras
emparentadas entre si de algin modo (Figura 27). A pesar de observar muestras
relacionadas y de que ciertos individuos mostraban una tendencia a separarse
del conjunto, no se descartd ninguna muestra de este analisis. No obstante, tanto
PC1 y PC2, junto con la edad y el sexo, se tuvieron en cuenta como covariables

en los analisis de asociacion.
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Figura 28. Diagrama de Manhattan de los resultados de asociaciéon para el desarrollo de eventos
adversos secundarios.

La posicion cromosdmica esta en el eje x y el -log10 del valor p de asociacion estd en el eje y. Los
cuatro niveles de significacion considerados se indican en lineas punteadas: nivel de significacion
a escala gendmica, -logl0(5e3); 95 % de confianza, -logl0(0.05/N°s); 90 % de confianza,
-log10(0.1/N®rs), y nivel «sugestivo», -log10(1/N®rs).

Tras realizar el andlisis de asociacién para el fenotipo relacionado con la
aparicion de eventos, ningtin loci alcanzd, tras aplicar la correccién adecuada, el
umbral de significacion en todo el genoma en el modelo ajustado por edad, sexo

y componentes principales (valor p mas bajo = 1.0 x 10*) (Figura 28).

Tabla 9. Anotacién de los principales SNPs identificados en el andlisis de asociaciéon para el
desarrollo de eventos adversos secundarios, ajustado por edad, sexo y componentes principales.

ID CHR POS REF ALT GEN Func. EAF  p-valor Beta SD

152472434 9 107623249 ABCA1 intronic 028 0.00010 -0,9247 0,2379

15114193458 2 20989039

A

rs17618244 4 39448529 G A KBL missense 0.19 0.00034 0,8324 0,2321
C T LDAH intronic  0.004 0.00049 2,4387 0,6996
C

rs3827066 20 44586023 T ZNF335  intronic  0.17 0.00060 0,8669 0,2526

152659122 19 51363026 C T KLK3 UTR3 0.73 0.00066 0,7246 0,2127

Las coordenadas de las variantes estan codificadas para el genoma hg19 (GRCh37). La frecuencia alélica se
corresponde a la poblacién europea, segiin gnomAD genomes v3.1.2. Abreviaturas: ID, identificador del
polimorfismo; CHR, cromosoma; POS, posicion; REF, alelo de referencia; ALT, alelo alternativo; Func, efecto
funcional; EAF, frecuencia alélica de efecto (effect allele frequency); Beta (f3), coeficiente beta correspondiente
a la medida de magnitud del efecto (effect size); SD, desviacion estandar (standard deviation); UTR3, region 3’
no traducida (unstranlated region).

No obstante, para ayudar a dilucidar la arquitectura genética subyacente de
los eventos adversos durante el periodo de seguimiento, exploramos otros

resultados sugestivamente significativos (valor p < 0,001) (Tabla 9). En la
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Tabla Suplementaria 1 (Anexo IX) se muestra un analisis detallado de las
25 asociaciones mas significativas del panel de genes que estan relacionadas de

algin modo con el desarrollo de eventos a los 12 meses.

El SNP mas significativo fue el rs2472434 (c.543+711T>G), una variante
intrénica en el gen ABCAI. Los portadores del alelo alternativo C presentaron
una mayor incidencia de eventos adversos durante el seguimiento de un ano
en comparacion con los no portadores (0,35 frente a 0,19; 3 =-0,92; p =1.0 x 10-%%).
Ademas, se identificaron dos loci en alto LD con esta variante, rs2472433 (r* 0.97,
D’: 1.00) y rs2472378 (r* 0.87, D’: 1.00), que contribuyeron de manera similar al

aumento del riesgo de eventos, tal y como se detalla en la Tabla Suplementaria 1.

El gen ABCA1 desempena un papel fundamental en la regulacion de la
homeostasis del colesterol y en la prevencién de la aterosclerosis. Estudios
previos han identificado variantes en este gen que pueden dar lugar a la pérdida
de funcién de la proteina, reduciendo el eflujo de colesterol de los macrofagos y
promoviendo la acumulacién intracelular de lipidos, lo que podria suponer un

mayor riesgo de aterosclerosis y eventos recurrentes.'%!1)

Otra variante relevante fue el rs17618244 en el gen KLB (c.2183G>A,
p.Arg728Gln), que corresponde a una variante de cambio de sentido (missense).
En nuestro analisis, los portadores del alelo G ancestral presentaron una mayor
tasa de eventos adversos durante los 12 meses de seguimiento en comparacion

con los no portadores (3 =0,83; p = 3.4 x 10-%*).

El gen KLB codifica la proteina transmembrana (-klotho, que forma un
complejo con los receptores del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR, por
sus siglas en inglés), facilitando la unién de las hormonas FGF21 y FGF19. A
través del complejo FGFR4-KLB, FGF19 inhibe la sintesis hepatica de acidos
biliares a partir del colesterol. Aunque la relevancia funcional y clinica de las

variantes genéticas en KLB sigue sin estar clara, varios estudios han demostrado
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que la variante rs17618244 en hepatocitos reduce la expresion de KLB,
contribuyendo a la acumulacion intracelular de lipidos. Sin embargo, estudios
funcionales sugieren que KLB Arg728 (alelo G) disminuye la estabilidad de la
proteina en comparacién con KLB GIn728 (alelo A), lo que podria debilitar la
sefializacién mediada por FGF19 y, en consecuencia, aumentar la sintesis de

acidos biliares, que podria conducir a la disfuncion cardiaca.>!1%

Entre los principales SNPs, identificamos el rs3827066 (c.2442+202G>A), una
variante intrénica en el gen ZNF335, aunque la region circundante de 100 kb
incluye otros genes relevantes, como PLTP, PCIF1, NEURL2 y MMP9.
Observamos que los portadores del alelo alternativo T presentaron una
menor incidencia de eventos isquémicos y/o hemorragicos durante el afio de

seguimiento en comparacion con los no portadores (8 =0,87; p = 6.0 x 10-%).

Single-tissue eQTL

Tissue Samples NES p-value m-value NES (with 95% CI)
® Spleen 227 0.585 8.7e-10  1.00 —_——
@ Small Intestine - Terminal lleum 174 0.344 1.7e-3 0.977 —

Cells - EBV-transformed lymphocytes 147 0.325 0.01 0.874 —_—

Minor Salivary Gland 144 0.260 0.08 0.786 T—
® Adipose - Subcutaneous 581 0.193 1.7e-6  1.00 - -

Colon - Sigmoid 318 0.160 0.008 0.951 —
® Whole Blood 670 0156  13ed  1.00 - -

Cells - Cultured fibroblasts 483 0.149 7.0e-5 1.00 --
® Artery - Aorta 387 0.147 0.006 0.996 ——

" 04 02 00 02 04 06
NES

Figura 29. Impacto del rs3827066 en la expresion de PLTP en diversos tejidos.
El grafico muestra el tamafio de efecto de la variante rs3827066 sobre la expresion del gen PLTP
en varios tejidos humanos. Datos obtenidos de GTEx. Abreviaturas: eQTL, locus de rasgo
cuantitativo que contribuye a la variacién de los niveles de expresion (expression quantitative trait
loci); NES, tamarfio del efecto normalizado (normalized effect size).

Segtuin GTEX, el alelo menor del rs3827066 se asocia con una mayor expresion
de PLTP en tejidos como el adiposo, el adrtico y el sanguineo (efectos eQTL;
Figura 29). Dado que la proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP, por sus
siglas en inglés) es clave para el transporte de colesterol al higado para su
excrecion, este incremento en su expresion sugiere un posible papel protector
frente a la aterosclerosis y los eventos recurrentes. Esto concuerda con estudios

en modelos murinos que muestran que la sobreexpresion de Pltp aumenta los
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niveles de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL-c, por sus siglas en
inglés), mientras que su supresion los reduce.''¥ Ademas, Lazarenko et al.
identificaron que el polimorfismo PLTP rs6065906, en LD con rs3827066 (1% 0.06,
D’: 1.00), y previamente relacionado con una disminuciéon del HDL-c, se asocia

con una reduccion del riesgo de EAC (OR = 0,66; p = 0,002).

Estos hallazgos sugieren que, en pacientes con SCA-ICP-stent, las variantes
en genes clave implicados en el metabolismo lipidico, la inflamacién vascular y
la estabilidad de la placa aterosclerdtica podrian desempefiar un papel
significativo en la predisposicion a eventos adversos. Sin embargo, los
mecanismos exactos por los cuales estas variantes influyen en el riesgo de
desarrollar eventos isquémicos y/o hemorragicos ain no estan completamente
dilucidados, lo que subraya la necesidad de realizar estudios adicionales para

profundizar en su impacto y relevancia clinica.

A partir de estos resultados, y en combinacién con las variables clinicas mas
relevantes, se llevd a cabo un andlisis de random forest, cuyos resultados se

detallan en el apartado “6.Resultados del andlisis random forest”.

4.3. Comparacion entre «caso vs control»

Por ultimo, se compard a los pacientes con SCA-ICP-stent (grupo G1&G2,
que incluia tanto a pacientes con evento como a aquellos sin evento) con un
conjunto de individuos sin ECV estructural (grupo G3). En este caso, nuestro
objetivo era determinar si existia alguna variante en el grupo de pacientes con
SCA que pudiera contribuir al desarrollo de la ECV y, por tanto, aumentar el

riesgo de aparicion de eventos isquémicos y/o hemorragicos.

Para esta comparativa, el andlisis de PCA indicé que la gran mayoria de
las observaciones se agrupaban en torno a los valores centrales de ambos
componentes, lo que sugiere que existe un conjunto de muestras emparentadas

entre si de algun modo (Figura 30). En esta ocasion, se omitié una muestra
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por alejarse demasiado del conjunto, y se utilizaron PC1 y PC2 como covariables
en los andlisis de asociacion. También se incluyeron la edad, el sexo y el consumo
de tabaco como covariables, dado que se observé una mayor prevalencia de

fumadores entre los pacientes con SCA que entre los controles (p < 0,001).
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Figura 30. Grafico en dos dimensiones de PC1 y PC2 para el estudio del desarrollo de la ECV.
Las muestras emparentadas estan marcadas en azul.

Tras realizar el andlisis de asociacidn, ninguna variante genética alcanzd el
umbral de significacion para todo el genoma (5.0 x 108) en el modelo ajustado
por edad, sexo, consumo de tabaco y componentes principales (Figura 31). Sin

embargo, un polimorfismo resultd sugestivamente significativo (p = 8.7 x 10).

a
= rs151321858
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Figura 31. Diagrama de Manhattan de los resultados de asociacion para el desarrollo de la ECV.
La posicion cromosémica esta en el eje x y el -log10 del valor p de asociacion estd en el eje y. Los
cuatro niveles de significacion considerados se indican en lineas punteadas: nivel de significacién
a escala gendmica, -logl0(5e?); 95 % de confianza, -logl0(0.05/N°s); 90 % de confianza,
-log10(0.1/N°rs), y nivel «sugestivo», -log10(1/N°rs).
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No obstante, tras analizar en mayor detalle el rs151321858 (BACHI), se
comprobo que solo dos individuos en toda nuestra poblacion eran heterocigotos,
y ambos pertenecian al «grupo control». Este hallazgo hizo necesario aplicar
filtros de priorizacion adicionales. En lugar de buscar variantes comunes o con
un tamano de efecto reducido, que podrian estar relacionadas con el metabolismo
de farmacos, nos centramos en identificar variantes causales de ECV, que
pudieran ser responsables tanto del desarrollo de la enfermedad como de la
aparicion de eventos adversos, independientemente del farmaco administrado.
Para ello, se descartaron las variantes de «bajo impacto» y aquellas con un

«score > 0» (mds prevalentes en controles que en casos).

Tabla 10. Anotacion de los principales SNPs identificados en el andlisis de asociacion para el
desarrollo de la ECV, ajustado por edad, sexo, consumo de tabaco y componentes principales.

1D CHR POS REF ALT GEN Func. EAF  p-valor Beta SD

rs151321858 21 30699637 A T BACH1 missense 0.002 8.7x10° 87810 2,2378

rs61804206 1 161658821 A G iIéLISLI}:H intergenic  0.10  0,00099 -1,3171 0,4002

rs11076799 16 4065736 A ADCY9 intronic 0.39 0,00213 -0,7167 0,2334

rs5370 6 12296255 EDNI1 missense 0.22 0,00282 -0,8039 0,2692

rs79689385 14 64763982 G ESR2 intronic 0.04 0,00563 -1,1828 0,4272

> > 0O 0O
—

rs998488 19 17189468 G MYO9B intronic 0.13 0,00675 -1,1477 0,4236

rs1800566 16 69745145 G A NQO1 missense 0.19 0,00765 -0,6804 0,2547

Las coordenadas de las variantes estan codificadas para el genoma hg19 (GRCh37). La frecuencia alélica se
corresponde a la poblacién europea, segin gnomAD genomes v3.1.2. Abreviaturas: ID, identificador del
polimorfismo; CHR, cromosoma; POS, posicion; REF, alelo de referencia; ALT, alelo alternativo; Func, efecto
funcional; EAF, frecuencia alélica de efecto (effect allele frequency); Beta (f3), coeficiente beta correspondiente
a la medida de magnitud del efecto (effect size); SD, desviacion estandar (standard deviation).

Se identificaron tres posiciones de interés en genes previamente relacionados
con la ECV: el rs11076799 en el gen ADCY?9 (c.1694-8177C>T), el rs5370 en EDN1
(c.594G>T, p.Lys198Asn) y el rs1800566 en NQO1 (c.559C>T, p.Pro187Ser). Tal
como se detalla en la Tabla 10, los pacientes con SCA presentaron una mayor

frecuencia de los alelos alternativos de estas tres variantes en comparacion con el

grupo control sin ECV estructural (3 <0; p <0,008).
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Las adenilato ciclasas son enzimas asociadas a la membrana que catalizan la
formacién de AMPc, un segundo mensajero clave en la sefializacion intracelular.
El gen ADCY9 parece influir en los resultados aterosclerdticos en pacientes
tratados con dalcetrapib, un inhibidor de la proteina de transferencia de ésteres
de colesterol (CETP, por sus siglas en inglés) que aumenta el HDL-c. Estudios
PGx han demostrado que, en pacientes tratados con este farmaco, el polimorfismo
rs1967309 (A>G) en ADCY?9 se asocia con una reduccién significativa del riesgo
de eventos CV adversos en individuos con el genotipo AA.11® Ademas, en
modelos murinos, Rautureau et al."'” descubrieron que la inactivacién de Adcy9
protege contra la aterosclerosis en ausencia de actividad CETP, al reducir la
acumulacion y proliferacion de macrofagos en la pared arterial y mejorar la

funcién endotelial, dos procesos clave en la progresion de la ECV.

La endotelina-1 (ET-1), codificada por el gen EDNI, es un potente
vasoconstrictor del sistema CV, implicado en la regulacion del tono vasomotor y
el remodelado vascular. La ET-1 desempefia un papel importante en la
patogénesis de la EAC, ya que contribuye a la disfuncion endotelial, la
inflamacidén, la modulacién del metabolismo lipidico y la formacién de placas
ateroscleroticas. Estudios de genética molecular han relacionado varios
polimorfismos del gen EDNI con un mayor riesgo de EAC. En particular,
algunos autores han demostrado que los portadores del alelo T de la variante
rs5370 (G>T) presentan niveles séricos elevados de ET-1 y niveles reducidos de
HDL-c, lo que aumenta el riesgo de aterosclerosis coronaria. Ademas, variantes
en LD con el rs5370 (12> 0.7), como rs1800541 (-1394 T>G) y rs3087459 (-974 C>A),

se han asociado a un mayor riesgo de IAM y SCA, respectivamente.'811%

La NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1 (NQO1) es una enzima antioxidante
clave que protege a las células del estrés oxidativo mediante la detoxificacion de

quinonas. Su amplia distribucion tisular, especialmente en higado y tejidos CV,
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sugiere su relevancia en la proteccion vascular frente al estrés oxidativo, la
inflamacion y la aterogénesis. Estudios recientes han relacionado los
polimorfismos del gen NQO1 con un mayor riesgo de EAC y aterosclerosis.
En concreto, el rs1800566 (*2, C>T) se asocia con una actividad enzimatica
reducida o ausente. No obstante, el papel del genotipo portador de este
SNP resulta controvertido; por ejemplo, Han et al. hallaron que el alelo T esta
asociado a un mayor riesgo de desarrollar placas ateroscleroticas, mientras
que otros autores sugieren que este polimorfismo podria tener un efecto

protector frente al riesgo de EAC.(0

En conjunto, estos tres genes se han relacionado previamente con procesos
clave responsables de la patogénesis de la ECV, ya que desempenan un
papel significativo en el desarrollo de la aterosclerosis. Esto los convierte en
candidatos relevantes para investigar su posible contribucion al desarrollo y
la progresion del SCA, asi como al aumento del riesgo de aparicion de eventos

isquémicos y/o hemorragicos.

5. IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS RELACIONADOS
CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Una vez analizadas las tres comparativas planteadas inicialmente para este
trabajo, se encontré que todas las variantes genéticas identificadas estaban,
en cierto modo, relacionadas con el desarrollo de las ECV. Por esta razon,
en la comparativa «evento vs no.evento», se decidio estratificar en funcion del
antiagregante plaquetario prescrito, con el fin de comprobar si existian variantes
diferenciales relacionadas con el metabolismo de estos farmacos que pudieran
ser utilizadas para personalizar el tratamiento y mejorar los resultados clinicos

en pacientes con SCA sometidos a ICP con implantacion de stent.
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5.1. Eventos secundarios tras el tratamiento con clopidogrel

En el caso de los pacientes SCA-ICP-stent a los que se les prescribio el
antiagregante clopidogrel, se comparo a los individuos que experimentaron un
evento adverso secundario tras recibir el tratamiento con aquellos que no
sufrieron tales eventos durante el seguimiento de un afio. Nuestro objetivo
era determinar si existia alguna variante PGx que pudiera haberse considerado

para reducir ain mas la incidencia de eventos isquémicos y/o hemorragicos.

En esta comparativa, el andlisis de PCA reveld que la gran mayoria de las
observaciones se acumulaban en los valores centrales de ambos componentes,
indicando la existencia de un conjunto de muestras que presentaban cierto grado
de parentesco entre si (Figura 32). En este caso, se omitid una muestra por alejarse
demasiado del conjunto y, en los analisis de asociacidn, se utilizaron PC1 y PC2,

junto con la edad y el sexo, como covariables.
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Figura 32. Gréfico en dos dimensiones de PC1 y PC2 para el estudio de la incidencia de eventos
secundarios tras el tratamiento con clopidogrel.
Las muestras emparentadas estan marcadas en azul.

Tras realizar el andlisis de asociacién para el fenotipo relacionado con la
aparicion de eventos isquémicos y/o hemorragicos en los pacientes tratados con
clopidogrel, ningtn locus alcanzd, tras aplicar la correccion adecuada, el umbral

de significacién en todo el genoma en el modelo ajustado por edad, sexo y

componentes principales (valor p mas bajo = 4.6 x 10%) (Figura 33).
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Figura 33. Diagrama de Manhattan de los resultados de asociacion para el desarrollo de eventos
secundarios tras el tratamiento con clopidogrel.

La posicion cromosomica esta en el eje x y el -log10 del valor p de asociacion estd en el eje y. Los
cuatro niveles de significacion considerados se indican en lineas punteadas: nivel de significacion
a escala gendmica, -logl0(5e3); 95 % de confianza, -logl0(0.05/N°s); 90 % de confianza,
-log10(0.1/N®rs), y nivel «sugestivo», -log10(1/N®rs).

En el cromosoma 10, dos polimorfismos en el gen CYP2C19 (rs4244285
y 154986894, en completo LD) se asociaron con un mayor riesgo de eventos
isquémicos y/o hemorragicos (p = 4.6 x 10+#) (Tabla 11). Sin embargo, dado que el
grupo de pacientes sin evento estaba compuesto tinicamente por individuos de
la rama intervenida (genotipados para los polimorfismos en CYP2C19 y ABCB1),
este resultado era esperable, ya que a ningun paciente que presentara el alelo de

riesgo A para el rs4244285 (*2, c.681G>A) se le prescribi6 clopidogrel.

Tabla 11. Anotacion de los principales SNPs identificados en el analisis de asociaciéon para el
desarrollo de eventos tras el tratamiento con clopidogrel, ajustado por edad, sexo y PCs.

ID CHR POS REF ALT GEN Func. EAF p-valor  Beta SD
rs4244285 10 96541616 G A synon.

CYP2C19 0.15 0,00046 -1,9297 0,5785
rs4986894 10 96522365 T C upstream
rs34828128 3 56667213 T C FAM208A synon. 0.02  0,00085 -2,2830 0,7476
rs2472434 9 107623249 A C ABCA1 intronic 0.28 000171 -0,8835 0,2836
rs17618244 4 39448529 G A KLB missense  0.19 0,00194 0,8797 0,2859
rs4986938 14 64699816 C T ESR2 UTR3 0.38  0,00251 -0,6907 0,2300

Las coordenadas de las variantes estan codificadas para el genoma hg19 (GRCh37). La frecuencia alélica se
corresponde a la poblacion europea, segiin gnomAD genomes v3.1.2. Abreviaturas: ID, identificador del
polimorfismo; CHR, cromosoma; POS, posicion; REF, alelo de referencia; ALT, alelo alternativo; Func, efecto
funcional; EAF, frecuencia alélica de efecto (effect allele frequency); Beta ([3), coeficiente beta correspondiente
a la medida de magnitud del efecto (effect size); SD, desviacion estandar (standard deviation).
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No obstante, los resultados obtenidos sugieren que el rs2472434 en ABCA1
(A>C), que resulto ser el polimorfismo mas significativo en la comparativa
«evento vs no.evento» independientemente del tratamiento recibido, también se
encontraba entre los SNPs mads significativos al considerar el fdrmaco prescrito.
En este caso, los pacientes que tomaron clopidogrel y que, ademads, eran
portadores del alelo C presentaron una mayor incidencia de eventos adversos
durante el seguimiento de un afio en comparacién con los no portadores
(0,34 frente a 0,19; B = -0,88; p = 1.7 x 10-%). Del mismo modo, se identificd
el alelo G ancestral del locus rs17618244 en KLB (G>A) como sugestivamente
asociado con la incidencia de eventos tras el tratamiento con clopidogrel

(=0,88;p=1.9x10%).
Ruta metabolica del clopidogrel

Realmente nos interesaba investigar si, dentro de los genes descritos como
implicados en el metabolismo del clopidogrel, existian variantes genéticas que
afectaran a la FC/FD del medicamento. En base a esto, se acotaron los resultados

del analisis de asociacion a aquellos genes descritos por PharmGKB (Figura 34).
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Figura 34. Genes implicados en el metabolismo del clopidogrel.
Tomada del sitio web “PharmGKB”.(2)
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En el cromosoma 7, un polimorfismo en el gen ABCBI (rs2235048,
¢.3699+80C>T), en completo LD con ABCB1 ¢.3435C>T, se asoci6 con una menor
incidencia de eventos adversos en aquellos pacientes a los que se les prescribi
clopidogrel (B = 0,63; p = 0,03322) (Tabla 12). Sin embargo, al igual que en
el caso del CYP2C19*2, dado que el grupo de pacientes sin evento estaba
compuesto Unicamente por individuos de la rama intervenida PGx, este
resultado era esperable, ya que a ningtin individuo que presentara el genotipo

de riesgo AA para el rs1045642 (c.3435 C>T) se le prescribio6 clopidogrel.

Tabla 12. Anotacién de los principales SNPs identificados en el analisis de asociacion para el
desarrollo de eventos tras el tratamiento con clopidogrel, acotado a los genes implicados en el
metabolismo del farmaco.

ID CHR POS REF ALT GEN Func. EAF p-valor  Beta SD
rs2235048 7 87138511 G ABCBI1 intronic 0.47 003322 0,6291 0,2961
rs28365062 4 69964271 A UGT2B7  synon. 0.14 0,00917 0,8886 0,3429
rs7439366 4 69964338 T UGT2B7  missense  0.48 0,03090 0,5158 0,2394
rs4244285 10 96541616 G synon.

CYP2C19 0.15 0,00046 -1,9297 0,5785
rs4986894 10 96522365 T upstream

rs11509438 10 106027059 GSTO1 missense 0.03 0,02745 -1,4006 0,6430

rs1907637 3 151104838 P2RY12 upstream  0.87 0,01814 09126 0,3876

rs6809699 3 151056598 synon.

O » » 0O

rs2046934 3 151057642 P2RY12 intronic 0.83 0,03925 0,6609 0,3215

O > O 0O > 0 > 0O 0O »

rs10935838 3 151058247 A intronic

Solo se muestran las variantes genéticas con valores significativos (p < 0.05), agrupadas por genes y
ordenadas por la direccion de la ruta que se muestra en la Figura 34. Las coordenadas de las variantes estan
codificadas para el genoma hgl9 (GRCh37). Abreviaturas: ID, identificador del polimorfismo; CHR,
cromosoma; POS, posicion; REF, alelo de referencia; ALT, alelo alternativo; Func, efecto funcional; EAF,
frecuencia alélica de efecto (effect allele frequency); Beta (), coeficiente beta correspondiente a la medida de
magnitud del efecto (effect size); SD, desviacion estandar (standard deviation).

No obstante, dos polimorfismos en el gen UGT2B7 (rs28365062 y rs7439366,
no linkados entre si) y cuatro en el gen P2RY12 (rs1907637, rs6809699, rs2046934
y rs10935838, estos tres en completo LD entre si) se asociaron de igual modo con
una menor incidencia de eventos isquémicos y/o hemorragicos en los pacientes

bajo tratamiento con clopidogrel.
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Genes VIP

Del mismo modo, quisimos comprobar si dentro de los genes VIP existian
variantes genéticas que pudieran afectar a la FC/FD del farmaco. En base a esto,
también se acotaron los resultados del andlisis de asociacion a aquellos genes

descritos por PharmGKB como de nivel 1.

De todas las variantes identificadas, en el cromosoma 10, un polimorfismo
en el gen CYP2C9 (rs28371675, c.481+239C>T) se asocio con la aparicién de
eventos adversos en los pacientes que tomaron clopidogrel (3 =-0,95; p = 0,02034)
(Tabla 13). Segin GTEx, esta variante actia como un eQTL que influye en la
expresion de CYP2C19 en diversos tejidos, aumentando, por ejemplo, su

expresion en el higado.

Tabla 13. Anotacién de los principales SNPs identificados en el analisis de asociacién para el
desarrollo de eventos tras el tratamiento con clopidogrel, acotado a los genes VIP de nivel 1.

ID CHR POS REF ALT GEN Func. EAF p-valor Beta SD
rs3767511 1 201052199 T C intronic

CACNAI1S 0.22 0,01242 -0,6332 0,2543
rs4915476 1 201047062 G A synon.
rs2002977 19 41350594 G A synon.
rs8192721 19 41356188 C T CYP2A6 synon. 0.08 0,02652 1,0253 0,4665
rs1809811 19 41352840 G A synon.
rs11572136 10 96809051 A C CYP2C8 intronic 0.06 0,02034 -1,3307 0,5803
rs28371675 10 96702337 C T CYP2C9 intronic 0.17 0,02871 -0,9475 0,4364
rs1046712 1 169510475 G T F5 missense 0.18 0,01972 -0,6914 0,2976
rs6025 1 169519049 T C F5 missense 0.03 0,04554 2,1126 1,0565
rs6035 1 169521849 T C K5 synon. 0.08 0,04587 -0,7909 0,3962
rs1041983 8 18257795 C T NAT2 synon. 0.31 0,03657 -0,5199 0,2491
rs1799929 8 18257994 C T NAT2 synon. 0.44 0,04796 04774 0,2414

Solo se muestran las variantes genéticas con valores significativos (p < 0.05), agrupadas por genes ordenados
alfabéticamente. Las coordenadas de las variantes estdn codificadas para el genoma hgl9 (GRCh37).
Abreviaturas: ID, identificador del polimorfismo; CHR, cromosoma; POS, posicion; REF, alelo de referencia;
ALT, alelo alternativo; Func, efecto funcional; EAF, frecuencia alélica de efecto (effect allele frequency); Beta
(B), coeficiente beta correspondiente a la medida de magnitud del efecto (effect size); SD, desviacion estandar
(standard deviation).
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En conjunto, los hallazgos de este analisis revelaron varias variantes genéticas
de interés que podrian influir en la respuesta al tratamiento con clopidogrel en
pacientes con SCA-ICP-stent. En consecuencia, se decidié incluir estas
variantes en los andlisis posteriores (ver apartado “6.Resultados del analisis
random forest”) con el fin de evaluar su potencial como posibles biomarcadores
capaces de optimizar la personalizacion del tratamiento y mejorar la eficacia

terapéutica en estos pacientes.

5.2. Eventos secundarios tras el tratamiento con prasugrel

Aligual que en el apartado anterior, en el caso de los pacientes SCA-ICP-stent
a los que se les prescribio el antiagregante prasugrel, se compar6 a aquellos que
experimentaron un evento adverso tras recibir el tratamiento con aquellos que
no sufrieron tales eventos durante el seguimiento de un ano. El objetivo fue de
nuevo determinar si existia alguna variante PGx que pudiera haberse considerado

para reducir aun mas la incidencia de eventos isquémicos y/o hemorragicos.
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Figura 35. Grafico en dos dimensiones de PC1 y PC2 para el estudio de la incidencia de eventos
secundarios tras el tratamiento con prasugrel.
Las muestras emparentadas estan marcadas en azul.

El analisis de PCA mostré que la mayoria de las observaciones se agrupaban
en torno a los valores centrales de ambos componentes (Figura 35). A pesar de la
existencia de un conjunto de muestras emparentadas entre si, no se descarté
ningun individuo de este analisis. No obstante, tanto PC1 y PC2, junto con la

edad y el sexo, se incluyeron como covariables en los analisis de asociacion.
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Una vez realizado el andlisis de asociacion para el fenotipo relacionado con la
aparicion de eventos isquémicos y/o hemorragicos en los pacientes tratados con
prasugrel, ningtin locus alcanzé el umbral de significacion en todo el genoma,
tras aplicar la correccion adecuada, en el modelo ajustado por edad, sexo y

componentes principales (valor p mas bajo = 2.6 x 10*) (Figura 36).
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Figura 36. Diagrama de Manhattan de los resultados de asociacion para el desarrollo de eventos
secundarios tras el tratamiento con prasugrel.
La posicion cromosdmica esta en el eje x y el -log10 del valor p de asociacion estd en el eje y. Los
cuatro niveles de significacion considerados se indican en lineas punteadas: nivel de significacion
a escala gendmica, -logl0(5e3); 95 % de confianza, -logl0(0.05/N°s); 90 % de confianza,
-log10(0.1/N°rs), y nivel «sugestivo», -log10(1/N°rs).

En el cromosoma 21, el polimorfismo rs13047599 en el gen SON (c.4723C>T,
p.Argl575Cys) se asocid con la aparicion de eventos isquémicos y/o
hemorragicos (Tabla 14). En este caso, los portadores del alelo alternativo T que

tomaron prasugrel presentaron una mayor incidencia de eventos en comparacion

con los no portadores (0,84 frente a 0,57; 3 =-1,31; p =5.7 x 10*).

El gen SON codifica una proteina nuclear esencial para el procesamiento
eficaz de los pre-mRNAs y participa en la regulacion del ciclo celular y la
respuesta inflamatoria. En este sentido, un estudio previo identificé a SON como
un determinante central en las actividades de los macréfagos, modulando
procesos como la autofagia, la respuesta al interferon de tipo I y la expresion

génica del inflamasoma.'??
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Tabla 14. Anotacion de los principales SNPs identificados en el andlisis de asociacion para el
desarrollo de eventos tras el tratamiento con prasugrel, ajustado por edad, sexo y PCs.

ID CHR POS REF ALT GEN Func. EAF p-valor Beta SD

15150276286 16 81902879 C G PLCG2 synon. 0.01 0,00026 -3,6496 1,0675
rs13047599 21 34926260 C T SON missense 0.67 0,00057 -1,3065 0,3844
152742343 2 179569436 A G TIN synon. 0.03 0,00062 -3,1466 1,0184
rs3732511 3 56766435 C G ARHGEF3 synon. 0.12 0,00062 -1,8055 0,5398
152888805 12 104380734 G A TDG missense 0.10  0,00079 -2,5707 0,8042
156686 10 12209752 T C NUDT5 synon. 0.50 0,00104 -1,2772 0,3958
rs61781311 1 66087620 G T LEPR intronic 0.17 0,00105 -1,3725 0,4255

152472434 9 107623249 A C ABCA1 intronic 0.28 0,00572 -1,2671 0,4631

rs3827066 20 44586023 C T  ZNF335 intronic 0.17 0,02880 1,0502 0,4836

Las coordenadas de las variantes estan codificadas para el genoma hg19 (GRCh37). La frecuencia alélica se
corresponde a la poblacion europea, segiin gnomAD genomes v3.1.2. Abreviaturas: ID, identificador del
polimorfismo; CHR, cromosoma; POS, posicion; REF, alelo de referencia; ALT, alelo alternativo; Func, efecto
funcional; EAF, frecuencia alélica de efecto (effect allele frequency); Beta ([3), coeficiente beta correspondiente
a la medida de magnitud del efecto (effect size); SD, desviacion estandar (standard deviation).

Asimismo, en el cromosoma 3, el locus rs3732511 (c.1155G>C) en el gen
ARHGEF3 también se asocio con una mayor incidencia de eventos adversos en

los portadores del alelo alternativo G y que, ademads, fueron tratados con

prasugrel (0,28 frente a 0,07; 3 =-1,81; p = 6.2 x 10*).

ARHGEF3 codifica un factor de intercambio de nucle6tidos de guanina que
activa las RhoGTPasas RhoA y RhoB, responsables de regular la morfologia y
agregacion celulares, el reordenamiento del citoesqueleto y la activacion
transcripcional. Estudios previos han identificado el rs1354034 como un eQTL
asociado con una mayor expresion de ARHGEF3 en plaquetas, ademas de con

variaciones en el volumen plaquetario medio y en la activacion plaquetaria.(*

Por ultimo, en relacion con los polimorfismos mads significativos en la
comparativa «evento vs no.evento» independientemente del tratamiento
recibido, los resultados de este subanalisis sugieren que el rs2472434 en ABCA1

(c.543+711T>G) permanece asociado a un mayor riesgo de eventos en pacientes
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que tomaron prasugrel. En este caso, los portadores del alelo C presentaron una
mayor incidencia de eventos adversos durante el seguimiento de un afo en
comparacion con los no portadores (0,40 frente a 0,20;  =-1,27; p = 5.7 x 10).
Del mismo modo, el alelo C ancestral del rs3827066 en ZNF335 (c.2442+202G>A)
se asocid de manera sugestiva con el desarrollo de eventos isquémicos y/o

hemorragicos en este contexto (3 = 1,05; p = 0,0288).
Ruta metabolica del prasugrel

Al igual que en el caso del clopidogrel, nos interesaba determinar si, dentro
de los genes implicados en el metabolismo del prasugrel, existian variantes
genéticas que afectaran a la FC/FD del medicamento. Por esta razén, se
acotaron los resultados del analisis de asociacion a aquellos genes descritos por

PharmGKB (Figura 37).

PLATELET

P2Y;, receptor

Binding to platelet
ADP P2Y, receptor

Figura 37. Genes implicados en el metabolismo del prasugrel.
Tomada del sitio web “PharmGKB”.(12)

Identificamos varias variantes comunes en el gen P2ZRY12 que se asociaron de
manera sugestiva con una mayor incidencia de eventos adversos en los pacientes
tratados con prasugrel (Tabla 12). E1 SNP mads significativo fue el rs6798347
(c.-3858C>T), con una mayor frecuencia del alelo A en los pacientes que
presentaron un evento, en comparacion con aquellos sin evento (0,34 frente a 0,12;
=-1,38; p=0,0031). Curiosamente, esta variante no se asocié con un mayor riesgo

de eventos adversos en los pacientes tratados con clopidogrel (p = 0,2296).
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Asimismo, el haplotipo de P2RY12 compuesto por los rs6809699, rs2046934 y
rs10935838 se asocid con un mayor riesgo de eventos adversos en los pacientes
que recibieron prasugrel (3 =-1,12; p=0,0248), mientras que este mismo haplotipo
se asocid con una menor incidencia de eventos en aquellos pacientes tratados
con clopidogrel (3 = 0,66; p = 0,0392). Ademas, la variante rs1907637, que se
relaciond con una menor incidencia de eventos en los pacientes que recibieron
clopidogrel, no mostr6 una asociacién significativa en aquellos a los que se les
prescribid prasugrel (p = 0,08413).

Tabla 15. Anotacién de los principales SNPs identificados en el analisis de asociacién para el

desarrollo de eventos tras el tratamiento con prasugrel, acotado a los genes implicados en el
metabolismo del farmaco.

1D CHR POS REF ALT GEN Func. EAF p-valor Beta SD

rs145425445 19 41518133 G A CYP2B6 intronic 0.002 0,01682 -3,8537 1,7053
156798347 3 151106158 G A P2RYI12 upstream 021 0,00306 -1,3835 0,4747
rs6809699 3 151056598 A C synon.
rs2046934 3 151057642 G A P2RYI12 intronic 0.83 0,02485 -1,1209 0,5048
rs10935838 3 151058247 A G intronic
rs4680400 3 151103370 G A P2RYI12 upstream 0,38 0,03189 -0,8758 0,4097
rs7612010 3 151087648 A G P2RYI2 intronic 0,58 0,04839 -0,7429 10,3763
rs1128503 7 87179601 A G ABCBI1 synon. 0.57 0,02383 0,7863 0,3492
rs2235048 7 87138511 G A ABCB1 intronic 0.47 0,12761 0,5471 0,3591
rs28365062 4 69964271 A G UGT2B7  synon. 0.14 0,22006 -0,7218 0,5886
rs7439366 4 69964338 T C UGT2B7  missense 0.48 0,50312 -0,3026 0,4520
rs4244285 10 96541616 G A synon.

CYP2C19 0.15 0,10404 0,7931 0,4879
rs4986894 10 96522365 T C upstream

rs1907637 3 151104838 A G P2RYI2 upstream  0.87 0,08413 -0,9485 0,5492

Solo se muestran las variantes genéticas con valores significativos (p < 0.05), agrupadas por genes y
ordenadas por la direccién de la ruta que se muestra en la Figura 37. A partir de la linea de puntos, se
muestran las variantes que resultaron significativas en el estudio de los eventos secundarios tras el
tratamiento con clopidogrel. Las coordenadas de las variantes estan codificadas para el genoma hgl9
(GRCh37). Abreviaturas: ID, identificador del polimorfismo; CHR, cromosoma; POS, posicién; REF, alelo de
referencia; ALT, alelo alternativo; Func, efecto funcional; EAF, frecuencia alélica de efecto (effect allele
frequency); Beta (), coeficiente beta correspondiente a la medida de magnitud del efecto (effect size); SD,
desviacion estandar (standard deviation).
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Ademas de examinar los genes implicados en la ruta del prasugrel, también
evaluamos si las variantes asociadas previamente con el desarrollo de eventos
isquémicos y/o hemorragicos en pacientes tratados con clopidogrel se replicaban
en el grupo tratado con prasugrel. Ninguna de las variantes estudiadas, entre las
que se encontraban el rs1128503 en ABCB1 (en LD con ¢.3435C>T; p = 0,1276), el
rs4244285 en CYP2C19 (p = 0,1040) y los SNPs en UGT2B7 (rs28365062, p = 0,2201
y 157439366, p = 0,5031), mostrd una asociacion significativa con el riesgo de
presentar un evento en los pacientes que recibieron prasugrel. No obstante, al
analizar el gen ABCBI, el polimorfismo rs1128503 (c.1446T>C), no linkado con
ABCB1 ¢.3435C>T, resulto estar asociado con una menor incidencia de eventos

adversos en estos pacientes (3 = 0,79; p = 0,0238).
Genes VIP

Del mismo modo, quisimos comprobar si dentro de los genes VIP existian
variantes genéticas que pudieran afectar a la FC o FD del farmaco. Por ello,
también se acotaron los resultados de este andlisis a aquellos genes descritos por

PharmGKB como de nivel 1.

Entre las variantes mds significativas, encontramos que el SNP
rs4891 (c.555T>C) en GSTP1 se asocidé con una mayor incidencia de eventos
adversos en los pacientes portadores del alelo menor C tratados con prasugrel
(0,40 frente a 0,22; 3 =-1,14; p=0,01171) (Tabla 16). A pesar de que GSTP1 no esta
directamente implicado en la ruta metabodlica de PharmGKB, algunos estudios
sugieren que este farmaco podria actuar como sustrato de la enzima glutation
S-transferasa, involucrada en el metabolismo de xenobidticos (Figura 11).
Ademas, estudios previos han identificado asociaciones entre polimorfismos en
GSTP1, como rs1695 (A>G), rs4891 (T>C) y rs8191439 (G>A), y episodios

hemorragicos en pacientes asiaticos con SCA.(?¥
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Tabla 16. Anotacion de los principales SNPs identificados en el andlisis de asociacion para el
desarrollo de eventos tras el tratamiento con prasugrel, acotado a los genes VIP de nivel 1.

ID CHR POS REF ALT GEN Func. EAF p-valor Beta SD
rs2231156 4 89020427 C A ABCG2 intronic 0.09 0,01076 -1,7625 10,7012
54891 11 67353970 T C GSTP1 synon. 0.35 0,01171 -1,1411 0,4558
rs1537514 1 11848068 G C UTR3

rs2066462 1 11854896 G A MTHFR synon. 0.09 0,01761 -1,6030 0,6946
rs2066470 1 11863057 G A synon

rs56183942 1 201022376 G A CACNA1S  synon. 0.01 0,01831 -3,9692 1,6654
rs11568318 2 234665498 C A UGTI1A1 upstream  0.06 0,02308 1,3329 0,5936
rs1801252 10 115804036 A G ADRBI missense  0.13 0,02750 1,3019 0,5931
rs2002977 19 41350594 G A

rs8192721 19 41356188 C T CYP2A6 synon. 0.08 0,02924 1,9303 0,9078
rs1809811 19 41352840 G A

rs2511521 11 113285299 G A DRD2 intronic 0.76 0,03007 0,9094 0,4226

Solo se muestran las variantes genéticas con valores significativos (p <0.05). Las coordenadas de las variantes
estan codificadas para el genoma hgl9 (GRCh37). Abreviaturas: ID, identificador del polimorfismo; CHR,
cromosoma; POS, posicion; REF, alelo de referencia; ALT, alelo alternativo; Func, efecto funcional; EAF,
frecuencia alélica de efecto (effect allele frequency); Beta (), coeficiente beta correspondiente a la medida de
magnitud del efecto (effect size); SD, desviacion estandar (standard deviation).

6. RESULTADOS DEL ANALISIS DE RANDOM FOREST

Una vez completados los analisis de asociacion para las diferentes
comparativas planteadas en este trabajo, aplicamos un algoritmo de «random
forest» con el objetivo de evaluar la capacidad predictiva de las variantes
genéticas identificadas, asi como de las variables clinicas seleccionadas, y
determinar la importancia relativa de cada una de ellas en la susceptibilidad de
desarrollar eventos adversos durante el periodo de seguimiento. Este analisis se
realiz6 Unicamente para la comparativa «evento vs no.evento», dado que
consideramos que era la mas relevante a la hora de evaluar los modelos
propuestos y aplicar los resultados en la mejora del algoritmo de decision

actualmente empleado en la practica clinica.
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6.1. Eventos secundarios independientemente del tratamiento prescrito

Comenzamos el analisis de random forest con la comparativa
«evento vs no.evento», sin tener en cuenta el tipo de farmaco antiagregante
prescrito. El andlisis reveld que el genotipo rs2472434 (ABCA1) era la principal
variable predictora entre las propuestas dentro del modelo, destacando

claramente en el esquema de clasificacion (Figura 38).
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Figura 38. Grafico de importancia para cada una de las variables del analisis de random forest
para el desarrollo de eventos adversos durante el periodo de seguimiento.

Las variables estan ordenadas de mayor a menor importancia en la clasificacion entre pacientes
con evento y pacientes sin evento. a) Estadistico MDA (Mean Decrease Accuracy). Este grafico se
genera a partir de cada una de las iteraciones (cada uno de los arboles de decisién generados) y
permite ver qué variables, de ser omitidas, tendrian un mayor efecto en la pérdida de precision
del modelo. b) Estadistico MDG (Mean Decrease Gini). Este grafico se interpreta de forma similar,
pero se genera a partir del modelo completo, no de cada iteracion.

En base al estadistico MDA (Mean Decrease Accuracy), el genotipo de ABCA1
y el diagndstico principal en el momento del ingreso se identificaron como
unas de las variables que mejor definian la diferencia entre grupos en el

conjunto de entrenamiento. Al evaluar el modelo completo mediante el
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estadistico MDG (Mean Decrease Gini), dichas variables mantuvieron su
relevancia a la hora de separar entre los grupos de estudio. Este hecho refuerza
el valor predictivo de estas variables, junto con otras variables clinicas, como el
IMC y la edad, que también demostraron una capacidad discriminatoria

significativa en el analisis global.
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Figura 39. Graficos de escalado multidimensional clasico (MDS) en la comparativa «evento vs
no.evento», independientemente del tratamiento prescrito.

En el gréfico se representan las dos primeras dimensiones obtenidas del analisis MDS a partir de
las distancias entre muestras, recogidas en la «matriz de proximidad». Por tanto, se espera que
las muestras parecidas (con valores semejantes en las variables) queden prdéximas en el grafico,
mientras que las muestras muy diferentes queden alejadas. El algoritmo representa las muestras
graficamente segtn la distancia que tienen entre si, y, luego, aplica color en funcién de la variable
de interés. Los circulos de color gris se han afiadido manualmente para facilitar la comprension
de la informacion en el texto.

| 177



En la Figura 39 se presentan los graficos de escalado multidimensional (MDS,
por sus siglas en inglés) generados a partir del «conjunto de entrenamiento» y en
funcion de todas las variables incluidas en el modelo «random forest» (no solo
las variables genéticas). Las dos primeras dimensiones recogen las mayores

fuentes de variabilidad entre las muestras.

En el gréfico de «grupo», se puede apreciar que a lo largo del eje X se forman
dos clusteres bastante bien diferenciados: el cluster de la derecha es mas
homogéneo respecto a algunas variables y estd compuesto principalmente por
muestras del grupo G2 (pacientes sin eventos adversos durante el periodo de
seguimiento), mientras que el cluster de la izquierda, mds heterogéneo, incluye
muestras de ambos grupos. Casualmente, estos cltsteres coinciden, casi en su
totalidad, con la agrupacion segun la variante rs2472434 (ABCA1), lo que sugiere
que una de las mayores fuentes de variabilidad entre las muestras parece estar
asociada a esta variante; el grupo G2 se asocia predominantemente con el

genotipo AA, mientras que el grupo G1 se relaciona con el genotipo AC+CC.

La segunda mayor fuente de varianza, representada en el eje Y, no permite
una separacion tan clara entre los grupos, pero coincide con una separacion
relativa segun el genotipo rs4244285 (CYP2C19). Esto indicaria que esta variante
parece estar asociada a la segunda mayor fuente de variabilidad, y que la
combinacion de ambos marcadores proporciona una mayor precision en la

clasificacion, especialmente en el grupo G2 sin evento.

Por tanto, la variante en ABCA1 parece ser la que estd mas asociada con el
desarrollo de eventos adversos, independientemente del tratamiento que reciban
los pacientes. No obstante, esta asociacion no es perfecta, por lo que seria
interesante realizar un andlisis mas detallado que tenga en cuenta el tipo de
antiagregante utilizado. Esto permitiria identificar si existe algun patron de

separacion potencialmente vinculado al tratamiento administrado.

178 |



Por ultimo, se evalud el rendimiento pronoéstico de las variables incluidas en
el modelo establecido. La curva ROC mostré un valor de AUC de 0.625, lo que
indica una capacidad moderada de discriminacién (Figura 40). E1 modelo logré
clasificar correctamente al 60 % de los pacientes, con una sensibilidad del
43,75 % y una especificidad del 75,76 %. Estos resultados sugieren que,
aunque la variable ABCA1 permitié una clara diferenciacion en el conjunto de
entrenamiento, su rendimiento en el conjunto de prueba fue subdptimo, lo que

dificultd la correcta clasificacion de los pacientes.

a) b)
= Number of samples used for training the RF model: 178
Number of trees generated: 5@0. Number of variables used per tree: 5
Number of samples used for testing the RF model: 65
Confusion Matrix and Statistics

Reference
prediction case control
case 14 8
control 18 25

Accuracy : 0.6
95% CI : (0.471, ©.7196)
No Information Rate : ©.5877
P-value [Acc > NIR] : ©.08588

Sensithity

Kappa : @.196
Mcnemar's Test P-value : 0.07756

Sensitivity : @.4375
Specificity : @.7576

Pos Pred value : ©.6364

Neg Pred value : ©.5814
Prevalence : ©.4923
Detection Rate : 8.2154
Detection Prevalence : 8.3385
Balanced Accuracy : ©8.5975

'Positive’ Class : case

T T T T T T
10 08 08 04 02 0.0

Specificity

Figura 40. Rendimiento del modelo establecido en la comparativa «evento vs no.evento»,
independientemente del tratamiento prescrito.

a) Curva ROC con estadisticos AUC e indice de Youden, b) Parametros utilizados para el
entrenamiento del modelo «random forest» con el conjunto de entrenamiento y «matriz de
confusién» obtenida a partir de la evaluacion del modelo con el conjunto de prueba.

El valor de p obtenido (p = 0,07756) se aproximd al umbral de significacion
estadistica (p < 0,05), ya que el modelo tendia a clasificar con mayor precision a
aquellos pacientes que no presentaban eventos adversos durante el periodo de
seguimiento (grupo G2). Sin embargo, en el caso de los pacientes con evento

(grupo G1), el modelo planteado no logrd superar la precision esperada por azar.
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6.2. Eventos secundarios tras el tratamiento con clopidogrel

El andlisis de random forest para la comparativa «evento vs no.evento»
en pacientes tratados con clopidogrel identificd el «genotipo de resistencia al
clopidogrel», definido por las variantes en los genes CYP2C19 y ABCB1, como
la principal variable predictora dentro del modelo, ya que destac6 de manera

evidente en el esquema de clasificacion, como se muestra en la Figura 41.

a) Genotipo de resistencia ‘ b) MC ’
FAM208A - 1s34828128 Edad '

CYP2C19 - 154244285 UGT2B7 - 157439366
UGT2B7 - 1528365062 Dx principal
LDAH - 15114193458 Genotipo de resistencia
IMC ABCAI - 152472434
UGT2B7 - 157439366 Diabetes
Diabetes ABCBI - 151045642

UGT2B7 - 1528365062
KLB - 1517618244
P2RY12 - 1510935838

P2RY12 - rs10935838
CYP2C9 - rs28371675
ABCAI - 152472434

Hipertensién Estatinas
i Sexo Hipertensién
'—,-'é Tabaco FAM208A - 1534828128
§ P2RY12 - 151907637 Sexo
- Edad Tabaco

CYP2C19 - 154244285
Hipercolesterolemia

ABCB1 - 151045642
GSTO1 - 1511509438

ey

|

Angina previa [B-blogq
KLB -r517618244 LDAH - 15114193458
Hipercolesterolemia IAM previo
g-blogq Angina previa
Estatinas P2RY12 - rs1907637
IAM previo CYP2C9 - 1528371675
Dx principal GSTO1 - 1511509438
Ictus previo *—— Ictus previo
5 10 0. 2 50 75
MeanDecreaseAccuracy MeanDecreaseGini
MeanDecreaseAccuracy ® 0 @ 5 ® 0 MeanDecreaseGini @ 2.5 @ 5.0 . 7.5

Figura 41. Grafico de importancia para cada una de las variables del analisis de random forest
para el desarrollo de eventos tras el tratamiento con clopidogrel.

Las variables estan ordenadas de mayor a menor importancia en la clasificacion entre pacientes
con evento y pacientes sin evento. a) Estadistico MDA, generado a partir de cada una de las
iteraciones. b) Estadistico MDG, generado a partir del modelo completo, no de cada iteracion.

Al analizar el conjunto de entrenamiento mediante el grafico MDA, ademas
del genotipo de resistencia, otras variantes genéticas, como las de los genes
UGT2B7 (rs28365062 y rs7439366) y ABCAI1 (rs2472434), también mostraron
una notable capacidad para diferenciar entre los grupos. Asimismo, al evaluar
el modelo completo a través del grafico MDG, se observd que estas variantes,
junto con el IMC y la edad, mantuvieron su relevancia al permitir una mejor

separacion entre los grupos de estudio.
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Figura 42. Graficos de escalado multidimensional clasico (MDS) en la comparativa «evento vs
no.evento» tras el tratamiento con clopidogrel.

El andlisis MDS se genera a partir del «conjunto de entrenamiento» y en funcion de todas las
variables que se afiadieron en el modelo «random forest». En el grafico se representan las dos
primeras dimensiones obtenidas del analisis MDS a partir de las distancias entre muestras,
recogidas en la «matriz de proximidad». El algoritmo representa las muestras graficamente
segun la distancia que tienen entre si, y, luego, aplica color en funcién de la variable de interés.
Los circulos de color gris se han afiadido manualmente para facilitar la comprensiéon de la
informacion en el texto.

Al examinar los graficos MDS generados a partir del «conjunto de
entrenamiento» (Figura 42), se puede apreciar en el eje X una clara separacion
entre un claster relativamente homogéneo de muestras pertenecientes al
grupo G1 (en rojo) y otro cluster, mas disperso, que incluye muestras tanto de
G1 como de G2 (rojo y azul). Ademas, resulta interesante comprobar que todos
los individuos tratados con clopidogrel y con genotipo AG para CYP2C19*2
pertenecen a este subcluster de muestras G1, separado del resto, al igual
que todas las muestras con genotipo AA para ABCB1 c.3435C>T. Esta clara
diferenciacion sugiere que el subgrupo G1 se corresponde con un conjunto muy
concreto de individuos resistentes al clopidogrel, lo que refuerza la idea de que
la mayor fuente de variabilidad proviene de ese subgrupo de muestras, definido

por la variable «genotipo de resistencia».
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Ademas de la separacion horizontal, existe una separacion vertical en el
eje Y, correspondiente a la segunda mayor fuente de variabilidad, aparentemente
asociada a los genotipos rs7439366 (UGT2B7) y rs2472434 (ABCA1). Aunque estas
variantes no lograron establecer una separacion nitida entre los grupos G1 y G2,
el grupo G2 parece asociarse predominantemente con los genotipos CC y AA,
respectivamente. La coincidencia de estos genotipos con la segunda mayor fuente
de varianza sugiere que la combinacién de ambos marcadores podria mejorar la
precision de la clasificacion. Ademas, el hecho de que exista un conjunto de
individuos que se agrupa y que, a su vez, comparte alguna de estas variantes

resalta su interés para futuras investigaciones.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que los graficos MDS se generan
a partir del conjunto de entrenamiento, por lo que, aunque puedan orientar los
resultados, es fundamental centrarse en los graficos de importancia (Figura 41)
y las curvas ROC (Figura 43) para obtener conclusiones mas solidas acerca del

modelo propuesto.

a4 Number of samples used for training the RF model: 122

Number of trees generated: 500. Number of variables used per tree: 5
Number of samples used for testing the RF model: 46

Confusion Matrix and Statistics

Reference
Prediction case control
case 11 3
control 13 19

Accuracy : 0.6522
95% CI : (0.4975, ©.7865)

No Information Rate : ©.5217

pP-value [Acc > NIR] : 0.05135

Kappa : 0.316
Mcnemar's Test P-Value : ©.02445

Sensitivity : 0.4583
Specificity : 0.8636

Pos Pred Value : ©.7857

Neg Pred Value : 0.5938
Prevalence : 0.5217
Detection Rate : 0.2391
Detection Prevalence : 0.3043
Balanced Accuracy : 0.6610

‘Positive’ Class : case

Specificty

Figura 43. Rendimiento del modelo establecido en la comparativa «evento vs no.evento» tras el
tratamiento con clopidogrel.

a) Curva ROC con estadisticos AUC e indice de Youden, b) Parametros utilizados para el
entrenamiento del modelo «random forest» con el conjunto de entrenamiento y «matriz de
confusion» obtenida a partir de la evaluacion del modelo con el conjunto de prueba.
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Al evaluar, por tanto, el rendimiento prondstico del modelo propuesto, este
mostrd un valor de AUC de 0.713, logrando clasificar correctamente al 65,22 %
de los pacientes, con un 45,83 % de sensibilidad y un 86,36 % de especificidad
(Figura 43). El valor de p de 0,02445 indica que el modelo establecido presenta
una elevada capacidad predictiva para distinguir entre pacientes con y sin
evento, mostrando una tendencia a clasificar con mayor precision a aquellos que

no presentaban eventos adversos tras el tratamiento con clopidogrel (grupo G2).

6.3. Eventos secundarios tras el tratamiento con prasugrel

El andlisis de random forest para la comparativa «evento vs no.evento»
en pacientes tratados con prasugrel revel6 que el genotipo rs2472434 (ABCAT)
era, al igual que en el estudio general independiente del tratamiento prescrito,
la principal variable predictora entre las propuestas dentro del modelo,

destacando de manera evidente en el esquema de clasificacion (Figura 44).

CYP2CI9 - 154244285
GSTPI - 154891
Hipertension
Angina previa

Genotipo de resistenda
Ictus previo

Edad

ABCBI - 151045642

a)  ABCAI-rs2472434 ® D) Dxprndpal @]
Dx principal Edad .
P2RY12 - rs6798347 ABCAI - 152472434 ’
ARHGEF3 - 153732511 m™C .
ABCBI - 1s1128503 P2RYI2 - 16798347 ——— @
Hipertension ABCBI - 151128503 ——«—@)
Hipercolesterolemia ARHGEF3 - 1s3732511 ——«— @
Sexo SON-1513047599 —— @
Tabaco Estatinas —@
Angina previa ABCBI - 151045642 ——@
—®
*
—e
*

Variables

Hrw,.......‘“iw

IC Sexo ——@
SON - 1513047599 Hipercolesterolemia ——@
fB-blog ZNF333 - 153827066 —@
CYP2CI9 - rs4244285 Diabetes —@
Diabetes Tabaco —®
1AM previo IAM previo —®
GSTPI - rs4891 gblog —e
ZNF335 - 153827066 Genotipo de resistencia —®
Estatinas Ictus previo  *
0 1 2
MeanDecreaseAccuracy MeanDecreaseGini
MeanDecreaseAccuracy @ -3 @ 0@ 3@ 6 MeanDecreaseGini @ 1 @ 2

Figura 44. Gréafico de importancia para cada una de las variables del andlisis de random forest
para el desarrollo de eventos tras el tratamiento con prasugrel.

Las variables estan ordenadas de mayor a menor importancia en la clasificacion entre pacientes
con evento y pacientes sin evento. a) Estadistico MDA, generado a partir de cada una de las
iteraciones. b) Estadistico MDG, generado a partir del modelo completo, no de cada iteracion.
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Al analizar el conjunto de entrenamiento (grafico MDA), el genotipo de
ABCA1 vy el diagnostico principal en el momento del ingreso se identificaron
como unas de las variables que mejor definian la diferencia entre los grupos. Al
evaluar el modelo completo (grafico MDG), estas variables, junto con la edad y
el IMC, mantuvieron su relevancia a la hora de separar a los pacientes entre los

grupos de estudio.

Tal como se ilustra en la Figura 45, el andlisis de los graficos MDS generados
a partir del «conjunto de entrenamiento» en pacientes tratados con prasugrel no
revela una separacion clara en funcion de los grupos, lo que impide establecer

una relacidon con las variables de estudio.

Grupo ABCAT — £s2472434 (A=C) CYP2CI9 — rsd244285 (G=4)
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Figura 45. Graficos de escalado multidimensional clasico (MDS) en la comparativa «evento vs
no.evento» tras el tratamiento con prasugrel.

El andlisis MDS se genera a partir del «conjunto de entrenamiento» y en funcién de todas las
variables que se afnadieron en el modelo «random forest». En el grafico se representan las dos
primeras dimensiones obtenidas del analisis MDS a partir de las distancias entre muestras,
recogidas enla «matriz de proximidad». El algoritmo representa las muestras graficamente segin
la distancia que tienen entre si, y, luego, aplica color en funcién de la variable de interés. Los
circulos de color gris se han afadido manualmente para facilitar la comprension de la
informacion en el texto.

No obstante, puede observarse una aparente mayor agrupacion del grupo G2
hacia la derecha en el eje X, mientras que el grupo G1 muestra una tendencia
a separarse verticalmente a lo largo del eje Y. Ademas, resalta el hecho de que
la mayoria de las muestras con el genotipo AA para el rs2472434 en ABCAI
pertenecen al grupo G2, aunque esta variante no constituya, por si sola,

una fuente de variabilidad lo suficientemente marcada como para lograr una

adecuada discriminacion entre los grupos.
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Por ultimo, se evaluo el rendimiento prondstico de las variables incluidas
en el modelo establecido. La curva ROC mostro un valor de AUC de 0.607, lo
que sugiere una capacidad moderada de discriminacion (Figura 46). El modelo
logro clasificar correctamente al 62,5 % de los pacientes, con una sensibilidad del
33,33 % y una especificidad del 80 % Dado que el valor de p obtenido fue de 0.5,
el modelo propuesto no demostré6 una buena capacidad predictiva para
distinguir entre los pacientes tratados con prasugrel con y sin eventos adversos
durante el periodo de seguimiento, lo cual podria atribuirse al reducido tamafo

muestral de los grupos empleados.

a) b)

- Number of samples used for training the RF model: 49

Number of trees generated: 500. Number of variables used per tree: S5
Number of samples used for testing the RF model: 24

Confusion Matrix and Statistics

A Reference

ot prediction case control
case 3 3
control 6 12

Accuracy : 0.625
e 95% CI : (0.4059, ©.812)
No Information Rate : 0.625
P-Value [Acc > NIR] : ©.5898

Auc: 0807

Sensitiity

Kappa : 0.1429
4 Mcnemar's Test P-Value : 0.5050

Sensitivity : 0.3333
Specificity : o.8000
Pos Pred Value : 0.5000
" Neg Pred Value : 0.6667
S Prevalence : ©0.3750
Detection Rate : ©.1250
Detection Prevalence : 0.2560
Balanced Accuracy : 0.5667

‘Positive’ Class : case

10 08 08 04 02 00
Speciicty

Figura 46. Rendimiento del modelo establecido en la comparativa «evento vs no.evento» tras el
tratamiento con prasugrel.

a) Curva ROC con estadisticos AUC e indice de Youden, b) Parametros utilizados para el
entrenamiento del modelo «random forest» con el conjunto de entrenamiento y «matriz de
confusién» obtenida a partir de la evaluacion del modelo con el conjunto de prueba.
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7. VALIDACION DEL PANEL DE GENES

Las variantes propuestas en este trabajo no se confirmaron mediante
validacion ortogonal. Esto se debi6 principalmente a dos motivos. En primer
lugar, el objetivo de nuestro proximo proyecto consiste en combinar datos
omicos y realizar un GWAS + EWAS (epigenome-wide association study) con estas
muestras, ademas de otras que se han ido reclutando. Por lo tanto, preferimos
utilizar las muestras disponibles para este nuevo proyecto. En segundo lugar,
existen ciertas evidencias que sugieren que la NGS es una técnica robusta para
la detecciéon de SNVs e indels, lo que nos permite confiar en los resultados
proporcionados por la secuenciacion sin necesidad de validacion adicional.(>
En 2023, Choate et al.* confirmaron que las variantes SNVs e indels de
hasta 68 pb pueden evaluarse con precisiéon mediante NGS sin necesidad de
confirmacion de la secuencia mediante Sanger, siempre que las variantes
cumplan con los umbrales adecuados de cobertura y frecuencia alélica. En este
sentido, revisamos la profundidad de secuenciacion (DP, del inglés read depth)
de las posiciones reflejadas a lo largo del trabajo y todas ellas tuvieron una
DP > 50. Ademas, no hemos informado de estas posiciones como responsables
de los principales eventos isquémicos y/o hemorragicos relacionados con el
tratamiento antiagregante plaquetario, sino que las hemos sugerido para futuros

estudios que pudieran confirmar o no dicha asociacion.
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V. DISCUSION







La creciente preocupacion ante la subpoblacion de pacientes con SCA-ICP-
stent que desarrollan complicaciones isquémicas y/o hemorragicas recurrentes
a pesar de recibir la terapia DAPT guiada por test genético, nos condujo a la
busqueda de nuevas variantes genéticas que pudieran mejorar la precision del
algoritmo actualmente empleado en la practica clinica (Anexo I). El hecho de
individualizar y personalizar la terapia con el fin de racionalizar los tratamientos
y definir los pacientes que responderdn mejor a un farmaco especifico nos

permitird, en tltima instancia, aplicar una MP basada en el perfil genético.

Cabe destacar que esta investigacion se plante6 como un analisis exploratorio,
utilizando un enfoque basado en la secuenciaciéon masiva, para identificar
posibles factores genéticos asociados a la variabilidad en la respuesta
antiplaquetaria en este subgrupo de pacientes. Hasta el momento, no existen
estudios similares al planteado en este trabajo en los que se explore la incidencia
de eventos adversos tras el DAPT utilizando un panel de genes dirigido, que
analice conjuntamente la mayoria de los loci PGx clinicamente relevantes y una

gran proporcion de loci asociados al desarrollo de la propia ECV.

Debido a la ausencia de asociaciones significativas, no podemos extrapolar
nuestros hallazgos, pero si podemos proponer nuevas hipodtesis sobre los
mecanismos moleculares que seria conveniente analizar en futuros estudios
con el fin de esclarecer las posibles causas de la aparicion de eventos adversos
a los 12 meses tras el tratamiento. Con la intencion de compensar la falta
de evidencia funcional sobre las variantes identificadas, recurrimos a las bases
de datos PubMed, GTEx y Gene Expression Omnibus (GEO) para obtener
informacion relevante referida a los genes que contienen los SNPs identificados

y su relacion con las ECV.
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Curiosamente, los diferentes analisis realizados sin tener en cuenta el
tratamiento farmacoldgico prescrito revelaron que los genes afectados
funcionalmente por las variantes identificadas no se relacionan con la FC o FD
de los fdrmacos antiagregantes, como se esperaba obtener en un principio. En
su lugar, estos genes estan implicados en procesos bioldgicos que desencadenan
el desarrollo de la aterosclerosis coronaria, como el metabolismo de lipidos,
la funcién endotelial o la inflamacion. Este hecho plantea un cambio de
paradigma en la forma de abordar los estudios PGx, ya que no solo
deben centrarse en las rutas metabolicas de los farmacos, sino también en la

evolucion de la enfermedad subyacente.

En conclusion, el enfoque combinado que se ha empleado en este trabajo
contribuye a una mejor comprension del complejo proceso que implica el
desarrollo de eventos isquémicos y/o hemorragicos en el contexto del SCA. Tal y
como se ha expuesto a lo largo del apartado de «Resultados», los hallazgos de
este estudio apuntan a nuevas lineas de investigacion que podrian explorarse en
estudios futuros con la intencion de seguir avanzando en este campo. A
continuacion, para delimitar la extension de esta tesis, presentamos aquellos

hallazgos que hemos considerado mas relevantes para su discusion.
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1. FACTORES DE RIESGO CV NO GENETICOS ASOCIADOS A
UNA MAYOR INCIDENCIA DE EVENTOS ADVERSOS

La edad media de nuestra cohorte de pacientes fue de 66 afios, siendo mayor
en mujeres que en hombres (69 vs 64 anos, p < 0,001). Este hallazgo concuerda
con los datos reportados por la Asociacion Americana del Corazén (AHA, del
inglés American Heart Association) en su informe de 2016,*” el cual indica que las
mujeres tienden a desarrollar patologias CV a una edad mas avanzada que los
hombres (72 vs 65 afios). Este fendmeno probablemente se deba a los cambios
hormonales asociados a la menopausia, los cuales contribuyen a aumentar el
riesgo de factores como la dislipidemia, la hipertension, la diabetes y la obesidad,

incrementando en consecuencia el riesgo CV en las mujeres.?

El proceso de envejecimiento provoca importantes cambios celulares y
estructurales en el sistema CV que, a la larga, deterioran su funcionamiento y
aumentan el riesgo de cardiopatias. Segin la AHA, la incidencia de ECV aumenta
con la edad en ambos sexos, pasando del 40 % en los adultos de 40-59 anos, al
75 % en los de 60-79 afios, y al 86 % en los mayores de 80 afios. Este aumento esta
relacionado con procesos bioldgicos propios del envejecimiento, como el estrés
oxidativo, la inflamacién cronica y la disfuncion mitocondrial, que favorecen
el deterioro CV y el riesgo de desarrollar otras afecciones, como fragilidad,

obesidad y diabetes.*®

En nuestro estudio, aunque no se observaron diferencias significativas de
edad entre los pacientes que sufrieron eventos y los que no (66,8 vs 64,8 afos,
p = 0,202), el andlisis de random forest identificé la «edad» como una variable
predictora importante de estos eventos adversos, tanto cuando se considero el
farmaco antiagregante prescrito como independientemente del tratamiento
recibido. Esto concuerda con el hecho de que la edad avanzada constituye un

factor de riesgo bien documentado de MACEs tras una ICP, debido a la
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fragilidad, la multimorbilidad, las lesiones coronarias complejas, y el mayor
riesgo de complicaciones isquémicas y hemorragicas en estos pacientes. Sin
embargo, existen pocos estudios que aborden en profundidad el impacto de
la edad avanzada en la aparicion de estos eventos, particularmente en pacientes
de edad muy avanzada (= 80 afios), que a menudo son excluidos o estan

infrarrepresentados en los ensayos clinicos.>?

En cuanto al IMC, aunque nuestra poblacién presentaba un ligero sobrepeso
(28,6 + 4,6 kg/m?), no se observaron diferencias significativas entre los pacientes
que sufrieron eventos y aquellos que no (28,9 vs 28,4 kg/m? p = 0,369). No
obstante, al igual que con la edad, el andlisis de random forest también identifico
al «IMC» como una variable predictora de la aparicion de estos eventos adversos

tras recibir la terapia DAPT.

Estos resultados coinciden con estudios previos que han demostrado que la
obesidad, especialmente la abdominal, estd estrechamente relacionada con un
mayor riesgo de ECV aterosclerdtica en personas mayores. Teniendo en cuenta
que la prevalencia de la obesidad en adultos de mas de 60 afios alcanza el 37,5 %
en los hombres y el 39,4 % en las mujeres, un IMC elevado o la obesidad central

suponen un riesgo significativo para el desarrollo de ECV en esta poblacion.?*)

Desde un punto de vista fisiopatoldgico, la obesidad y los factores
metabolicos asociados, como la resistencia a la insulina, la inflamacion crénica
de bajo grado y el deposito ectopico de grasa, aumentan el gasto cardiaco y
contribuyen a la disfuncion endotelial, el estrés oxidativo y la inflamacion
crénica. A nivel molecular, el tejido adiposo promueve una inflamacion
subclinica que, junto con la disfuncion del endotelio vascular y la acumulacion
de adipocitos en la estria grasa (lesion aterosclerotica temprana), favorece un

estado protrombdtico que contribuye al estrechamiento de la luz vascular.
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Entre los pacientes con SCA-ICP-stent, documentamos una mayor incidencia
de antecedentes CV previos entre los que presentaron un evento adverso
durante el seguimiento de un afo, en comparacion con los que no lo presentaron
(47,7 % vs 30,4%, p = 0,008). De acuerdo con nuestros resultados, se ha observado
que alrededor del 22 % de los pacientes con un SCA previo experimentan
episodios isquémicos recurrentes a pesar de las opciones terapéuticas
disponibles. De hecho, en un estudio que incluyé 21.890 pacientes con
antecedentes de un evento isquémico, se encontr6 que el 18,3 % presenté muerte

CV, IAM o ictus dentro de los cuatro anos de seguimiento.“

Teniendo en cuenta lo comentado sobre la edad avanzada, un metaanalisis
reciente mostré que los antecedentes de infarto de miocardio en ancianos son
un factor predictivo de eventos adversos graves tras la ICP. El IAM previo es
responsable de la disminucion de la fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo (FEVI) y de la insuficiencia cardiaca; ademas, los pacientes tienen
mas probabilidades de desarrollar una enfermedad coronaria compleja, lo
que en consecuencia se traduce en una mayor mortalidad y MACEs tras la ICP.
Del mismo modo, Wang et al., investigaron la interaccion entre el IAMCEST,
el sexo y la edad y el riesgo de MACE, y observaron que las mujeres de mas

edad con IAMCEST presentaban el mayor riesgo de MACEs.*")

En resumen, nuestras observaciones destacan la importancia de la edad
avanzada, el IMC elevado y la presencia de antecedentes CV como predictores
independientes de una mayor incidencia de eventos isquémicos y/o
hemorragicos tras una ICP. A medida que la poblaciéon envejece y aumenta
la prevalencia de obesidad, resulta esencial continuar investigando el manejo
optimo de la terapia DAPT en este grupo vulnerable de pacientes, ademas de
considerar estos factores en el algoritmo de decision de prescripcion, para mitigar

el riesgo de eventos recurrentes.
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A raiz de lo planteado, cabe mencionar que un estudio de 2020 propuso la
puntuacion ABCD-GENE (Age, Body Mass Index, Chronic Kidney Disease, Diabetes
Mellitus, and Genotyping) como herramienta de estratificacion de riesgo con el fin
de identificar a los pacientes con mayor riesgo de HIPR y eventos adversos tras
el tratamiento con clopidogrel. Aunque los portadores de alelos CYP2C19 LoF
presentan un metabolismo reducido del clopidogrel, esto solo explica una
fraccion de la respuesta FD, ya que existen factores clinicos que contribuyen de
igual modo a mayores tasas de HTPR y complicaciones tromboticas. Esta
herramienta incorpora, por tanto, cinco predictores independientes de HTPR:
cuatro clinicos (edad > 75 anos, IMC > 30 kg/m? enfermedad renal cronica
[tasa de filtracion glomerular < 60 ml/min] y DM) y uno genético (alelos CYP2C19
LoF). Los resultados sugieren que esta puntuacion puede ser muy util en la
practica clinica para optimizar la terapia antiplaquetaria y mejorar los resultados
en los pacientes de alto riesgo, ya que en los pacientes con una puntuacion
ABCD-GENE 2> 10, debe considerarse la administracion a largo plazo de
inhibidores orales de P2Y1: distintos del clopidogrel, al tener mayor riesgo de
eventos CV tras una ICP.?®V La incorporacion de herramientas como la
puntuacion ABCD-GENE puede ayudar a personalizar los tratamientos y
mejorar los resultados clinicos en la poblacion anciana. No obstante, quiza seria
conveniente incluir factores genéticos adicionales para aumentar la capacidad
predictiva y la utilidad clinica de esta puntuacion, en lugar de basarse en un

unico factor de forma aislada.
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2. PAPEL DE ABCA1 EN LA HOMEOSTASIS DEL COLESTEROL
Y EN EL RIESGO DE EVENTOS ADVERSOS

A lo largo de este trabajo se han propuesto numerosas variantes susceptibles
de ser investigadas en profundidad en andlisis posteriores, ya que cada una de
ellas puede contribuir minimamente (riesgo poligénico) al complejo mecanismo
de desarrollo de eventos adversos tras el tratamiento con DAPT. Sin embargo,
el objetivo principal de este trabajo era proponer nuevas variantes candidatas
para su inclusion en el algoritmo de prescripcion, por lo que, una vez revisada
la evidencia publicada hasta la fecha, creemos que el rs2472434 en ABCAI
es la variante predictora mds prometedora y susceptible de ser evaluada desde

el punto de vista clinico.

El andlisis exploratorio de variantes realizado en este trabajo identifico
al rs2472434 (c.543+711T>G), una variante intronica en el gen ABCA1, como
«sugestivamente» asociada con la incidencia de eventos isquémicos y/o
hemorragicos durante el seguimiento de un afo, independientemente del
tratamiento que reciban los pacientes (3 = -0,92; p = 1.0 x 10%), asi como al
considerar el tratamiento prescrito ( = -0,88; p = 1.7 x 10% para clopidogrel y
B =-1,27; p = 5.7 x 10 para prasugrel). Ademas, el andlisis de random forest
destacd al genotipo rs2472434 como la principal variable predictora en nuestro
modelo planteado, lo que refuerza su posible papel en el aumento de la

incidencia de eventos adversos tras recibir la terapia DAPT en nuestra poblacion.

El gen ABCAI, localizado en el cromosoma 9q31, codifica una proteina
integral de membrana que pertenece a la superfamilia de transportadores ABC.
Este gen se expresa ampliamente en diversos tejidos humanos, como el higado,
el intestino, los pulmones y el corazon. A nivel celular, ABCA1 es la proteina mas

abundante en las células inflamatorias, especialmente en los macréfagos.*?
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Funciones bioldgicas de ABCA1

Se ha establecido que ABCA1 desempenia un papel fundamental en la
regulacion de la homeostasis del colesterol y en la prevencion de la aterosclerosis
coronaria, ya que interviene en el eflujo celular de colesterol y fosfolipidos,
facilitando asi la sintesis de lipoproteinas de alta densidad (HDL, del inglés high-
density lipoproteins) y promoviendo el transporte inverso del colesterol (RCT, del
inglés reverse cholesterol transport), que limita la formacion y progresion de las

placas aterosclerdticas.(*?

Su funcion principal es exportar el exceso de colesterol libre desde las células,
especialmente macréfagos y células musculares lisas vasculares (CMLV), hacia
la apoA-I (apolipoproteina A1) pobre en lipidos circulante, generando particulas
nacientes de HDL (Figura 47). Estas particulas de HDL participan en la
eliminacion del exceso de colesterol libre desde los tejidos periféricos, incluidas
las placas aterosclerdticas, hacia el higado para su excrecion biliar. Este proceso,
conocido como RCT, es esencial para prevenir la acumulacién intracelular de
lipidos, que es tdxica para las células y podria suponer un mayor riesgo de

aterosclerosis y de eventos recurrentes.'

La importancia de ABCA1 en la regulacion del colesterol se evidencia en
afecciones como la «enfermedad de Tangier», un trastorno autosémico recesivo
en el que ambos alelos portan mutaciones que conducen a la pérdida de funcién
de ABCA1l y, en consecuencia, a un eflujo de colesterol reducido. Esta
enfermedad se caracteriza por niveles séricos extremadamente bajos de HDL-c
y una mayor susceptibilidad a la aterosclerosis prematura. En estudios con
modelos murinos, la delecion de Abcal promueve la formacion de placas
aterosclerdticas, mientras que su sobreexpresiéon aumenta la concentracion

circulante de HDL-c y protege contra la aterosclerosis.*
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Figura 47. Mecanismos moleculares del transporte inverso del colesterol.

El RCT implica el transporte de colesterol desde las células periféricas (incluidas las células
espumosas de los macrdéfagos en las placas ateroscleroticas) de vuelta al higado para su posterior
excrecion y, por tanto, desempefia un papel importante en la reduccion de la aterosclerosis.
Los macrofagos cargados de colesterol en la pared arterial transportan el colesterol libre
intracelular a través de transportadores dependientes de ATP de la superfamilia ABC (ABCAly
ABCG]1) a la membrana celular y a receptores extracelulares (eflujo de colesterol), evitando asi la
formacion de células espumosas. Mientras que ABCAI lipida preferentemente pequefas
particulas de HDL, concretamente apoA-I, para formar HDL nacientes, ABCGI estimula el eflujo
neto de colesterol hacia HDL mas grandes, pero no hacia apoA-I pobre en lipidos. La apoA-I
pobre en lipidos también se sintetiza en el higado o en el intestino y se secreta en el plasma a
través del ABCA1 hepatico o intestinal. Una vez en la circulacién, la apoA-I interacttia con los
fosfolipidos para formar pre-B-HDL nacientes. Tras la transferencia de colesterol a las particulas
de HDL, el siguiente paso en la biologia de las HDL es la esterificacion del colesterol
adquirido por la lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT) para formar éster de colesterol (CE),
lo que da lugar a las HDL maduras. En humanos (pero no en ratones), el CE en el ntcleo de
las HDL maduras puede ser: 1) transferido por la proteina de transferencia de ésteres de colesterol
(CETP) a lipoproteinas ricas en triglicéridos (VLDL y LDL) para su eliminacién a través del
aclaramiento hepético por el receptor LDLR, o 2) captado selectivamente a través del SR-B1, que
actiia como receptor hepatico para el CE en las HDL. Una vez en el higado, el CE se hidroliza y
el colesterol libre se convierte en acidos biliares, principalmente por la via neutra (clasica) del
CYP7A1. Los acidos biliares pasan a través del conducto biliar al intestino, donde son excretados
(5 %) o recirculados (95 %).
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Abreviaturas: ABCG1, ATP-Binding Cassette G1 Transporter; ABCA1, ATP-Binding Cassette A1l
Transporter; apoA-I, apolipoproteina Al; C, colesterol; CE, éster de colesterol (cholesterol ester);
CETP, Cholesteryl ester transfer protein;, CYP7A1l, Cytochrome P450 Family 7 Subfamily A
Member 1; FGF19, Fibroblast growth factor 19; FGF21, Fibroblast growth factor 21; FGFRI,
Fibroblast growth factor receptor 1; FGFR4, Fibroblast growth factor receptor 4; HDL,
lipoproteina de alta densidad (high-density lipoprotein); KLB, Klotho-p; LD, gota lipidica (lipid
droplet); LAL, lipasa acida lisosomal; LCAT, Lecithin-cholesterol acyltransferase; oxLDL,
lipoproteina oxidada de baja densidad; PLTP, Phospholipid transfer protein; SR-A, scavenger
receptor class A; SR-B1, scavenger receptor class B type I; TG, triglicéridos; VLDL/LDL,
lipoproteinas de muy baja/baja densidad (very low/low density lipoprotein).

Tomada de Anttinez-Rodriguez et al., 2024.655

Ademas de participar en el metabolismo de lipidos, ABCA1 también puede
disminuir la inflamacidon de los macrofagos, ya que reduce la secrecion de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias al tiempo que permite a las células
espumosas similares a los macroéfagos, las células endoteliales y las CMLV
eliminar su sobrecarga de lipidos. Se ha observado que la inactivacion de ABCA1
aumenta la inflamacidn, mientras que su sobreexpresion disminuye los niveles
de interleucina-6 y factor de necrosis tumoral-a en células endoteliales adrticas

(efectos antiinflamatorios).(*
Polimorfismos en ABCA1 y su relacion con la ECV

El gen ABCA1 contiene 50 exones y es altamente polimdrfico. Segtin la base
de datos de variaciones genéticas del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), se han descrito mas de 5.000 polimorfismos en este gen o cerca de éL
Varias de estas variantes (intrénicas, missense o localizadas en la region
promotora) pueden conducir a la pérdida de funcién de la proteina ABCAI,
lo que promueve la reduccion del eflujo de colesterol y los niveles de HDL,
y aumenta el riesgo de aterosclerosis y ECV. De hecho, se ha observado que
aproximadamente el 10 % de las personas con niveles séricos muy bajos de HDL
son portadoras de ciertas variantes en ABCAI, lo que subraya la importancia

de este gen en la homeostasis de las HDL.®

Dado el papel crucial que desempefia ABCA1 en la formacion de HDL y en

el eflujo de colesterol, diversos estudios sobre SNPs en la region codificante
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de ABCAI han mostrado diferentes asociaciones entre los niveles plasmaticos de
lipidos y la susceptibilidad a la cardiopatia coronaria. Las variantes de tipo
missense rs2230806 (G>A, R219K), rs2066718 (A>G, V771M) y rs4149313 (G>A,
MB8831I) (pacientes con genotipos GG, AA y GG, respectivamente) se han
asociado con un papel protector frente a la EAC. Sin embargo, el alelo T del SNP
rs9282541 (G>A, R230C) ha mostrado un aumento del riesgo de progresion
de la cardiopatia coronaria. Ademas, las variantes R219K y MS8831I se han
relacionado con un aumento de los niveles circulantes de HDL-c y una reduccion
de los triglicéridos, mientras que la variante V771M aumenta tanto los niveles de
HDL-c como de apoA-I. Estos resultados indican que los polimorfismos del gen
ABCA1 pueden servir como indicador de riesgo o de proteccion de las ECV,
aunque son necesarios mas estudios para explorar el impacto de las variantes de
ABCAL1 en los perfiles lipidicos plasmaticos y su implicacion en el desarrollo de

la aterosclerosis coronaria.'?

Nuestro estudio hall6o que el rs2472434, una variante intrénica localizada en
ABCA1 y en LD con las variantes rs2472433 y rs2472378, aumentaba el riesgo de
eventos. Hasta la fecha no hay estudios que hayan investigado estas variantes en
el contexto de la ECV; sin embargo, diversos estudios de GWAS han identificado
varios SNPs comunes en regiones no codificantes de ABCA1 que pueden influir
en el desarrollo de la ECV. El polimorfismo C-565T (rs2422493) en la region
promotora del gen no solo se ha asociado con cambios en la expresion de ABCAI,
sino también con la gravedad de la aterosclerosis. Ademas, se ha observado que
cuatro SNPs del promotor de ABCA1 (G-395C, C-290T, C-7T y -14 > T) tienen un
impacto significativo en la concentracion de HDL. Sin embargo, también se ha
observado que ciertas variantes intrénicas de ABCA1, como G-191C (rs1800976),
C69T (rs1800977), C-17G (rs2740483) y 319insG, pueden modular la expresion
génica sin necesariamente alterar los niveles séricos de lipidos, y estan

estrechamente relacionadas con los resultados clinicos en pacientes con EAC.1%
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A pesar de la falta de literatura respecto a la variante rs2472434 (A>C) en el
contexto de los SCA, el andlisis GTEx mostré que el alelo de riesgo C se asocia
significativamente con una menor expresion de ABCA1 en el higado (Figura 48),
lo que podria suponer un mayor riesgo de aterosclerosis y eventos recurrentes
debido a una reduccién del eflujo de colesterol y, en consecuencia, a una mayor
acumulacion de lipidos en las placas aterosclerdticas.
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Figura 48. Diagrama de violin que muestra la expresion de ABCA1 en funcién de los genotipos
del rs2472434 en higado.

En consonancia con esta hipodtesis, un andlisis transcripcional realizado por
Suresh et al.* revel6 que ABCAI estaba regulado a la baja en el transcriptoma
de pacientes con IAM que presentaron eventos recurrentes. Sus resultados
mostraron que las alteraciones en la via de transporte del colesterol durante
la presentacidon inicial del IAM se asocian a una mayor gravedad de la
enfermedad. Sin embargo, para comprender mejor el mecanismo a través del
cual los SNPs identificados pueden influir en la expresién de ABCAI, sera
necesario reconstituirlos in vitro y evaluar su funcionalidad a niveles basales y en

respuesta a diversos estimulos reguladores.
Homeostasis del colesterol y riesgo de eventos adversos

Llegados a este punto, destaca el hecho de que otros polimorfismos
identificados en este analisis exploratorio se han relacionado, de algin modo, con
el metabolismo de lipidos (p. €j., el rs17618244 en KLB o el 1s3827066 en ZNF335),
un importante factor de riesgo en el desarrollo del SCA. Esto pone de manifiesto
que, aunque cada variante ejerce un efecto modesto, una combinacion de SNPs

puede tener una influencia sustancial en los niveles de lipidos.
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En concreto, todas las variantes identificadas, pero sobre todo el rs2472434 en
ABCA1, contribuyen a la reduccion de los niveles de HDL, un actor clave en la
proteccion frente a la aterotrombosis, ya que interviene en varios mecanismos
reguladores, como la capacidad de eflujo de colesterol, 1a actividad antioxidante,
antitrombdtica y antiinflamatoria. Ademas, se ha observado que las HDL
desempenan un papel en el aumento de la reactividad plaquetaria tras la
interrupcién del tratamiento con antagonistas de los receptores P2Y:.. En
particular, el fendmeno de rebote tras la interrupcion del clopidogrel en pacientes
que reciben DAPT se ha asociado a una alteracion del perfil lipidico. La pérdida
del bloqueo de los receptores P2Y12 puede representar un importante impulso
protromboético y proinflamatorio, sobre todo en los pacientes con mayor
riesgo CV, como los que tienen un HDL bajo. Sin embargo, las relaciones entre
los niveles de HDL, la agregabilidad plaquetaria y los eventos adversos asociados

son complejas y atn estan por dilucidar.('>1%

Segun Dukanovi¢ et al.,'* los niveles bajos de HDL pueden contribuir
indirectamente a aumentar la agregabilidad plaquetaria al incrementar la
captacion de LDL oxidadas (oxLDL) en los adipocitos inflamatorios a través
de la via PPARY/CD36. Asi, en la deficiencia de HDL, llega mas oxLDL a las
plaquetas, por lo que el mecanismo descrito aumenta su activacion. Por otro lado,
las HDL altamente oxidadas parecen ejercer un efecto protrombotico y
proinflamatorio dependiente de la dosis a través del receptor CD36: el bloqueo

de su union a CD36 atenua la estimulacion plaquetaria.

Estas hipodtesis se ven respaldadas por el hecho de que los pacientes con
niveles mas bajos de HDL muestran mayores cambios en los marcadores
inflamatorios liberados por las plaquetas activadas tras la interrupcion del
clopidogrel y el cese de su efecto antitrombotico. De hecho, la interaccidon

bidireccional entre la inflamacion y los lipidos se considera un rasgo distintivo
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de la aterosclerosis, por lo que son necesarios mas estudios para aclarar el papel
de las variantes génicas identificadas en la determinacion de la susceptibilidad a
los eventos adversos tras el tratamiento y si ello se debe al solapamiento génico

entre estos dos procesos fisiopatologicos interactuantes de la aterogénesis. 1%

En base a lo expuesto, la acumulacion de lipidos y la inflamacion de la pared
vascular son las dos caracteristicas fundamentales de las ECV. Existen pruebas
concluyentes de que ABCA1 es una molécula critica implicada tanto en el
metabolismo del colesterol y la producciéon de HDL, como en la inflamacion.
Ademas, teniendo en cuenta que ABCA1 es mas abundante en los macréfagos y
que su funciéon es mantener la homeostasis del colesterol, es necesario seguir
investigando para comprender mejor el mecanismo molecular subyacente por
el que ABCA1 contribuye a la posible aparicién de eventos CV adversos a través

de los macrdfagos y del desarrollo de la aterosclerosis.

3. PAPEL DE CYP2C19 COMBINADO CON ABCB1 EN LA
RESISTENCIA AL CLOPIDOGREL

Tal y como se ha detallado en el capitulo anterior, todas las variantes genéticas
identificadas en la primera aproximacion del estudio (independientemente del
farmaco prescrito) estan, en cierto modo, relacionadas con procesos implicados
en el desarrollo de las ECV (p. ej., metabolismo de lipidos, disfuncion endotelial
o inflamacién), y no con el metabolismo (FC/FD) de los farmacos antiagregantes.
Por este motivo, decidimos estratificar el andlisis de asociacion segun el
medicamento pautado, lo que nos permiti6 obtener algunos resultados

prometedores que se comentardn en las paginas siguientes.

El clopidogrel contintia siendo uno de los antiagregantes plaquetarios mas
utilizados en el manejo de los pacientes con SCA debido a su eficacia y a su
menor riesgo hemorrdgico en comparacion con otras alternativas mas recientes.

Sin embargo, existe una gran variabilidad en la respuesta al farmaco, lo que
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conlleva que los pacientes con una respuesta suboptima al clopidogrel (malos
respondedores) presenten una reactividad plaquetaria elevada y, en

consecuencia, un mayor riesgo de eventos adversos recurrentes.

Esta variabilidad en la eficacia terapéutica se ha relacionado con factores
no genéticos como la edad, el IMC, las comorbilidades y las interacciones
medicamentosas, entre otros. Sin embargo, la respuesta al clopidogrel es
altamente heredable y se ha asociado a polimorfismos genéticos relacionados con
la FC/FD del farmaco. Un estudio GWAS realizado en una amplia poblacion
amish, determiné que aproximadamente el 70 % de la variabilidad en la
respuesta al clopidogrel puede deberse a factores genéticos, siendo CYP2C19*2
el factor predictivo mas potente, aunque esta variante solo representaba

aproximadamente el 12 % de la variacion global en la reactividad plaquetaria.®>'

En nuestro estudio, observamos que los pacientes tratados con clopidogrel y
portadores del «genotipo de resistencia» —definido por las variantes en los genes
CYP2C19 (alelo A para el rs4244285) y ABCB1 (genotipo AA para el rs1045642)—
presentaban una mayor incidencia de eventos isquémicos y/o hemorragicos
durante el afo de seguimiento. Ademas, el analisis de random forest identifico el
«genotipo de resistencia» como la principal variable predictora para el desarrollo

de eventos adversos tras la implantacion del stent.

Cabe destacar que estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos
en el andlisis PGx del ensayo TRITON-TIMI 38, un ensayo controlado y
aleatorizado que incluyd exclusivamente a pacientes con SCA-ICP. En dicho
estudio, tanto los alelos CYP2C19 LoF como el genotipo ABCBI TT fueron
predictores significativos e independientes de MACEs en pacientes tratados con
clopidogrel. De hecho, los pacientes tratados con clopidogrel y que presentaban
ambas variantes genéticas tenian un mayor riesgo de sufrir eventos adversos

(HR combinado =1,97; IC del 95 %: 1,38-2,82; p = 0,0002)."")
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A raiz de estos resultados, numerosos estudios se han centrado en identificar
los determinantes genéticos que afectan a la respuesta al clopidogrel. El
clopidogrel es un profdrmaco que requiere absorcién intestinal y su posterior
biotransformaciéon en metabolitos activos por las enzimas hepaticas del CYP.
Estudios previos realizados en pacientes con EAC sometidos a ICP han mostrado
una mayor incidencia de trombosis en los PM de CYP2C19 tratados con
clopidogrel, lo que ha establecido al gen CYP2C19 como el determinante genético
mas validado en la respuesta variable al faArmaco en diferentes grupos étnicos.
El polimorfismo mas estudiado a nivel mundial es el CYP2C19*2 (rs4244285),
un alelo LoF que se asocia con una reduccién de la actividad enzimatica,
concentraciones plasmaticas mas bajas de metabolito activo y una mayor HTPR.
Todo ello conduce a una reduccidn de los efectos antiplaquetarios (menor eficacia
terapéutica) y, en consecuencia, a un aumento del riesgo de complicaciones
tromboticas, especialmente tras una ICP. Sin embargo, en europeos, este SNP
solo explica el 14 % de la variabilidad global en la respuesta al clopidogrel, 1o que

implica la existencia de otras posibles contribuciones genéticas. %%

Otro gen candidato relacionado con una respuesta variable al clopidogrel
es ABCBI, que codifica el transportador de eflujo intestinal P-gp, ya que
se ha demostrado que la inhibicion de este transportador influye en Ia
biodisponibilidad del farmaco. El polimorfismo ABCBI1 C3435T (rs1045642)
es uno de los mas estudiados en la literatura PGx y se cree que juega un papel
importante en la expresion y funcion de la P-gp. En este sentido, investigaciones
previas sugieren que, cuando reciben tratamiento con clopidogrel, los individuos
portadores del genotipo TT tienen niveles reducidos del metabolito activo del
farmaco, probablemente por una expresion aumentada del transportador. Sin
embargo, los datos que respaldan la importancia clinica del genotipo ABCB1 TT
en pacientes tratados con clopidogrel han sido variables; algunos estudios han

sugerido que los portadores del polimorfismo ABCB1 C3435T presentan un
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mayor riesgo de resultados clinicos adversos tras una ICP, mientras que otros

no han identificado ninguna asociacion significativa.®"

Estas discrepancias en la literatura pueden deberse, en parte, al hecho de que
existe una tendencia a analizar los efectos de cada una de las variantes genéticas
de manera aislada, en lugar de evaluar el efecto combinado de ambos
polimorfismos. Algunos estudios previos, aunque no todos, han mostrado que
la combinacién de los polimorfismos en CYP2C19 y ABCB1 podria estar asociada

con los resultados clinicos adversos en pacientes con SCA sometidos a ICP.

En linea con nuestros hallazgos, un estudio reciente de Galeazzi et al. evalud
la correlacion entre los genotipos CYP2C19 y ABCB1 y la aparicion de eventos
CV en pacientes ancianos con SCA bajo tratamiento con DAPT. Los autores
observaron que los pacientes clasificados como «PM» (portadores del alelo A
para CYP2C19*2, ausencia de CYP2C19*17, y genotipo TT para ABCB1 3435C>T)
presentaban un mayor riesgo de episodios trombdticos (OR = 1,26; IC del 95 %:
1,099-1,45; p =0,027), en comparacion con los NM y UM. ) Estos datos refuerzan
la hipdtesis de que la combinacion de los polimorfismos CYP2C19 y ABCBI1
puede ofrecer una mejor prediccion del riesgo de eventos trombdticos que el

analisis de un solo gen.

Por otro lado, el ensayo RAPID STEMI, que incluy6 pacientes con IAMCEST,
demostrd que el tratamiento con prasugrel de los pacientes portadores del alelo
de riesgo CYP2C19*2 y del genotipo ABCB1 TT reducia significativamente
la HTPR (un reconocido factor predictivo de MACEs) a los 30 dias, en
comparacion con el tratamiento estandar con clopidogrel. En consecuencia,
en el contexto del tratamiento antiagregante plaquetario, tanto los alelos
CYP2C19 LoF como el genotipo ABCB1 TT (genotipo de riesgo) han demostrado
ser predictores independientes de MACEs (OR= 6,58; IC del 95 %: 1,24-34,92;

p =0,03) en pacientes tratados con clopidogrel tras una ICP.("
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Por el contrario, en un estudio realizado en una cohorte de pacientes asiaticos
sometidos a ICP y tratados con clopidogrel, Park et al. advirtieron que, aunque
la presencia simultanea de CYP2C19 *2/*2 (PM) y ABCB1 TT constituia un fuerte
factor predictivo independiente de MACEs (HR = 4.51, IC del 95 %: 1.92-10.58,
p < 0,001), la adicion del estado combinado de ambas variantes de riesgo a
un modelo clinico de referencia que también contenia factores de riesgo

tradicionales no aport6 un valor prondstico incremental significativo.(!*"

El tamafio relativamente pequefio de las muestras, junto con los resultados
discrepantes en los esfuerzos de replicacion, han dificultado la obtencién de
conclusiones firmes. No obstante, dado que la enzima metabolizadora y el
transportador de farmacos actiian de manera conjunta en la FC del clopidogrel,
el genotipado combinado de ambos polimorfismos antes del inicio del
tratamiento podria ser un factor predictivo importante del fracaso terapéutico y

de los posibles resultados clinicos adversos tras una ICP.

Por lo tanto, a pesar de los resultados contradictorios, es necesario seguir
investigando el efecto acumulativo de estas variantes en poblaciones especificas,
como la espafiola. En este sentido, resulta razonable reconsiderar la reinclusion
de la variante ABCB1 C3435T en el algoritmo de decision. La integracion de esta
informacion podria optimizar la personalizacion de la terapia antiplaquetaria en
pacientes sometidos a ICP, maximizando su eficacia y reduciendo el riesgo de

complicaciones CV adversas asociadas con la resistencia al clopidogrel.
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4. PAPEL DE UGT2B7 EN LA RESPUESTA AL CLOPIDOGREL

Ademas de las variantes mencionadas en el capitulo anterior, que determinan
el «genotipo de resistencia al clopidogrel», el andlisis de asociacion, junto con los
resultados del andlisis de random forest, han sugerido la existencia de ciertas
variantes, que, en nuestro caso, se han relacionado con una menor incidencia de
eventos isquémicos y/o hemorragicos tras recibir dicho farmaco. Asimismo, estos
polimorfismos no mostraron asociacion con la aparicion de eventos en pacientes
que tomaron prasugrel. Por lo tanto, es necesario evaluar estos marcadores en
una poblaciéon mds amplia y con caracteristicas similares para poder determinar
si las posiciones candidatas deberian incluirse en el algoritmo de prescripcion, en

un intento de mejorar la prevencion de eventos adversos tras la ICP.

Nuestro estudio identificO que, en pacientes tratados con clopidogrel, las
variantes genéticas UGT2B7*1c (rs28365062, c.735A>G) y UGT2B7*2 (rs7439366,
¢.802T>C) (Tabla 17) se asociaron con una menor incidencia de eventos adversos
durante el periodo de seguimiento. Estos hallazgos indican que la variabilidad en
la actividad de UGT2B7 podria afectar a la FC del clopidogrel y, en consecuencia,
a su eficacia clinica. En consonancia con los resultados de asociacion, el analisis
de random forest reveld que el genotipo CC para el rs7439366 (UGT2B7) protegia

contra el desarrollo de eventos en pacientes NM para CYP2C19 (*1/*1).

Tabla 17. Caracteristicas de los polimorfismos identificados en el gen UGT2B7.

ID SNP Gen Cambio nucleotido  Efecto Exon Cambio en la funcion
rs7439366 UGT2B7 c.802T > C missense 2/6 aumento de actividad
rs28365062 UGT2B7 c.735A > G SYnonymous 2/6 aumento de actividad

Las UDP-glucuronosiltransferasas (UGTs) constituyen una superfamilia de
enzimas metabdlicas de fase II que catalizan la «reaccion de glucuronidacién»,
es decir, la adicion de acido glucurdnico a un sustrato. Esta reaccion facilita la

eliminacion de compuestos enddgenos y exdgenos al incrementar su solubilidad
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en la orina y favorecer su excrecion biliar, debido al mayor tamafio de los
compuestos glucuronidados. Por lo tanto, la glucuronidacién puede aumentar

la eficacia o la toxicidad de ciertos medicamentos.

La superfamilia UGT incluye diversas isoformas que se expresan sobre todo
en el higado, el tracto gastrointestinal y los rifiones, debido a su papel crucial en
la desintoxicacion y excrecion de compuestos. En humanos, se han identificado
22 isoenzimas con diferentes especificidades de sustrato, aunque en ocasiones
solapadas, que se agrupan en cuatro familias. Las UGT1 y UGT2 se encargan
principalmente del metabolismo de xenobidticos, incluidos los farmacos,
mientras que las UGT3 y UGT8 metabolizan exclusivamente compuestos
endogenos. La actividad de las enzimas UGT individuales se ve alterada por
factores como la edad, la dieta, estados patoldgicos, la induccidén/inhibicion por

xenobidticos, el origen étnico, polimorfismos genéticos y factores hormonales.

La enzima UGT2B7 es una de las UGTs humanas mas activas, con una
expresion predominante en el higado y los rifiones. Esta isoforma desempena un
papel fundamental en la glucuronidacién y desintoxicacion de numerosos
farmacos, incluidos los opioides, asi como de dacidos grasos saturados e
insaturados. El gen UGT2B7, altamente polimdrfico, se localiza en el cromosoma
4q13 y contiene 6 exones. El primer y segundo exon codifican el «dominio de
union al sustrato» de UGT2B7, mientras que la regién comprendida entre el

tercer y sexto exon codifica el «<dominio de union al acido UDP-glucurénico».(*?)
Polimorfismos en UGT2B7 y su relacidon con el metabolismo de farmacos

Existen varios factores que regulan la actividad de la enzima UGT2B7, entre
los cuales los polimorfismos genéticos destacan como uno de los mas relevantes.
Las variantes en este gen pueden afectar a los perfiles FC de numerosos endo- y
xenobidticos, lo que podria influir potencialmente en los resultados terapéuticos

de diversos farmacos.

208 |



Single-tissue eQTL

Tissue Samples NES p-value m-value NES (with 95% CI)

@ Small Intestine - Terminal lleum 174 0.153 7.5e-4 0.00 —i—
Colon - Transverse 368 0.0954 2.4e-3 0.00 -
Liver 208 0.0730 0.06 0.00 -

® Vvagina 141 0.0648 0.5 0.00 —_—r
Kidney - Cortex 73 -0.179 0.2 0.735 —l

@ Thyroid 574 -0.294 12e-8  1.00 ——

@ Skin - Not Sun Exposed (Suprapubic) 517 -0.353  8.3e-17 1.00 —-

® Skin - Sun Exposed (Lower leg) 605 -0.433  2.2e-20 1.00 - =
Minor Salivary Gland 144 -0.599 1.2e-10 1.00 —

NES
Figura 49. Impacto del rs7439366 en la expresion de UGT2B7 en diversos tejidos.
El grafico muestra el tamafio de efecto de la variante rs7439366 sobre la expresion del gen UGT2B7
en varios tejidos humanos. Datos obtenidos de GTEx. Abreviaturas: eQTL, locus de rasgo
cuantitativo que contribuye a la variacion de los niveles de expresion (expression quantitative trait
loci); NES, tamarfio del efecto normalizado (normalized effect size).

Segun PharmGKB, las variantes genéticas UGT2B7 estan clasificadas dentro
de los niveles 3 y 4 para farmacos como la codeina, la oxicodona, la morfina,
el fentanilo, la carbamazepina o el efavirenz, lo que indica que atn se requieren
mas pruebas clinicas antes de que estas variantes puedan utilizarse como
biomarcadores de respuesta a farmacos. Entre los SNPs mas estudiados, se
encuentra UGT2B7*2 (rs7439366), un polimorfismo comun (MAF = 0.335)
localizado en el exdn 2, que resulta en un cambio en la posicion 268 de tirosina a
histidina (p.Tyr268His) y en un aumento de la expresion de UGT2B7 en diversos
tejidos (Figura 49). También destaca UGT2B7*1c (rs28365062), una variante

silenciosa (synonymous, MAF = 0.149), localizada en el mismo exdn.!*

Estudios recientes centrados en los opioides han sefialado que los pacientes
con el genotipo UGT2B7 C802T TT (rs7439366) presentaban una menor respuesta
a la oxicodona y una menor necesidad de codeina en comparaciéon con los
portadores del genotipo CC. Sin embargo, el alelo UGT2B7*2 C802T no se asocio
a un aumento de las dosis requeridas de morfina en pacientes con dolor
oncoldgico, ya que la concentracion plasmatica de este farmaco en los pacientes
con genotipo CC fue significativamente inferior a la observada en aquellos con

genotipo CT o TT. Dado que la glucuronidaciéon es el principal mecanismo
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responsable de la eliminacién de aproximadamente dos tercios de la morfina del
organismo, es plausible que una mayor actividad de UGT2B7, asociada al alelo C,

pueda influir en la eficacia del tratamiento, al requerir un aumento de la dosis.*?

Por otro lado, se ha sugerido que las variantes UGT2B7*1c (735A>G) y
UGT2B7*2 (802T>C) contribuyen a la variabilidad interindividual en la
concentracion plasmatica de efavirenz. Un anadlisis exploratorio centrado en
polimorfismos de la via del metabolismo secundario de este faArmaco encontré
que, entre los individuos con genotipo PM para CYP2B6, la variante UGT2B7*1c
se asociaba con mayores concentraciones de efavirenz (p = 0,006). No obstante,
un metandlisis posterior no logré demostrar ninguna asociacion estadisticamente
significativa entre el rs28365062 (UGT2B7*1c) y la concentracion de efavirenz,
posiblemente debido a que los estudios incluidos en su analisis evaluaron el
efecto de este polimorfismo independientemente del estado de CYP2B6. En
cuanto al UGT2B7*2 (rs7439366), aunque anteriormente se habia asociado de
forma independiente con alteraciones en la FC del efavirenz, este metanadlisis
tampoco encontrd un efecto estadisticamente significativo, a pesar de que los
individuos con un genotipo TT presentaban concentraciones de farmaco

inferiores a las de los pacientes homocigotos para el alelo C.("*¥)

En lo que respecta a los antiagregantes plaquetarios, un GWAS realizado en
pacientes del ensayo PLATO tratados con ticagrelor identificé tres loci genéticos
(SLCO1B1, CYP3A4 y UGT2B7) asociados con los niveles de ticagrelor en
pacientes caucasicos con SCA; sin embargo, el modesto efecto genético de estas
variantes no se tradujo en un impacto significativo sobre la eficacia o la seguridad
del farmaco. Basandose en esta premisa, Zhu et al. realizaron un ensayo clinico
con voluntarios chinos sanos para examinar el impacto de variantes como
CYP2C19*2 y UGT2B7*2, entre otros SNPs, en la FC del ticagrelor y la
recuperacion de la funcion plaquetaria, sin encontrar efectos significativos de

ningun polimorfismo.!*
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Influencia de UGT2B7 en el metabolismo del clopidogrel

Como ya se ha comentado a lo largo de todo el trabajo, el clopidogrel es
un profdrmaco que se metaboliza por dos vias distintas (Figura 50).
Aproximadamente el 10 % de la dosis absorbida sigue una via de metabolismo
oxidativo de dos pasos (CYP) para producir el metabolito activo cis 5-tiol,
mientras que la mayor parte de la dosis se metaboliza mediante reacciones
secuenciales de hidrdlisis en acido carboxilico de clopidogrel inactivo (CES1) y
conjugacion en acil-B3-D-glucurénido de clopidogrel (UGT).

COOH

o oH
o\/w o\/om
UGT
QOO0 = OO
CES1
/ = cl S cl

o\/ocw1
H ~90 % Clopidogrel carboxylic acid Clopidogrel acyl-p-D-glucuronide

s cl
~10 %
Clopidogrel \ i Wl O
CYP2C19 e . ~ .
CYP1A2 o —_— HOOG I
CYP286 . e
Cl cl

CYP3A

2-oxo-clopidogrel giggg%) Clopidogrel active metabolite

CYP2C9

Figura 50. Vias del metabolismo del clopidogrel.
Tomada de Kahma et al., 2018.(145

En 2018, Kahma et al.!'*9 identificaron a UGT2B7 y UGT2B4 como las
principales isoformas responsables de la formacion del acil-f3-D-glucurénido en
el higado humano. Inhibidores de UGT2B4 y UGT2B7, como el fluconazol y la
ketamina, redujeron en un 90 % la glucuronidaciéon del acido carboxilico de
clopidogrel en microsomas de higado humano. Aunque existe una falta de
evidencia en cuanto a la contribucion de UGT2B7 en la variabilidad en la
respuesta al clopidogrel, la actividad reducida de esta isoforma, asociada con el
genotipo TT para el rs7439366, podria disminuir la eliminacion de metabolitos

del farmaco e influir potencialmente en su eficacia y seguridad.
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NADPH

-

R-O-GlucA ~ v

Figura 51. Topologia postulada de CYP (P450) y UGT en la membrana del reticulo endoplasmico
y metabolismo secuencial de fdrmacos catalizado por estas enzimas.
Tomada de Miyauchi et al., 2021.040)

Tal y como comentamos al inicio de este apartado, en consonancia con los
resultados de asociacion, el analisis de random forest revel6 que el genotipo CC

para el rs7439366 (UGT2B7) protegia contra la aparicion de eventos adversos tras

el tratamiento con clopidogrel en pacientes GG para el rs4244285 (CYP2C19).

Hasta hace poco, se creia que ambas enzimas funcionaban por separado
porque catalizan reacciones distintas y presentan topologias de membrana
opuestas en el reticulo endopldsmico: los CYP, orientados hacia el citosol, y la
mayor parte de las UGTs, situadas en el lado luminal (Figura 51). Sin embargo,
dado que algunos compuestos son metabolizados secuencialmente por los CYP
y las UGT (p. €j., el clopidogrel o la morfina), es razonable considerar que ambas
enzimas pueden interactuar entre si y regular la funcién del otro para maximizar
la velocidad de la reaccién cooperativa. Miyauchi et al. presentaron lineas de
evidencia de que la asociacion entre CYP y UGT constituye una «interaccion
proteina-proteina funcional» capaz de modificar sus capacidades enzimaticas,
ya sea aumentando o suprimiendo las actividades de CYP y UGT, permitiendo a
UGT adquirir una nueva especificidad de sustrato o inhibiendo la unién de

sustratos a CYP. Asi pues, estas interacciones funcionales entre CYP y UGT
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permitirian avanzar en nuestra comprension de las grandes diferencias
interindividuales en la capacidad de metabolizacion de farmacos, contribuyendo
a una atencion mas segura y personalizada mediante la adaptacion de la terapia

a las necesidades especificas de cada paciente. 4"

En este contexto, Kahma et al.*> demostraron que el metabolito acil--D-
glucurénido de clopidogrel actia como un potente «inhibidor basado en el
mecanismo»® de la actividad CYP2C8 en microsomas de higado humano.’ Esto
sugiere que la proximidad y la interaccion entre las enzimas CYP y UGT podrian
facilitar la interaccién de los metabolitos glucurénidos con las enzimas CYP. Una
revision posterior reveld que la coexpresion de UGT2B7 suprimia la actividad de
CYP3A4, sentando la primera evidencia de que la asociacion CYP-UGT afecta a
la capacidad de CYP y que ambas enzimas regulan mutuamente su actividad a

través de esta interaccion.(140)

La informacion funcional de las variantes genéticas UGT con asociaciones
clinicas es esencial para comprender la variacion interindividual en la respuesta
a los farmacos y la susceptibilidad a la toxicidad. No obstante, este trabajo
consiste en un analisis exploratorio, por lo que son necesarios mas estudios
para esclarecer la influencia del estado de los portadores de UGT2B7*2 en
las concentraciones intracelulares de clopidogrel y sus metabolitos, asi como
el papel de este gen en el efecto clinico (eficacia y toxicidad), ya que puede tener
implicaciones para la individualizacion de la terapia o la dosificacién de los

antiagregantes plaquetarios.

R Los «inhibidores basados en el mecanismos» son moléculas no reactivas que a través de catalisis
enzimatica se transforman en especies activas que inhiben la enzima.

$ Los «microsomas hepaticos» son organulos parenquimatosos de este érgano, que catalizan
transformaciones metabdlicas en su mayor parte, por enzimas del reticulo endoplasmatico.
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5. EVOLUCION DE LOS ESTUDIOS PGx EN LAS ECV

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios PGx se han centrado exclusivamente
en el andlisis de los mecanismos FC/FD responsables de la variabilidad en la
respuesta a los farmacos. No obstante, el conocimiento incompleto de las vias
celulares implicadas y de las redes de interaccion génica limita la comprension
de una proporcién significativa de la heredabilidad «ausente», la cual expone
a muchos pacientes a un riesgo elevado de sufrir eventos adversos recurrentes.
En consecuencia, no solo es necesario seguir investigando los factores
moduladores de la respuesta farmacoldgica, sino también tratar de explorar los
procesos biologicos responsables de la patogénesis de la enfermedad, que
podrian influir de igual modo en la predisposicion a eventos adversos,

independientemente del tratamiento prescrito.

En el momento de redactar este capitulo, no se han realizado estudios que
analicen de forma conjunta los marcadores PGx y aquellos relacionados con el
desarrollo de la propia enfermedad. Si bien los investigadores disponen de
paneles PGx para evaluar la respuesta individual a farmacos especificos,
incluidos los antiagregantes plaquetarios, asi como paneles para ECV,
actualmente no existen paneles que combinen ambos aspectos. Nuestro estudio
es el primero en disefar y analizar un panel de genes que incluye la mayoria
de los loci PGx clinicamente relevantes, junto con una gran proporcion de
loci asociados a los principales eventos isquémicos y/o hemorragicos
relacionados con el tratamiento antiagregante plaquetario. Este enfoque ha
permitido identificar nuevas variantes candidatas —en genes no considerados
previamente— relacionadas con la incidencia de eventos en pacientes con SCA

sometidos a ICP, sin necesidad de una hipdtesis previa.

En este sentido, nuestros hallazgos plantean una novedosa observacion: en

los diferentes analisis realizados, y en particular en aquellos que no consideraron
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el tratamiento prescrito, las variantes genéticas que alcanzaron los valores de p
mas bajos estdn principalmente relacionadas con el desarrollo y la gravedad de
la ECV, méas que con el metabolismo de los antiagregantes plaquetarios. En
concreto, tres procesos bioldgicos resultaron estar principalmente afectados: el
metabolismo de lipidos, la inflamacion vascular y la disfuncion endotelial. Estos
procesos interrelacionados se han asociado directamente con la gravedad de la
EAC, dado que desempenian un papel clave en el desarrollo de la aterosclerosis

y, por ende, en la posible predisposicion a futuros eventos CV adversos.

Estudios recientes han demostrado que la aterosclerosis es un proceso
inflamatorio crénico que tiene lugar en los vasos coronarios y provoca dafo y
disfuncion endotelial. La inflamacion persistente promueve la acumulacion
subendotelial de lipoproteinas, iniciando la formacion de la placa aterosclerdtica
y haciéndola vulnerable a la rotura, lo que aumenta el riesgo de trombosis y
oclusion luminal. La entrada, retencion y oxidacion de las lipoproteinas genera
dafios endoteliales que desencadenan respuestas inmunitarias tanto innatas
como adaptativas. Las células inmunitarias reclutadas (monocitos y macrofagos)
orquestan las lesiones aterosclerdticas tempranas mediante la liberacion de
citocinas proinflamatorias, que aceleran la formacién de células espumosas y
favorecen la progresion de la lesion y el SCA a través de diversas cascadas
inflamatorias.*” Comprender la compleja interaccion entre estos procesos y el
riesgo de EAC resulta esencial para reevaluar los factores de riesgo que propagan

las lesiones arteriales y disefar estrategias terapéuticas mas eficaces.

En linea con nuestros resultados, el tinico estudio que presenta un enfoque
similar al propuesto por nuestro grupo fue el realizado por Liu et al. en una
cohorte de pacientes chinos con SCA en tratamiento con clopidogrel y aspirina
tras una ICP. El objetivo de dicho estudio fue identificar nuevas variantes
genéticas asociadas con la incidencia de MACEs a los 18 meses mediante un

estudio a gran escala en dos etapas: la secuenciacion WES en una cohorte de
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descubrimiento y la secuenciacion dirigida en una cohorte de replicacion.
Identificaron ocho nuevas variantes genéticas asociadas a los MACEs, entre ellas,
rs17064642 (MYOM?2) y rs140410716 (ECHSI), localizadas en dos genes que
desempenan un papel importante en la funcién cardiaca. En particular, los
niveles de expresion de estos dos genes estaban regulados a la baja tanto en
modelos animales como en pacientes con fenotipos relacionados con los MACEs.
Ademads, llevaron a cabo un metaandlisis que confirmé que las variantes
genéticas de PON1, pero no las de CYP2C19, contribuian a los resultados CV en

los pacientes chinos Han.!*9

Otro estudio de asociacion realizado por Verma et al.*> reveld que CYP2C19%2
era el principal determinante genético de la respuesta variable al clopidogrel en
individuos de ascendencia europea. En un intento de identificar otras variantes
asociadas con la HTPR, dichos autores realizaron un segundo GWAS ajustando
los resultados para CYP2C19*2. Tras este ajuste, ningin otro SNP alcanzé
el umbral de significacion gendmica; sin embargo, entre las variantes
sugestivamente asociadas destacaron el rs151216272 en LINGO2 (p = 1.59 x 107),
previamente asociado con el IMC y la DM; y el rs35464072 en NR3C2
(p = 2.75 x 10), que se ha asociado con la esquizofrenia y con la inflamacién
inducida por ox-LDL en células endoteliales coronarias humanas. Estos hallazgos
refuerzan la necesidad de explorar la arquitectura genética del fenotipo de

respuesta al clopidogrel mas alla de CYP2C19.0%)

Recientemente, Yang et al. llevaron a cabo el primer GWAS de respuesta al
clopidogrel en una cohorte afroamericana. A diferencia de los estudios realizados
en otras poblaciones, estos autores no encontraron ninguna asociacion entre las
variantes de CYP2C19 y la respuesta al clopidogrel, pero identificaron una
posible variante funcional en la region promotora del gen THSD7A (rs7792678),

que se asocié con un mayor riesgo de HIPR (p = 4.56 x 10”°). Se ha demostrado
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que THSD7A puede inhibir la migracion de células endoteliales primarias, lo que
daria lugar a la disfuncion endotelial, y se ha relacionado a este gen con diversos

procesos patoldgicos, incluida la EAC.(50)

En ultima instancia, la predisposicion al desarrollo de nuevos episodios CV
parece estar determinada precisamente por la contribucion acumulativa de
numerosas variantes genéticas polimdrficas, cada una de las cuales se caracteriza
por un efecto relativamente débil o moderado sobre los diferentes procesos
implicados en el desarrollo de la propia enfermedad. No obstante, incluso
si el efecto genético es pequeno, puede ser bastante informativo y contribuir
a una exploracion mecanicista de las redes moleculares implicadas en este

fenotipo complejo.'>!

Por tanto, considerando los resultados de este trabajo y la evidencia
disponible en diversas poblaciones, se justifica un cambio de paradigma en el
enfoque PGx clasico. Este cambio es particularmente relevante en el campo de las
ECV, donde la complejidad de los procesos subyacentes al desarrollo de eventos
isquémicos y/o hemorrégicos tras la ICP requiere de una aproximacién mas
amplia, que incluya una union consistente entre el perfil molecular del individuo
y el perfil clinico de la enfermedad, permitiendo asi una mejor estratificacion
del riesgo. Las futuras investigaciones PGx deberian incluir, ademas de los
genes que influyen en la respuesta farmacoldgica, aquellos relacionados con la
predisposicion a la enfermedad y a los procesos patologicos que la desencadenan.
Este enfoque facilitaria la identificacion de biomarcadores capaces de predecir el
riesgo de eventos adversos y contribuiria al desarrollo de estrategias terapéuticas
personalizadas que aborden de manera efectiva los diversos mecanismos

implicados en la recurrencia de eventos CV.
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Puntuaciones de riesgo poligénicas

En los ultimos anos, las puntuaciones de riesgo poligénicas (PRS, del inglés
polygenic risk score) han ganado popularidad como herramientas prometedoras
para estimar el efecto acumulativo de la variacién genética en todo el genoma
sobre un fenotipo concreto, lo que mejora la clasificacion de los pacientes en
funcién de su genotipo. Los PRS se calculan como la suma ponderada de los
tamanos de efecto de todas las variantes incorporadas, de modo que permiten
agrupar las firmas genéticas complejas en una unica puntuacion que se
correlaciona con la predisposicion genética al rasgo en cuestion. Aunque los PRS
han demostrado ser eficaces para identificar con mayor precision a individuos
con riesgo de padecer enfermedades comunes, su aplicacién en PGx ha sido
menos explorada, por lo que resulta interesante evaluar su potencial para

predecir la respuesta farmacoldgica individual.(*)

En el contexto de la PGx CV, Zhao et al. evaluaron si un PRS basado en
polimorfismos derivados de GWAS, previamente asociados con el prondstico de
la EAC, podria predecir el riesgo de MACEs en pacientes chinos. En los andlisis
de variante tnica, tres SNPs relacionados con el riesgo de EAC, por estar
implicados en el metabolismo de lipidos y el desarrollo de aterosclerosis
(rs579459 en ABO, rs4420638 en APOCI y rs2107595 en HDACY), se asociaron
con un mayor riesgo de MACEs (p <0,01). Ademas, un PRS compuesto por estos
tres SNPs se correlacioné positivamente con un mayor riesgo de MACEs, incluso

después de ajustar por variables clinicas (p < 0,01).5?)

Por su parte, Lewis et al. utilizaron evidencias previas para disefiar un PRS de
respuesta al clopidogrel que incluia seis SNPs, entre ellos el CYP2C19%2,
relacionados con la reactividad plaquetaria al tratamiento. A pesar de que
ninguno de los polimorfismos se asocid individualmente con el riesgo de

MACEs, el PRS se correlacioné con el rasgo (p = 0,01), demostrando asi el valor
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predictivo de los pequefios efectos acumulativos de mdultiples variantes y

sentando las bases para el uso de variantes adicionales, ademas de las variantes

de CYP2C19.057

En concreto, para fenotipos complejos como los eventos isquémicos y/o
hemorragicos, multiples factores genéticos y no genéticos desempenan un papel
fundamental en el desarrollo o la prevencion del resultado clinico. Esto sugiere
que la incorporacién de un PRS que integre variantes genéticas relacionadas con
el metabolismo de los fAirmacos y con la propia evolucion de la enfermedad, junto
con variables clinicas, podria mejorar la prediccién del riesgo individual a
desarrollar eventos adversos tras el tratamiento antiagregante. Los avances en las
técnicas de secuenciacion y la expansion de biobancos con pacientes fenotipados
y con historiales de medicacién detallados ofrecen nuevas oportunidades para
investigar con mayor profundidad el uso de los PRS en PGx. No obstante, para
ampliar atn mas la utilidad del uso de estas puntuaciones, sera importante
desarrollar marcos tedricos que permitan extender las asociaciones de variantes
unicas a haplotipos, y que, ademads, evaltien con mas detalle el valor predictivo

de los PRS en la prevencién secundaria.

6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La principal limitaciéon de nuestro estudio fue el tamafio de la muestra, un
reto habitual en la investigacion PGx debido a la dificultad de reclutar un niimero
suficiente de participantes que permita alcanzar la potencia estadistica necesaria
para detectar asociaciones significativas. Esto se debe a que los estudios PGx
suelen limitarse a individuos con una enfermedad determinada, de los cuales
solo una pequena fraccion toma el farmaco de interés, y, de estos, una fraccion
aun menor podria desarrollar una RAM concreta.® De hecho, una revision de
23 GWAS PGx realizados entre 2007 y 2010 mostrd que los GWAS de respuesta

a farmacos tenian una media de 570 participantes y los GWAS de RAMs
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presentaban una proporcion de casos/control de 70/120. Las estimaciones para
2015-2020 mostraron que estas cifras estdin aumentando gracias a la realizacion
de estudios PGx en el contexto de ensayos clinicos aleatorizados o consorcios
internacionales (p. ej., PGRN-RIKEN), que facilitan el reclutamiento de grandes
cohortes y la replicaciéon de los resultados.®'¥ En este sentido, nuestra
participacion en el proyecto europeo U-PGx nos brinda acceso a una coleccion de
muestras, actualmente liberada para su uso, y la oportunidad de colaborar con
otros grupos de investigacion, con el objetivo de replicar nuestros hallazgos en

otras poblaciones, lo que podria ampliar el impacto de los resultados obtenidos.

Debido a esta primera limitacién, la capacidad para identificar asociaciones
gendmicas con los resultados clinicos individuales fue limitada debido al
escaso numero de eventos adversos observados. Para hacer frente a este
inconveniente, los eventos individuales se agruparon en «eventos primarios»,
«eventos secundarios» y «eventos hemorragicos». En consecuencia, nuestros
andlisis relativos a la asociacién de variantes con los resultados clinicos
deben considerarse altamente exploratorios y generadores de hipdtesis. A pesar
de ello, las variantes identificadas mostraron una asociacién con una menor
incidencia de eventos adversos durante el periodo de seguimiento, por lo que
serd necesario realizar estudios mas amplios y con mayor potencia estadistica

para replicar estos hallazgos.

Otra limitacion fue el tamafio del panel y, en tltima instancia, el nimero de
variantes identificadas. No obstante, una ventaja de nuestro panel es que no solo
se centra en genes cardiacos y metabdlicos con evidencia previa, sino que
también se extiende 300 pb aguas arriba y aguas abajo de las posiciones de
interés. Este disefio personalizado permitié analizar tanto regiones codificantes
como variantes no codificantes que podrian ser relevantes, pero que habrian
pasado desapercibidas en un andlisis WES. El hecho de que el 96,4 % de los

polimorfismos genéticos identificados en los GWAS PGx se localicen en regiones
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no codificantes subraya la importancia de las variantes reguladoras en la
respuesta a los fdrmacos. Sin embargo, estas variantes reguladoras rara vez
se incluyen en los estudios PGx, a pesar de que se sabe que los elementos
reguladores tienen efectos estructurales y funcionales de gran alcance sobre

las regiones gendmicas o los productos génicos que regulan.®

Por otra parte, debido a que este trabajo consiste en un estudio observacional
retrospectivo, centrado exclusivamente en el andlisis de variantes genéticas, no
se incluyeron enfoques complementarios que permitieran evaluar los efectos
de las variantes identificadas en el fenotipo relativo a la aparicion de eventos
en pacientes con SCA sometidos a ICP. La inclusion de ensayos que midieran
factores plasmaticos de activacidon/inflamacion endotelial, niveles de lipidos y/o
reactividad plaquetaria habria sido util para confirmar las hipotesis generadas a

partir de los resultados obtenidos de la secuenciacion.

Por ultimo, la mayoria de los participantes incluidos en el estudio eran de
ascendencia europea. Por lo tanto, hay que tener cuidado al interpretar los
resultados de asociacion y al extrapolar estos hallazgos a poblaciones de
diferentes origenes étnicos. Esto puede ser especialmente importante en el caso
de polimorfismos cuya frecuencia varia considerablemente entre poblaciones.!*”
Por ejemplo, las variantes mds comunes en otras poblaciones, pero con una
frecuencia baja en poblaciones de ascendencia europea, pueden no haber sido
detectadas en nuestra poblacion (p. ej., CYP2C19*3 es mdas comun en poblaciones
asiaticas y no aparece en la nuestra). Este hecho resalta la importancia de validar
las variantes candidatas en otros grupos étnicos antes de trasladar nuestros

resultados a otras poblaciones.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A lo largo de este trabajo se han propuesto ciertos polimorfismos, en concreto
el 152472434 (ABCAI) y el rs7439366 (UGT2B7), junto con el «genotipo de
resistencia» utilizado actualmente en nuestro hospital para orientar el
tratamiento, como posibles candidatos a estudiar en nuestra poblacion a partir
de ahora. Sin embargo, debido a las limitaciones existentes, seria recomendable
realizar un estudio prospectivo o un ensayo clinico aleatorizado para evaluar la
influencia de estos marcadores en la prediccion del riesgo de eventos CV
recurrentes. Al mismo tiempo, es preciso evaluar funcionalmente las variantes
candidatas para asegurar que el efecto que hipotetizamos sobre ellas es real, asi
como complementar los estudios de asociacion con otras aproximaciones que

refuercen los resultados genéticos.

Uno de los principales obstaculos para la aplicacion clinica de las pruebas PGx
es la dificultad para traducir los resultados genéticos en decisiones de
prescripcion procesables (p. ej., ajustar la dosis del farmaco para maximizar
su eficacia y minimizar su toxicidad, o evitar el uso del farmaco). Este proyecto
se ha centrado en el desarrollo de una nueva metodologia que permita adaptar
y personalizar la terapia, con el fin de identificar a los pacientes que podrian
responder peor a un tratamiento especifico, lo que desencadenaria un cambio
en la decision de prescripcion. No obstante, es importante sefialar que el
conocimiento de un fenotipo «normal» puede ser igualmente valioso. En nuestro
caso, segun el andlisis de random forest, la combinacidon de variables clinicas
y genéticas tiene una alta sensibilidad a la hora de predecir los buenos
respondedores, es decir, aquellos pacientes con pocas probabilidades de sufrir
eventos isquémicos y/o hemorragicos tras el tratamiento con clopidogrel. Una
estrategia que se podria explorar, al menos en el contexto del SCA, seria

comenzar en el momento de la ICP con el tratamiento antiagregante mas
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potente y, una vez se disponga de los resultados genéticos, cambiar a clopidogrel
(desescalada del tratamiento guiada por el genotipo). Este enfoque optimizaria
la terapia antiplaquetaria y mejoraria los resultados clinicos al reducir el
riesgo de hemorragias (prasugrel) o disnea (ticagrelor) sin aumentar los

episodios isquémicos.

Finalmente, a pesar de los avances que se han realizado en PGx, las variantes
comunes que se conocen en la actualidad solo explican parcialmente la
variabilidad observada en la respuesta a los farmacos. Investigaciones recientes
sugieren que la variabilidad genética individual se correlaciona con los patrones
de metilacion del ADN, los llamados loci de rasgos cuantitativos de metilacion
(mQTL, por sus siglas en inglés). Estos mQTLs representan aspectos importantes
y, en gran parte, inexplorados de la regulacion de los genes implicados en el
metabolismo y el transporte de farmacos. Caracterizar estas posiciones permitira
conocer el estado de activacion de ciertas regiones gendmicas y, por tanto, su
posible implicacién en la transmisidn del fenotipo y la predisposicion a ciertas
condiciones complejas, como el desarrollo de eventos adversos tras el tratamiento
con DAPT. En este sentido, nuestro proximo proyecto integrard las «dmicas» para
validar los resultados obtenidos con NGS mediante un estudio GWAS en una
muestra de mayor tamafio y combinar estos hallazgos con un estudio EWAS. De
esta forma, se pretende dilucidar los mecanismos moleculares implicados en la
respuesta farmacoldgica e identificar nuevos biomarcadores (variantes genéticas

o patrones de metilacion) para su aplicacion clinica en la prevencion de eventos.

En un horizonte proximo, las estrategias de eleccidén de tratamiento deberian
considerar un enfoque multifactorial que aborde las interacciones entre el riesgo
genético y los factores ambientales, con el fin de proporcionar modelos
predictivos de respuesta farmacologica mds precisos y avanzar asi hacia una

medicina mas personalizada.
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1. En nuestra cohorte de pacientes con sindrome coronario agudo sometidos a
intervencion coronaria percutdnea con implantacion de stent, la edad avanzada,
un indice de masa corporal elevado y los antecedentes cardiovasculares previos
fueron los factores de riesgo cardiovascular asociados de forma independiente a
una mayor incidencia de eventos isquémicos y/o hemorragicos tras el tratamiento

con doble terapia antiagregante.

2. Utilizando un enfoque de secuenciacion masiva, disenamos el primer panel de
genes personalizado para el andlisis simultdneo de genes implicados en el
metabolismo y transporte de fadrmacos, asi como aquellos asociados con el
desarrollo de la enfermedad cardiovascular. Este enfoque nos ha permitido
identificar nuevas variantes candidatas —en genes no contemplados previamente—
relacionadas con la aparicion de eventos adversos secundarios tras la

intervencion coronaria percutanea, sin necesidad de una hipdtesis previa.

3. En un primer andlisis de asociacion, independientemente del antiagregante
prescrito, ningtin polimorfismo alcanzé el umbral de significacion gendmica tras
la correccion. No obstante, variantes en genes relacionados con el metabolismo
de lipidos, la inflamacién vascular y la disfunciéon endotelial, que estan
implicadas en procesos clave en el desarrollo de la aterosclerosis en pacientes con
sindrome coronario agudo, podrian estar asociadas con la predisposicién a sufrir

eventos adversos recurrentes en este grupo de pacientes.

Sin embargo, los mecanismos exactos por los cuales estas variantes influyen
en el riesgo de eventos aun no estan completamente dilucidados, lo que
subraya la necesidad de realizar estudios adicionales para profundizar en su

impacto y relevancia clinica.

4. El andlisis exploratorio realizado en este trabajo identific6 la variante intrénica

152472434 (c.543+711T>G) en el gen ABCA1 como una candidata prometedora
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para predecir el riesgo de eventos isquémicos y/o hemorragicos, tanto de manera

global como en funcion del tratamiento prescrito.

Los hallazgos obtenidos sugieren que la predisposicion a eventos recurrentes es
atribuible a factores relacionados con la propia enfermedad cardiovascular,
ya que este gen esta relacionado con el metabolismo de lipidos y la prevencion
de la aterosclerosis coronaria, mas que a una respuesta inadecuada a la terapia

antiplaquetaria.

5. En analisis de asociacion posterior, al estratificar a los pacientes en base
al antiagregante pautado, se identificaron variantes implicadas en la ruta
metabdlica del clopidogrel, algunas con alta evidencia (CYP2C19 y ABCBI) y
otras nuevas (UGT2B7), que podrian contribuir a la variabilidad en la respuesta
al farmaco, afectando tanto a su efectividad como al riesgo, en consecuencia, de

eventos adversos recurrentes.

6. En los pacientes tratados con clopidogrel, la presencia del «genotipo de
resistencia» —definido por las variantes en los genes CYP2C19 (alelo A para el
rs4244285) y ABCB1 (genotipo AA para el rs1045642)—- podria estar asociada con
un mayor riesgo de eventos isquémicos y/o hemorragicos. Incluir el genotipado
combinado de ambos polimorfismos antes de iniciar el tratamiento
antiplaquetario, en lugar de analizar inicamente CYP2C19*2, podria mejorar la
capacidad predictiva de la respuesta al clopidogrel y del riesgo de eventos

adversos tras la implantacion del stent.

7. Del mismo modo, en pacientes tratados con clopidogrel, la variante missense
UGT2B7%*2 (rs7439366, c.802T>C) se asocio con una menor incidencia de eventos
isquémicos y/o hemorragicos tras recibir dicho farmaco. Ademas, el andlisis de
random forest reveld que el genotipo CC para el rs7439366 protegia contra la
aparicion de eventos adversos en pacientes con genotipo GG para el CYP2C19*2

(rs4244285, c.681G>A).
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8. Nuestros hallazgos subrayan la necesidad de seguir explorando la arquitectura
genética asociada al fenotipo de respuesta al clopidogrel mas alla del CYP2C19,
lo que plantea un cambio de paradigma en el enfoque farmacogenético clésico.
Las investigaciones futuras en este campo deberian incluir no solo los
genes implicados en la respuesta farmacoldgica, sino también aquellos
relacionados con la predisposicion a la enfermedad y a los procesos patoldgicos

que la desencadenan.

9. En base a los resultados de este estudio, la incorporacion de una puntuacion
de riesgo poligénico, que integre variantes genéticas asociadas al metabolismo de
los farmacos y a la propia evolucion de la enfermedad, junto con variables
clinicas, podria mejorar la prediccion del riesgo individual de eventos adversos
tras la terapia antiagregante y facilitar la personalizacion del tratamiento en

pacientes con sindrome coronario agudo.

10. Una vez validados los resultados, podrian emplearse para llevar a cabo una
prediccion mas precisa de aquellos pacientes con pocas probabilidades de sufrir
eventos isquémicos y/o hemorragicos tras el tratamiento con clopidogrel, y para
guiar estrategias de desescalada del tratamiento basadas en el genotipo en

pacientes con sindrome coronario agudo tratados con prasugrel o ticagrelor.
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Anexo I. Algoritmo de eleccion del tratamiento antagonista P2Y12

Tratamiento Antiagregante del SCA

| Diagnodstico de sindrome coronario agudo

!

'

UGC CUIDADOS CRITICOS Y URGENCIAS

UGC CARDIOLOGIA
UGCFARMACIA

SCACEST SCASEST
¢ l | Valorar riesgo isquémico (TIMI)
B AntesICP
Moderado/bajo riesgo ; S
O vt = o | Altoriesgo isquémico
isquémico (TIMI < 5) / - > (TIMI>5)
Alto riesgo hemorragico
s | '
<75 afios
>60kg
Ticagrelor:  ictus/AIT previo
=75 afios SiICP
<iorg e
CLer < 60 ml/min
Clopidogrel: RHA (CRUSADE >41)
l Ticagrelor:  ictus/AIT previo
=75 afios
==l
CLer <60 ml/min
Clopidogrel: RHA (CRUSADE > 41)

Clopidogrs! (sensibles)

Prasugrel:

- 5 mg/24h si: edad 2 75 afos y/o
peso<80kg

-10 mg/24h en el resto

Ticagrelor: resistentes a clopidogrsl
¥ con ictus o AIT previo

Prasugrel:  diabéticos Prasugrsl:  diabéticos

<75 afios <75 anios

>60 ke =60kg
Ticagrelor:  ictus/AIT previo Ticagrelor:  ictus/AlT previo

275 afios =75 afos

<60 kg <60kg

CLer <60 mi/min CLer <60 ml/min
Clopidogrel: RHA (CRUSADE >41) Clopidogrel: RHA (CRUSADE > 41)

> | 51

Y

Clopidogrel (sensibles)

Prasugrel:

- 5 mg/24h si: edad 2 75 afios v/o
peso<60kg

-10 mg/24h en el resto

Ticagrelor: resistentes a dopidogrel
v con ictus o AIT previo
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Anexo II. Aprobacion del comité de ética de investigacion biomédica de
la provincia de Granada para el estudio en pacientes con sindrome
coronario agudo

4 /A\ \ Servicio Andaluz de Salud
prereente®  CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES

D. FIDEL FERNANDEZ QUESADA, EN CALIDAD DE PRESIDENTE
DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION BIOMEDICA DE LA
PROVINCIA DE GRANADA (CEIM/CEI GRANADA)

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado favorablemente el proyecto de investigacion titulado:

“Elaboracién de un algoritmo de decisién que valore el riesgo de nuevos

eventos cardiovasculares empleando la tecnologia NGS para conocer la

respuesta a los antiagregantes plaquetarios en pacientes con SCA sometidos

a ICP con implantacion de stent ” de Codigo peiba 1874-N-18, siendo el

investigador principal del mismo D?. Cristina Lucia Davila Fajardo del Servicio de
Farmacia Hospitalaria el H. S. Cecilio -Campus de la Salud de Granada

considerando que,

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 catorce de diciembre de dos mil dieciocho.

LT

0\40(\50)&:3 s S

() Grana% \99/0‘7('..
> C
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Anexo III. Hoja de informacion al paciente y consentimiento informado

para el estudio en pacientes con sindrome coronario agudo

UGC FARMACIA - HOSPITALES GRANADA

pr—
qig— /fA\\ Servicio Andaluz de Salud /V Genyo

;JE = JUNTA DE ANDRLUCA CONSEJERIA DE SALUD

. TERMIVELES JALUC

TERG NI"H‘(I.‘N RSID: I
E CENTRE FOR GENOMICS AND ONCOLOGICAL RESEARCH

DOCUMENTO DE INFORMACION PARA EL PROYECTO: Elaboracion de un algoritmo de decision
que valore el riesgo de nuevos eventos cardiovasculares empleando la tecnologia NGS para
conocer la respuesta a los antiagregantes plaquetarios en pacientes con SCA sometidos a ICP
con implantacién de stent:

EN QUE CONSISTE: Las UGC de Farmacia {Hospital Virgen de las Nieves) y Cardiologia (Hospital San
Cecilio} de Granada, en colaboracion con el distrito metropolitano de atencidn primaria y el centro de
investigacién GenYo, todos ellos conocedores de la gran variabilidad en la respuesta a los
medicamentos y en la predisposicidn a la aparicion de enfermedades cardiovasculares dependiendo de
la genética de los pacientes, estan realizando un estudio genético a fin de identificar nuevas variaciones
en nuestros ADN capaces de predecir una mayor o menor predisposicion a sufrir una enfermedad
cardiovascular o una respuesta diferente a la normal para los medicamentos utilizados frente este tipo
de enfermedades.

Siendo usted una persona sana, que no padece ningun tipo de enfermedad cardiovascular, mayor de
edad, es candidata/o a participar en este estudio como individuo del grupo “CONTROL”.

Le pedimos su autorizacidén para tomarle una muestra de saliva y estudiar su material genético, a partir
del cual comparando su ADN y el de otros individuos sanos, con el ADN de pacientes que hayan sufrido
algln tipo de evento cardiovascular importante, podriamos conocer nuevas pequefias variaciones
genéticas responsables de las diferencias interindividuales en la aparicion de enfermedades
cardiovasculares y en la respuesta a medicamentos utilizados en el tratamiento de estas patologias.

COMO SE REALIZA: Este estudio genético se realiza a través de una muestra de saliva, que se recoge
con una torunda {(una especie de Chupachups pequefio}. Ademds, se le solicitara que, una vez tomada
la muestra de saliva, la realizacién de una serie de pruebas: Ecocardiogragrama, ECG, prueba de
esfuerzo, medidas de presion arterial y una analitica sanguinea (bioquimica normal}. Una vez donada
esta muestra de saliva y realizadas estas pruebas no se requerira que realice ningtn tipo de
seguimiento.

QUE EFECTOS LE PRODUCIRA: Ninguno

EN QUE LE BENFICIARA: Una vez finalizado el estudio, en caso de que usted sea portador de alguna de
las variaciones genéticas asociadas a un mayor riesgo cardiovascular o una respuesta diferente a la
normal frente alguno de los medicamentos utilizados contra estas enfermedades, pondremos esta
informacidn a su disposicion.

OTRAS ALTERNATIVAS EN SU CASO: Usted es un individuo sano, puede decidir libremente participar
0 no en este estudio.

QUE RIESGOS TIENE: Ninguno

OTRA INFORMACION: La muestra quedara en el banco de muestras para utilizarla en otras
investigaciones (registrada en el registro nacional de biobancos como coleccion privada), salvo que
usted manifieste de manera especifica lo contrario.

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacte con nuestro personal de Farmacia en el
teléfono: 958 020371
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CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

s Heleido el documento informativo que acompafia a este consentimiento {(Informacion al Paciente)

He podido hacer preguntas sobre el estudio “Elaboracian de un algoritmo de decision que valore el riesgo de
nuevas eventos cardiovasculares empleando la tecnclogia NGS para conocer la respuesta a los antiagregantes
plaquetarios en pacientes con SCA sometidos a ICP con implantacién de stent”

He recibido suficiente informacicn sobre el estudie “Elaboracién de un algoritmo de decision que valore el riesgo
de nuevos eventos cardiovasculares empleando la tecnologia NGS para conocer |a respuesta a los antiagregantes
plaquetarios en pacientes con SCA sometidos a ICP con implantacian de stent”

He hablado con el profesional sanitario informador: SONIA GARCIA RODRIGUEZ

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 Proteccién de Datos de Caracter Personal 15/99 y el Reglamento
{UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccién de Datos
{RGPD).

+  Se me ha infermado de que la donacion/informacion obtenida sélo se utilizara para los fines especificos
del estudio.

¢ Deseo serinformado/a de mis datos genéticos y otros de cardcter personal que se obtengan en el curso de
la investigacion, 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 hiolégicos.
Si No

+ Acepto la utilizacion de la muestra en futuros proyectos de investigacion relacionados o no con la
enfermedad o proceso.

* Comprendo que puedo retirarme del estudio:
- Cuando quiera

- Sin tener que dar explicaciones
- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto “Elaboracién de un algoritmo de decisién que
valore el riesgo de nuevos eventos cardiovasculares empleando la tecnclogia NGS para conocer la respuesta a los
antiagregantes plaquetarios en pacientes con SCA sometidos a ICP con implantacién de stent”

Firma del paciente Firma del profesional sanitario informador {o

representante legal en su caso)

Nombre y apellidos.................... Nombre y apellidos: ..................

Fecha: e Fecha: ...
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Revocacion del Consentimiento informado

Yo, D./Diia. revoco el consentimiento informado otorgado
para el estudio “Elaboracién de un algoritmo de decisidn que valore el riesgo de nuevos eventos cardiovasculares

empleando la tecnologia NGS para conocer |a respuesta a los antiagregantes plaquetarios en pacientes con SCA
sometidos a ICP con implantacion de stent”

Solicito:

[ Revocacion total: las muestras bioldgicas e informacidn asociada serdn destruidas excepto aquellas
que ya hayan sido utilizadas en proyectos.

[0 Revocacion parcial: sclicito que mis muestras NO sean utilizadas para para la/s siguiente/s finalidad/es:
O Investigacién

0 Docencia

O calidad

Firma del paciente Firma del profesional sanitario informador {o

representante legal en su caso)

Nombre y apellidos:.......coum.....

[ =Tol o - OSSN
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Anexo IV. Ejemplo de un informe de calidad del chip High Sensitivity
de Bioanalyzer para una de las muestras tras la sonicacion

(FU] &

140+
1204

o4 " ‘ ’ -

|3 | 1 | L\l I 1 I ] L L 1 | ] 1
35 100 200 300 400 500 200 2000 10380 [bp]

Overall Results for sample 5 : H2
Nunmber of peaks found: 1 Corr. Area 1: 10815
Noisa: 0.3 Carr. Area 2: 24854
Peak table for sample 5 : H2
Peak  Size [bp] Conc. [pg/pl]  Molarity [pmol/I] Observations  Area Peak Height
1 4 35 125.00 54113 Lower Marker 456 95.1
2 177 1,135.88 9,735.0 640 .4 80.1
3 186 8472 7,290.5 5204 3
4 M 53.24 274.5 4.2 33.0
S 3R 45.36 207.0 385 28.5
6 349 28.78 1248 254 264
7 62 51.82 217.1 47.1 24.5
8 3% 33.02 128.5 320 19.7
9 474 8.01 256 84 83
10 496 4.26 130 46 7.1
11 529 417 119 4.7 58
12 p 10,380 75.00 109 Upper Marker 153.5 153.6
13 13,084 0.00 0.0 2.5 54
Region table for sample 5 :
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul]  [pmol/l] lor
42 636 24854 9 214 46.1 24494 24,5047 ||
200 1,000 1,085 43 292 265 950,72 5335.3 |
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Anexo V. Ejemplo de un informe de calidad del chip DNA 1000 de
Bioanalyzer para una de las muestras antes de la hibridacion con la

sonda de captura

[FUl
&
120+ |
100 l
80 A ‘
$ =
60 [ :
40 7 — ”. — \ »\ T
[l RN [
20 IS |
P . | —— i
L T T T T T T LI L T
i5 50 100 200 300 400 500 700 1500
Overall Results for sample 11 :  HS5
Number of peaks found: 3 Area 1: 749.0
Peak table for sample 11 : _H5
Peak Size [bp] Conc. [ng/pl] Molarity [nmol/l] Observations
1 4 15 4.20 424.2 Lower Marker
2 308 8.92 438
3 324 10.60 49.5
4 407 1.32 4.9
5 p 1,500 2.10 2.1 Upper Marker
Region table for sample 11 : H5
From [bp] To[bp] Area % of Total Average Size Size distribution in CV  Conc. [ng/ul] Col
[bp] [%] or
150 500 749.0 100 334 14.7 21.92 [

[bp]
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Anexo VI. Ejemplo de un informe de calidad del chip DNA 1000 de
Bioanalyzer para una libreria después de la captura de las zonas de

interés
(FU] 4
N
804
K
4 f
,w-
20 ’
0 -— " S 3 N L e e W=
T 71 1 1 1 1 1 | || ¥-§ 1
15 100 200 300 400 500 700 1500 [bp]

Overall Results forsample 2 : _PF_T11

Number of peaks found: 0 Area 2: 0.0

Area1: 2543

Peak table for sample 2 : PF _T11

Peak Size [bp] Conc. [ng/pl] Molarity [nmol/I] Observations
1 4 15 4.20 424.2 Lower Marker
2 P 1500 2.10 2.1 Upper Marker

Region table for sample 2 : PF_T11
From [bp] To[bp] Area % of Total Average Size Size distribution in CV  Conc. [ng/pl] Col

[bp] [%] or
0 0 00 0 0 0.0 0.00 =
200 700 2543 92 35 203 11.20 ||
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Anexo VII. Publicaciones derivadas de esta Tesis Doctoral

Articulo publicado

Antunez-Rodriguez A, Garcia-Rodriguez S, Pozo-Agundo A, Sanchez-Ramos JG,

Moreno-Escobar E, Trivifio-Juarez JM, Martinez-Gonzalez L], Davila-Fajardo CL.
Targeted next-generation sequencing panel to investigate antiplatelet adverse
reactions in acute coronary syndrome patients undergoing percutaneous
coronary intervention with stenting. Thromb Res. 2024 Aug;240:109060.
doi: 10.1016/j.thromres.2024.109060. Epub 2024 Jun 6. Pubmed PMID: 38875847.

Factor de impacto: 3.7 (Q1, Peripheral vascular disease, 21/96).
Comunicacion cientifica

Antunez-Rodriguez A, Garcia-Rodriguez S, Pozo-Agundo A, Sdnchez-Ramos JG,

Moreno-Escobar E, Trivifio-Judrez JM, Martinez-Gonzalez L], Davila-Fajardo CL.
Identificacion de polimorfismos UGT2B7 asociados a la respuesta al clopidogrel
en pacientes con sindrome coronario agudo mediante un panel personalizado.
69 Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Farmacia Hospitalaria (SEFH).

2024. A Coruna (Espana). Participativo — Poster.
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Anexo VIII. Otras publicaciones en farmacogenética

Castafio-Amores C, Antanez-Rodriguez A, Pozo-Agundo A, Garcia-Rodriguez

S, Martinez-Gonzalez L], Davila-Fajardo CL. Genetic polymorphisms in ADRBI,
ADRB2 and CYP2D6 genes and response to beta-blockers in patients with
acute coronary syndrome. Biomed Pharmacother. 2023 Dec 31;169:115869.
doi: 10.1016/j.biopha.2023.115869. Epub 2023 Nov 10. Pubmed PMID: 37952358.

Factor de impacto: 6.9 (D1, Pharmacology & pharmacy, 15/354).

Swen JJ, van der Wouden CH, Manson LE, Abdullah-Koolmees H, Blagec K,
Blagus T, Bohringer S, Cambon-Thomsen A, Cecchin E, Cheung KC, Deneer VH,
Dupui M, Ingelman-Sundberg M, Jonsson S, Joefield-Roka C, Just KS, Karlsson
MO, Konta L, Koopmann R, Kriek M, Lehr T, Mitropoulou C, Rial-Sebbag E,
Rollinson V, Roncato R, Samwald M, Schaeffeler E, Skokou M, Schwab M,
Steinberger D, Stingl JC, Tremmel R, Turner RM, van Rhenen MH, D4vila Fajardo
CL, Dolzan V, Patrinos GP, Pirmohamed M, Sunder-Plassmann G, Toffoli G,

Guchelaar H]J; Ubiquitous Pharmacogenomics Consortium. A 12-gene

pharmacogenetic panel to prevent adverse drug reactions: an open-label,
multicentre, controlled, cluster-randomised crossover implementation study.
Lancet. 2023 Feb 4;401(10374):347-356. doi: 10.1016/S0140-6736(22)01841-4.
Pubmed PMID: 36739136.

Factor de impacto: 98.4 (D1, Medicine, general & internal, 1/329).
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Anexo IX. Material suplementario

Tabla Suplementaria 1. Anotacion de los 25 principales SNPs identificados en el andlisis de
asociacién para el desarrollo de MACEs, ajustado por edad, sexo y componentes principales.

ID CHR POS REF ALT GEN Func. EAF  p-valor Beta SD

152472434 9 107623249 A C ABCAI intronic 0.27 0.00010  -0.9247 0.2379

rs17618244 4 39448529 G A KLB exonic 0.25 0.00034 0.8324  0.2321
rs114193458 2 20989039 C T LDAH intronic 0.02 0.00049  2.4387  0.6996
153827066 20 44586023 C T  ZNF335 intronic 0.19 0.00060 0.8669  0.2526
152659122 19 51363026 C T KLK3 UTR3 0.30 0.00066  0.7246  0.2127
152472433 9 107623326 C T ABCA1l intronic 0.24 0.00136  -0.7751  0.2419
152455069 19 51728641 A G (D33 exonic 0.43 0.00162 -0.6172  0.1958
rs35141404 10 112404302 G A RBM20 exonic 0.19 0.00182  -0.7724  0.2477
152409653 8 10677792 T C PINX1 intronic 0.08 0.00183  1.1410 0.3661
152472378 9 107623570 T ABCA1l intronic 0.24 0.00206  -0.7452  0.2419
rs7517389 1 230910339 A CAPN9 exonic 0.05 0.00222  -1.4413 0.4712

A DPP6 exonic 0.34 0.00229  0.6161  0.2021

rs2713731 3 158416973

G
G

152230064 7 154667643 G
A T RARRESI intronic 0.03 0.00248  1.7928  0.5925
C

152228606 1 109878903 G SORTI exonic 0.02 0.00272  -2.4123  0.8047
CASTORS3-

156979218 7 99893148 C G intergenic  0.27  0.00297  0.6660  0.2242
SPDYE3

rs57593250 8 141460918 T  TRAPPCY9 exonic 0.09 0.00309 -1.0083  0.3408

rs61739560 8 141461074 G TRAPPCY9 exonic 0.09 0.00309  -1.0083  0.3408

rs116142311 2 239013472 A ESPNL exonic 0.02 0.00319 19999  0.6783

152487058 9 107623626 T  ABCA1l intronic 0.24 0.00354 -0.7266  0.2492
153796529 4 57797414 REST exonic 0.19 0.00402 0.7104  0.2470
rs1058205 19 51363398 T KLK3 UTR3 0.18 0.00407  0.7101  0.2472
152920676 8 6302671 T MCPHI exonic 0.04 0.00414 -1.3839  0.4827

rs72795149 16 73068495 A ZFHX3 intronic 0.05 0.00449 1.1497  0.4046

o o 0o 0o 0o 0o o » 0
—

152002977 19 41350594 A CYP2A6 exonic 0.06 0.00465 1.1568  0.4088

rs6125402 20 47244450 G A PREX1 exonic 0.13 0.00470  -0.8027  0.2839

Las coordenadas de las variantes estan codificadas para el genoma hgl9 (GRCh37). La frecuencia alélica se
corresponde a la poblacion europea, segiin gnomAD genomes v3.1.2. Abreviaturas: ID, identificador del
polimorfismo; CHR, cromosoma; POS, posicion; REF, alelo de referencia; ALT, alelo alternativo; Func, efecto
funcional; EAF, frecuencia alélica de efecto (effect allele frequency); Beta (), coeficiente beta correspondiente a la
medida de magnitud del efecto (effect size); SD, desviacion estandar (standard deviation).
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