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RESUMEN ESTRUCTURADO

Introduccién:

El clopidogrel es un profarmaco cuyo metabolito activo ha demostrado su
eficacia como antiagregante en la prevenciéon de eventos cardiovasculares
mayores secundarios a sindrome coronario agudo, enfermedad arterial

periférica y cerebrovascular.

Para la obtencidn de su metabolito activo, clopidogrel se metaboliza a
nivel hepatico principalmente por la enzima CYP2C19, y su absorcion
depende en parte de la glicoproteina-P, cuya expresién esta codificada por el

gen ABCB1.

La presencia de los polimorfismos CYP2C19%*2, *3, *17 y ABCB1 C3435T
en pacientes con sindrome coronario agudo sometidos a una intervencion
coronaria percutdnea, se asocid a una respuesta antiagregante variable en el

tratamiento con clopidogrel.

En pacientes con enfermedad arterial periférica o enfermedad
cerebrovascular, en los que clopidogrel demostré también su eficacia, la
evidencia cientifica es mds deficiente para esta asociacion al no haber
suficientes estudios publicados, ademads, los pocos que existen muestran

resultados contradictorios.
Objetivo:

Estudiar la influencia de los polimorfismos CYP2C19*2, *3, *17 y ABCB1
3435C>T sobre la eficacia del clopidogrel en pacientes con enfermedad

arterial periférica y en pacientes con enfermedad cerebrovascular.
Metodologia:

Se realizaron 2 estudios: uno con pacientes con enfermedad arterial

periférica de miembros inferiores sometidos a una angioplastia transluminal
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percutanea, y otro con pacientes diagnosticados de ictus o accidente
isquémico transitorio. En ambos, los pacientes fueron tratados con
clopidogrel desde la cirugia y desde el diagndstico respectivamente. Se
genotipd la presencia de los polimorfismos CYP2C19*2, *3, *17 y ABCB1
C3435T en los pacientes reclutados y se estudid su asociacién con la eficacia
del clopidogrel. Como variables respuesta (eficacia), en pacientes con
enfermedad arterial periférica  sometidos a angioplastia transluminal
percutdnea se estudid la ocurrencia de eventos isquémicos en el miembro
intervenido durante el tratamiento con clopidogrel en 12 meses de
seguimiento, y en los pacientes con ictus o accidente isquémico transitorio se
estudié como evento primario la ocurrencia de infarto agudo de miocardio,
ictus o muerte cardiovascular desde el diagndstico, durante el tiempo de

tratamiento con clopidogrel, hasta el 31 de julio de 2017.
Resultados:

En pacientes con enfermedad arterial periférica y angioplastia
transluminal percutdnea tratados con clopidogrel, la presencia del
polimorfismo CYP2C19%*2 se asocié de manera independiente (OR=4.89; IC
95%=1.32-12.83; p=0.018) y combinado con el genotipo ABCB1 3435TT
(OR=4.66; IC 95%=1.37-15.84; p=0.014), con un aumento del riesgo de sufrir

un evento isquémico en el miembro intervenido.

Ademas, en estos pacientes, se relaciond significativamente la presencia
de estos polimorfismos con la mala evoluciéon de la clasificacidon de Fontaine,

ondas pletismograficas y distancia de claudicacidn.

En pacientes con ictus o accidente isquémico transitorio tratados con
clopidogrel, la presencia del CYP2C19*2 mostré una asociacién
estadisticamente significativa con el aumento del riesgo de la combinada de
ictus o accidente isquémico transitorio, infarto agudo de miocardio y muerte

cardiovascular (evento primario) (OR=5.07; 1C95%=1.2-21.45; p=0.023).
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Por otro lado, en estos pacientes, se asocio la presencia del CYP2C19*17
con la proteccion frente la aparicion del evento primario (OR=0.19;

1C95%=0.03-1.09; p=0.037).
Conclusiones:

Los polimorfismos CYP2C19*2 y ABCB1 3435C>T pueden ser marcadores
genéticos de la aparicién de eventos isquémicos en pacientes andaluces con
enfermedad arterial periférica y sometidos a angioplastia transluminal

percutdnea tratados con clopidogrel.

El polimorfismo CYP2C19*2 puede ser un marcador de la aparicidon de
eventos cardiovasculares mayores en pacientes con ictus o accidente
isquémico transitorio tratados con clopidogrel, mientras, el CYP2C19*17
puede ser indicador de la prevencidon frente la apariciéon de estos eventos

entre estos pacientes.
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INTRODUCCION

Desde la publicacidon de los primeros resultados del Proyecto Genoma
Humano alrededor del afio 2000, el estudio del genoma y su funcionalidad no
ha parado de crecer. Esto ha permitido que, en la actualidad ya hayamos
identificado algunas de las regiones exactas del ADN que explican las
diferencias fenotipicas presentes entre los individuos, como pueden ser la
predisposicidon a enfermedades o la respuesta a medicamentos. Y no solo eso,
sino que, a partir del material genético obtenido de un individuo, ya somos
capaces de identificar estas posiciones exactas en su genoma, lo cual nos

aporta informacién util y relevante desde el punto de vista clinico.

Cuando la informacién obtenida a partir del genoma de un individuo
afecta a la respuesta de los medicamentos, nos referimos a ella como
informacion farmacogenética y nos permite predecir, en un momento previo
al inicio de los tratamientos, la respuesta que el paciente va a tener a un
farmaco determinado. De esta manera podremos proporcionar informacidn
util para el médico, que le ayude a orientar su estrategia terapéutica en base
a informacién objetiva, como es la que se desprende de la interpretacion del

genoma del paciente.

De esta manera, con la utilizacién de la informacidn farmacogenética en
el dmbito clinico, lo que estamos consiguiendo es el desarrollo de una
medicina personalizada, donde el paciente ocupa el centro del proceso

asistencial.

La evolucién de la practica clinica hacia una medicina mas personalizada
es cada vez mas una realidad. De hecho, durante los ultimos afios, incluso las
autoridades politicas a nivel europeo se han hecho eco de esta necesidad y se
han dedicado fondos comunitarios para financiar exclusivamente proyectos
orientados a la implementacién de la medicina personalizada. En este

sentido, desde el afio 2015 se lleva a cabo en 7 paises de la Unién Europea el

19| Pagina



TESIS DOCTORAL

proyecto Ubiquitous Pharmacogenomics (U-PGx; GA n? 668353), cuya
finalidad es la implementacién de las pruebas farmacogenéticas en la
practica habitual de los sistemas sanitarios europeos de tal modo que sean

accesibles a cualquier ciudadano europeo.

Por otro lado, la enfermedad cardiovascular es, en la actualidad, la
principal causa de muerte en el mundo occidental, siendo la responsable de
aproximadamente el 50 % de los fallecimientos. Esta patologia agrupa todas
las enfermedades que afectan al sistema cardiovascular, aunque,
dependiendo del drgano que se vea involucrado, diferenciemos entre

enfermedad cardiaca y enfermedad vascular.

A su vez, la enfermedad vascular puede afectar a los vasos sanguineos
que irrigan el corazén y por tanto garantizan su funcionalidad (vasos
coronarios), a la cual nos referimos como enfermedad coronaria; o, puede
afectar a los vasos sanguineos encargados de distribuir la sangre a todo el
organismo, siendo esta la enfermedad vascular periférica (EVP), la cual
incluird un subgrupo de enorme importancia clinica y que por esta razén se
trata independientemente de la enfermedad vascular periférica: las
enfermedades cerebrovasculares. Asi, cuando nos referimos a la EVP, ya sea
arterial o venosa, nos referimos exclusivamente a la patologia relacionada
con la distribucién de la sangre en las extremidades, reservando el término
“enfermedad cerebrovascular” (ECV) a los problemas de salud derivados de
los vasos sanguineos encargados de distribuir la sangre desde el corazén al

cerebro.

La enfermedad vascular se divide en 2 grandes ramas; la enfermedad
arterial o enfermedad venosa, dependiendo de qué vasos estan afectados, y
a su vez en oclusiones crdnicas o agudas en funcion de la etiologia de éstas y

el tiempo que tardan en desarrollarse.

Las oclusiones arteriales agudas son la interrupcién brusca de la
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circulacion de una arteria que provoca la isquemia de un territorio distal a la
oclusion; las causas pueden ser desde emboligenas, aneurismaticas o
trombéticas (por la oclusién del vaso en el lugar del crecimiento de la placa

de ateroma).

Las oclusiones crénicas son aquellas en las que se produce un cuadro
isquémico progresivamente provocando una variada sintomatologia, sus
causas son fundamentalmente la ateroesclerosis, la angiopatia diabética y la

tromboangeitis obliterante.

De cualquier modo, la importancia de la enfermedad cardiovascular en
general, y de la EVP y ECV en particular, es evidente desde el punto de vista
epidemioldgico. Esto ha supuesto, desde la aparicion de la industria
farmacéutica, un incremento constante del arsenal terapéutico orientados a
la prevencién y tratamiento de los eventos derivados de estas patologias, lo
cual ha aumentado de forma considerable las posibles estrategias

terapéuticas a adoptar por los facultativos a la hora de tratar a sus pacientes.

Paralelamente, a lo largo de los ultimos afos, la informacién
farmacogenética relacionada con la respuesta variable que los pacientes
presentan ante las diferentes terapias farmacoldgicas en el tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares también se ha visto afectado por un

crecimiento exponencial.

Ante este enorme arsenal terapéutico y volumen de informacion
farmacogenética relacionada, cada vez es mas necesario conocer la
aplicabilidad y utilidad de las pruebas farmacogenéticas en la practica clinica
a fin de servir de herramienta util a la hora de orientar al médico en su

decisién al prescribir uno u otro medicamento.
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1. ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA

La enfermedad arterial periférica (EAP) es, de entre todas las
enfermedades cardiovasculares, la que afecta a las arterias no coronarias; o
lo que es lo mismo, la enfermedad que afecta a los vasos encargados de la

distribucidn distal, respecto el corazdn, de la sangre en el organismo (1).

Se caracteriza por la presencia de una estenosis y/u oclusion arterial
responsable de un insuficiente aporte de sangre, y por tanto de oxigeno a las
extremidades, provocando un dolor agudo (isquemia). Cuando la
descompensacion entre el aporte de sangre y las necesidades del tejido se
producen de forma brusca nos referimos a una isquemia aguda, mientras que
la presencia de una estenosis que se desarrolla hasta ocluir el vaso es una
insuficiencia arterial o isquemia crdnica; esta permite, al desarrollarse a lo
largo de la vida, la aparicién de circulacién colateral que compense la

disminucién de aporte de sangre al tejido irrigado por el vaso estenosado.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico la isquemia puede ser funcional,
cuando no ocurre en reposo, sino que necesita de actividad fisica para
manifestarse en forma de claudicacion intermitente (Ci); o critica, si aparece
en forma de dolor en reposo y/o de lesiones troficas. La Ci es la forma de
presentacidon clinica mas habitual, pudiendo evolucionar a una isquemia
critica que implica la necesidad de tratamiento revascularizador precoz por
riesgo de pérdida del miembro afectado (2); la EAP es una enfermedad con
mal prondstico a largo plazo, su diagndstico implica un aumento de 15 veces

el riesgo de muerte en 10 afos respecto a pacientes sin la enfermedad (3).

La EAP afecta a un 15-20 % de los individuos mayores de 70 afos (4, 5), y
a igualdad de edad ha demostrado un aumento del 2% en la incidencia de

muerte cardiovascular (CV).

Esta enfermedad, como hemos dicho, fundamenta su etiologia en su

desarrollo a lo largo de la vida, por lo que, aunque no al mismo tiempo, es
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una enfermedad que suele presentar una afectacion multisistémica, asi, la
mitad de los pacientes diagnosticados de EAP presenta sintomas de ECV y/o
cardioldgica (6), mientras que sélo un 13% presenta EAP aislada (7), ademas,
la cardiopatia isquémica representa la causa de muerte del 50% de los
pacientes diagnosticados de EAP. Por otro lado, el 30% de los pacientes
diagnosticados de enfermedad coronaria presentan EAP, y entre estos la
mortalidad es 2.5 veces mayor (6), ademas, en pacientes con enfermedad

coronaria, la presencia de EAP eleva un 25% el riesgo de muerte CV.

A pesar de esta relacién que parece existir entre la EAP y la enfermedad
coronaria y aunque el 24% de los pacientes (7) presenta simultdaneamente
ECV, coronaria y EAP, cuando estudiamos la aparicién de eventos isquémicos
en los diferentes territorios la asociacién entre EAP e isquemia
cerebrovascular no es tan prevalente como con la enfermedad coronaria y

s6lo el 5% de los pacientes con EAP presentan un evento neuroldgico.
1.1 FACTORES DE RIESGO

Como acabamos de ver, el nivel de severidad de la EAP depende del
tiempo de evolucién de la enfermedad (aguda o crénica) y de su extensién
(nimero de territorios afectados y coexistencia con enfermedad coronaria o

cerebrovascular) (2).

Es una enfermedad mas prevalente en hombres que en mujeres,
aumentandose las diferencias cuanto mayor es el grado de afectacién vy
disminuyéndose en grupos de edad muy avanzada. La edad es el marcador de
riesgo mas importante, duplicindose la prevalencia de la enfermedad entre

los 60-65 afos y los 70-75.

Ademas, como en el resto de enfermedades CV, la EAP se ve afectada por
la presencia de los 5 principales factores de riesgo cardiovascular: Diabetes,
hipertension, tabaquismo, obesidad e hiperlipemia (8). Respecto el estatus

de fumador, los fumadores tienen un mayor riesgo de sufrir la enfermedad,
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tasa de amputacion y mortalidad que los no fumadores, ademadas los
fumadores mas severos presentan las formas mds graves de la enfermedad
(9), por otro lado, el abandono del tabaco esta asociado con una disminucion
del riesgo de padecer EAP (10); si comparamos pacientes fumadores, ex-
fumadores y no fumadores observamos que el ex-fumador tiene 7 veces mas
riesgo de sufrir EAP que un no fumador, y el fumador activo, 16 veces mas

(11).

La diabetes aumenta 10 veces el riesgo de amputacion y por cada
aumento de un 1% de hemoglobina glicosilada se produce una subida del

25% del riesgo de padecer EAP (12).

Entre hipertensos el riesgo de sufrir EAP es el doble que respecto a

controles.

Como es ldgico en cualquier enfermedad cardiovascular, la elevacion del
colesterol total y el colesterol LDL (“low density lipoprotein”, cLDL) se asocian
con una mayor mortalidad; y el cociente colesterol total/cHDL (“high density
lipoprotein”, cHDL) es el mejor predictor de EAP. Ademas, se ha comprobado
que el tratamiento farmacolégico de la hiperlipidemia reduce la progresion

de la EAP (13).
1.2 DIAGNOSTICO

La EAP es una enfermedad progresiva que se desarrolla a lo largo de la
vida y suele diagnosticarse entrados en el Ultimo tercio de la vida del
individuo, asi, el diagndstico precoz y el comienzo de un tratamiento
adecuado desde el momento del diagndstico son factores importantes a fin
de garantizar una buena calidad de vida al paciente durante el mayor tiempo
posible, y evitar el riesgo de eventos cardiovasculares mayores como ictus e
infarto agudo de miocardio (IAM). En primer lugar, para el diagndstico de esta
enfermedad se realiza una evaluacidn clinica y exploratoria, comprobando la

presencia de pulsos en los diferentes territorios del miembro con dolor,
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ademds, signos como la temperatura del miembro, palidez o cianosis de la
piel pueden hacer sospechar de la presencia de EAP, asi, ante esta sospecha,

se realizara una exploracion vascular no invasiva.

La prueba diagnéstica no invasiva mas habitual es el indice tobillo-brazo
(ITB), esta prueba, ademas, tiene un valor prondstico durante el seguimiento
del paciente. El ITB es el cociente entre la presidon arterial sistélica maleolar y
la presidn arterial sistélica en el brazo, asi, un valor cercano a 1 indicara la
ausencia de enfermedad, valores entre 0.5 y 1, la presencia de EAP leve, y
valores por debajo de 0.5 EAP, enfermedad grave o severa. Estos pacientes,
con un ITB <0.5, tienen el doble de riesgo de ser sometidos a una cirugia de
revascularizacion o amputacién y 2.5 veces mas riesgo de isquemia critica
que aquellos con un ITB>0.5; ademas, se ha llegado a demostrar que por
cada descenso de 0.1 en el ITB se produce un aumento del 10% en el riesgo

de padecer un evento cardiovascular mayor (Ictus o IAM) (14).

Por contra, en pacientes con una calcificacién arterial importante, pueden
obtenerse valores anormalmente altos de presion en el tobillo debido a la
falta de comprensibilidad de los vasos, dando lugar a falsos negativos para el
diagndstico de EAP mediante ITB; esta circunstancia se da en el 5-10% de los
pacientes diabéticos. En estos pacientes con calcificacion arterial, es
especialmente Util para el diagndstico el registro de la ondas de volumen de

pulso (“Pulse Volume Record”, PVR) mediante pletismografia (14).

A pesar de la fiabilidad del ITB y PVR en el diagndstico de la EAP, hay
pacientes que pueden presentar un cuadro de dolor agudo a media-larga
distancia con valores de ITB y PVR normales y sin presentar ningun signo
evidente de la enfermedad (cianosis, palidez etc.). En estos pacientes es util
la realizacidn de una claudicometria, que consiste en la determinacién del ITB
al aparecer dolor tras andar una distancia. Asi, una relacién entre la

disminucién del ITB respecto al punto de partida (distancia= 0) y la aparicidn
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de dolor sera objeto de un diagndstico positivo y precoz para EAP (7).

La sintomatologia de estos pacientes se estratifica utilizando la

clasificacion de Leriche-Fontaine, que, siendo una herramienta con valor

prondstico, agrupa a los pacientes en 4 estadios.

ESTADIO

lla

b

[
llla

b

IVa
IVb

SINTOMAS
Asintomatico
Claudicacion intermitente
Cia>150 m*
* Ci no limitante en la actividad habitual del paciente
Cia<150 m*
*Ci limitante en la actividad habitual del paciente
Dolor isquémico en reposo
Presidn sistdlica en el tobillo > 50 mmHg
Presidn sistdlica en el tobillo < 50 mmHg
Lesiones tréficas
Ulcera

Gangrena

Tabla 1: Clasificacion de Leriche-Fontaine (6)

El estadio | suele asociarse con un pronéstico favorable de la enfermedad,

sobre todo, porque supone un diagndstico precoz, sin haber presentado

sintomas clinicos. La claudicacidén intermitente caracteristica del estadio Il

puede confundirse con facilidad con dolores musculares de origen

osteoarticular o neurolégico debido al perfil tipo de los pacientes (pacientes

pluripatolégicos de avanzada edad), por esto, al evaluarse la presencia de

claudicacién intermitente, el dolor muscular debe darse para un mismo

paciente siempre en los mismos territorios musculares y al recorrerse una

distancia similar (a igualdad de pendiente y velocidad de marcha).
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1.3 TRATAMIENTO

El tratamiento de la arteriopatia periférica, debido a su etiologia y
caracter progresivo a lo largo de la vida consiste en primer lugar en el
cuidado y prevencidn respecto los factores de riesgo de la enfermedad, de
hecho, en pacientes fumadores, abandonar el habito tabaquico es el factor
mas eficaz en la prevencion de la mortalidad cardiovascular (15); por otro
lado, el ejercicio fisico supervisado y una alimentacién saludable han
demostrado tener un efecto positivo sobre la calidad de vida de estos

pacientes (16, 17).

El tratamiento farmacoldgico consistird en la prevencidon de efectos
secundarios cardiovasculares. En este sentido, las estatinas han demostrado
una disminucidn del riesgo relativo (RR) de sufrir un evento CV mayor del
25% en pacientes con EAP respecto una poblacién control sin apreciarse
diferencias entre los pacientes en funcion del cLDL basal (18) y una mejora en

la distancia de claudicacion (19).

Los farmacos antihipertensivos, en especial los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) han demostrado una reduccidn del 25%
de eventos CV mayores en pacientes con EAP, siendo eficaz incluso entre

aquellos pacientes normotensos (20).

Los medicamentos antiagregantes plaquetarios (ATC:BO1AC), en concreto
el acido acetilsalicilico (AAS) y clopidogrel demostraron una reduccion en la
combinada de muerte CV, IAM e Ictus del 23 y 23.8% respectivamente en
pacientes con EAP, ademas, respecto el clopidogrel, esta reduccion es 3 veces
mayor si lo comparamos con el beneficio obtenido en pacientes con un
diagnostico diferente a EAP: 8.7% frente ese 23.8% (21, 22). En cambio,
prasugrel y ticagrelor, los otros 2 antiagregantes plaquetarios disponibles
para el tratamiento de la enfermedad coronaria no han demostrado su

beneficio en pacientes con EAP (23, 24). Ademads, el uso combinado de
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clopidogrel y AAS, que ha demostrado reducir todavia mas esta combinada
de muerte CV, IAM e ictus en pacientes con enfermedad coronaria, no ha

conseguido contrastar esta eficacia en pacientes con EAP.

Por tanto, en pacientes con EAP, cuya Unica alternativa como tratamiento
antiagregante son el AAS y clopidogrel, y ante la imposibilidad de usarlos de
manera combinada, y sobre todo en aquellos pacientes con un estadio mas
avanzado de la enfermedad, ser capaces de predecir una respuesta variable a
clopidogrel, puede suponer un aumento significativo en la reduccién de la

aparicion de eventos CV mayores.

Para el tratamiento especifico de la claudicacién intermitente, ademas de
las estatinas, han demostrado su eficacia con mas o menos discordancia la
pentoxifilina (25), y el cilostazol; mientras que la pentoxifilina parece ser util
Unicamente las 12 primeras semanas de tratamiento (26), el cilostazol ha
demostrado un aumento del 100% en la distancia de claudicaciéon con un
aumento de la distancia media igual a 140 m (27, 28), de este modo, aunque
su uso no esta indicado en la prevencion de eventos isquémicos secundarios
a enfermedad CV, si estd indicado en el tratamiento de la claudicacidon

intermitente.

La realizacion de un tratamiento quirdrgico dependerd de multiples
factores: territorio afectado, estadio de la enfermedad (Ver tabla 1),
velocidad con la que se desarrolla, o técnica quirdrgica que precise el
paciente; asi, aquellos con EAP a partir de un estadio Ill de Fontaine, y por
tanto con lesiones troficas y riesgo de pérdida de la extremidad, tendran
indicada la cirugia, mientras que los pacientes en estado Ilb o inferior
dependeran del territorio afectado, morfologia y extensién de la lesidn,
experiencia previa del cirujano y su equipo, prediccion de la calidad de vida
del paciente, variables clinicas como la edad, factores de riesgo

cardiovasculares etc.
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Como sea, los pacientes con EAP candidatos a ser sometidos a cirugia, ya
sea endovascular o abierta, son los pacientes de peor prondstico, para los
cuales se ha descartado como alternativa eficaz cualquier otro tratamiento,
ya sean medidas orientadas a fomentar habitos de vida saludable, el control

de los factores de riesgo CV o un tratamiento farmacoldgico por si solo.

La eficacia en términos de permeabilidad de los diferentes
procedimientos quirurgicos en el tratamiento de la EAP depende de la zona
intervenida y la técnica utilizada. En el territorio aortoiliaco (suprainguinal) la
cirugia abierta proporciona una permeabilidad a 5 y 10 afios del 85 y 80%
respectivamente (6), mientras que en territorio infrainguinal (iliofemoral,
popliteo y distal) esta permeabilidad es del 65-80 % en 5 afos. Por otro lado,
la cirugia endovascular es mas eficaz frente a lesiones cortas bien localizadas
(29, 30), de lo que es frente lesiones largas y difusas en diferentes territorios.
Ademds, estos valores de permeabilidad disminuyen en un 20% con el uso de

proétesis y/o stent.

Los pacientes con EAP intervenidos quirdrgicamente, ya sea mediante
una cirugia abierta o endovascular son tratados con terapia antiagregante
preoperatoriamente y de manera indefinida; el uso de esta terapia
antiagregante disminuye un 41% el riesgo de oclusién del vaso afectado en

12 meses (31, 32).

En definitiva, entre todos los pacientes con EAP, aquellos intervenidos
quirdrgicamente, y por tanto con peor prondstico, y que se les ha implantado
prétesis/stent, son los que en potencia obtendran un mayor beneficio de una
terapia antiagregante; y de entre los 2 dos farmacos antiagregantes indicados
en el tratamiento de esta enfermedad, clopidogrel ha demostrado ser el mas
eficaz, ademas de demostrar el mayor beneficio en la prevencion de eventos
CV mayores para esta indicacién, asi, predecir su respuesta en estos

pacientes, podria suponer un avance relevante en la practica clinica habitual.
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2. ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR

La ECV o ictus es un trastorno caracterizado por la alteracion en la funcién
de una o varias zonas del encéfalo de manera definitiva o transitoria debido a
un aporte irregular de sangre por parte de los vasos sanguineos que irrigan el

cerebro (33).

La ECV es la segunda causa de muerte en el mundo occidental y la
primera causa de discapacidad, y de entre el total de diagnésticos, el 85% se

refieren a ECV isquémica.

Podemos diferenciar dos tipos de ECV, la isquémica, caracterizada por un
aporte deficiente de sangre, o hemorragica, en la cual la rotura de un vaso

encefalico provoca una extravasacion de sangre fuera del lecho vascular (33).

Si el evento isquémico genera un déficit neurolégico recuperable en
menos de 24h se denomina accidente isquémico transitorio (AlT), en cambio
si se produce una lesién definitiva en la parénquima cerebral nos estaremos
refiriendo a un infarto cerebral o ictus; ambos estan intimamente
relacionados ya que entre el 15 y 30% de los infartos cerebrales vienen
precedidos de un AIT (34), ademas, el 17% de los pacientes lo sufren ese

mismo dia y el 43% durante la semana previa (35).

El ictus puede ser aterotrombdtico, debido a una ateroesclerosis en los
grandes vasos que irrigan el cerebro; cardioembdlico cuando existe la
presencia de una cardiopatia emboligena; lacunar, si la isquemia se produce
en arteria o arteriolas perforantes cerebrales, con un didmetro

habitualmente inferior a 200 um; o de causa indeterminada.
2.1 FACTORES DE RIESGO

Como en la enfermedad coronaria y periférica, la hipercolesterolemia es
un factor de riesgo importante en el desarrollo de la ECV, el colesterol total

(36, 37) y la concentracién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (38, 39)
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en suero han sido asociadas con un aumento del riesgo CV, ademds, los
niveles de cLDL en jovenes es un factor predictor de la aparicidon de la
enfermedad en adultos (40), mientras, la reduccion de los niveles de cLDL ha
demostrado una disminucién de la tasa de eventos cerebrovasculares vy
muerte (41). Por otro lado, una concentracidn alta de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) se asocid con una menor probabilidad de sufrir un evento
cerebrovascular (38, 42), disminuyendo el riesgo de enfermedad coronaria un

2% en hombres y un 3% en mujeres (43).

La hipertension también aumenta el riesgo de ECV (44). En individuos de
40 a 70 afios se relaciond cada aumento de 10 mm/Hg en la presion arterial
diastdlica, o 20 mm/Hg en la sistdlica, con el doble de riesgo de sufrir una
ECV (45). Asi, el tratamiento hipertensivo se relaciona con una reduccién del

riesgo de padecer un ictus de un 40% (46).

El habito tabaquico esta de igual manera relacionado con un aumento del
riesgo de IAM y muerte subita (47), este riesgo estad relacionado con el

numero de cigarrillos fumados al dia.

La diabetes incrementa 3 veces la probabilidad de sufrir ECV (48),
ademads, el aumento de la hipertrigliceridemia y disminucidn de niveles de
cHDL concomitantes a la diabetes, estan relacionados con la aparicién de ECV

(49).

Teniendo en cuenta estos factores es légico que un estilo de vida poco
saludable (50), y la obesidad (51), también hayan sido asociados de forma

significativa con la ECV.
2.2 DIAGNOSTICO

El diagndstico concreto de la ECV y su identificacion precoz son
fundamentales para conseguir la mejor recuperacion del paciente, este se

basa en el estudio de la historia clinica del paciente y una exploracién general
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de este (signos de dafio neuroldgico), un electrocardiograma (ECG),
radiografia de térax y pruebas especificas como la tomografia computarizada
craneal (TC craneal), el estudio doppler de troncos supra-adrticos (DTSA) y

transcraneal (DTC).
2.3 TRATAMIENTO

Teniendo en cuenta factores de riesgo de acabamos de comentar, la
primera linea de tratamiento frente la ECV estara dirigida al control y la
prevencion de la enfermedad. En este sentido, y al igual que en la
enfermedad coronaria, una dieta y estilo de vida saludables son

fundamentales.

Respecto al tratamiento farmacolégico de estos factores de riesgo, el uso
de IECA (52, 53) y antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARAIl)
(54, 55) demostraron una disminucién de la incidencia de eventos
cerebrovasculares en prevencién primaria y secundaria en pacientes de
riesgo vascular. El tratamiento con estatinas también muestra una reduccion
significativa del riesgo de ictus en pacientes con una cardiopatia isquémica

(56-58) y en pacientes con ictus previo (59).

Los antiagregantes plaquetarios son los farmacos mas utilizados en la
prevencion secundaria de la ECV. Al igual que en el tratamiento de la EAP y a
diferencia de la enfermedad coronaria, los nuevos antiagregantes (Prasugrel y

Ticagrelor) todavia no tienen la indicacién de uso en ECV (23, 24).

El AAS previene reduciendo el riesgo relativo de la combinada de
ictus/AIT, IAM y muerte CV en un 25% y un 23% en pacientes con ictus previo
(22), y actualmente es el tratamiento antiagregante de primera eleccion
frente la ECV; el clopidogrel esta indicado en el tratamiento de pacientes con
elevado riesgo vascular o intolerancia a AAS y ha demostrado una reduccién
del riesgo relativo (RRR) de esta combinada frente AAS del 8.7% (21, 60).

Otros antiagregantes plaquetarios como el triflusal, la ticlopidina y el
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dipiridamol, aunque en menor medida, también son utilizados en ECV. En
cualquier caso, el tratamiento antiagregante en las primeras 48h desde el
diagndstico de la ECV reduce la mortalidad y recurrencia de la enfermedad

(61, 62).

Como tratamiento preventivo de eleccion de la ECV de origen
cardioembodlico se utilizan los anticoagulantes orales, ya que han mostrado
una RRR del 8-48% de ictus recurrente respecto AAS en pacientes con

fibrilacion auricular (FA) (63, 64).

ESTRATEGIA TERAPEUTICA NNT

Tratamiento farmacoldgico *
*Comparado con AAS

AAS 50 mg + dipiridamol 400 mg/dia
frente a AAS 50 mg/dia

Ticlopidina 500 mg/dia frente a AAS
1.300 mg/dia

Clopidogrel 75 mg/dia frente a AAS 325
mg/dia

TEA carotidea + tratamiento médico: pacientes sintomaticos™
*Comparado con tratamiento farmacoldgico

33 para evitar un ictus en 2 afos
40 para evitar un ictus en 2 afios

125 para evitar un ictus en 2 afios

Estenosis carotidea del 70 al 99% 8 para evitar un ictus en 2 afios
Estenosis carotidea del 50 al 69% 20 para evitar un ictus en 2 afos
Estenosis carotidea < 50% 67 para evitar un ictus en 2 afios

TEA carotidea + tratamiento médico: pacientes asintomaticos*
*Comparado con tratamiento farmacoldgico

Estenosis carotidea > 50% 48 para evitar un ictus en 2 afios

Estenosis carotidea > 60% 83 para evitar un ictus en 2 afios

NNT: Nimero Necesario de Tratar; AAS: Acido Acetil Salicilico; TEA: Tromboendarterectomia

Tabla 2: Estrategia terapéutica en ECV (Modificado de (33))
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En el tratamiento en fase aguda de la ECV, la utilizacién de una terapia
trombolitica intravenosa con plasmindgeno recombinante durante las 3 h
siguientes al establecimiento del evento cerebrovascular, aumenté un 11-
13% el nimero absoluto de pacientes con una evolucién categorizada como
“excelente”, aunque con un aumento del 6.4% del riesgo de padecer una
hemorragia cerebral sintomatica (65). El uso de una terapia trombolitica
intra-arterial con urokinasa en las 6 primeras horas desde el evento

cerebrovascular también ha demostrado beneficio (66).

El tratamiento quirdrgico de la ECV, consistente en una
tromboendarterectomia (TEA) estd indicado en pacientes con estenosis

carotideas del 60-70% o superior en funcién de la fuente (67, 68).

A diferencia de la EAP, la realizacidn de una angioplastia a nivel carotideo
ha mostrado resultados variables respecto su éxito (67-69), aunque lo que si
parece claro, es que el implante de stent, al igual que en la enfermedad

coronaria y periférica, desciende la morbimortalidad de la ECV (70).

Respecto al tratamiento quirdrgico frente a estenosis carotideas
asintomaticas, aunque la realizacion de una TEA demostré mejores
resultados que el tratamiento farmacoldgico en pacientes con estenosis
superiores al 70% (71, 72), este éxito quirurgico precisa que el equipo
quirdrgico tenga una morbimortalidad inferior al 3% y realizar 85 TEA para

prevenir finalmente un ictus en 2 afios de evolucidn (33).
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3. CLOPIDOGREL

El clopidogrel es un profirmaco antitrombdtico, que actia como
inhibidor de la agregacidn plaquetaria, se absorbe a nivel intestinal (73), y
debe ser metabolizado a nivel hepatico por el sistema enzimatico citocromo
P450 (CYP), principalmente por las isoformas CYP1A2, CYP2B6 y CYP2C19
(74), para asi obtener el 2-oxo-clopidogrel, que es el precursor inmediato de
su metabolito activo. Este segundo metabolismo, de 2-oxo-clopidogrel a la
forma activa, parece estar mediado por la isoenzima CYP3A4 (75, 76).
Aungque el papel exacto de cada una de las isoenzimas CYP en cada uno de los
2 pasos que conforman la activacion de clopidogrel no estd claro, se concluyd
(74) que la CYP2C19 actla en ambos pasos metabdlicos y la isoenzima
CYP3A4 Unicamente en el segundo. Como sea, el metabolito activo producto
de este metabolismo actua inhibiendo selectiva e irreversiblemente la unién
del adenosinfosfato (ADP) a su receptor plaquetario (P2Y12), y, por tanto,
inhibe también la activacion mediada por ADP del complejo IIB-llla de la

glicoproteina plaquetaria (complejo GPllb-llla).

El clopidogrel se administra diariamente en una Unica dosis de 75 mg que
consigue una inhibicién de la agregacién plaquetaria desde el primer dia y
aumenta hasta alcanzar el estado estacionario entre los dias 3 y 7 desde la
primera toma; por esto, si es necesario, se puede administrar una dosis de
carga de 300 mg que ayude a alcanzar este estado estacionario mads

rdpidamente (78).

El uso de clopidogrel estd indicado segun ficha técnica para la prevencién
de eventos aterotrombodticos en pacientes adultos que presentan un
sindrome coronario agudo (SCA) con elevacion (SCACEST) y sin elevacion del
segmento ST (SCASEST), en pacientes que han sufrido recientemente un IAM
o ictus, en pacientes con EAP establecida (79), y en la prevencion de eventos

aterotrombéticos y tromboembdlicos en pacientes con FA. Como el resto de
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los farmacos antiagregantes, su uso estd contraindicado en caso de
insuficiencia hepatica grave, hemorragia activa o hipersensibilidad al

principio activo o a cualquiera de los excipientes.

|®PharmGKa
\-\ Intestinal
A e
— o’
K / /
e arvevemble
Elimination
(urine; feces) — P2RYF§
/ Platelet \)
\_ J

llustracion 1: Metabolismo del clopidogrel (77)

En pacientes con SCA, ya sea con o sin elevacién del segmento ST
(SCASEST o SCACEST), se debe iniciar el tratamiento con una dosis de carga
de 300 mg y continuar con 75 mg diarios, combinado con 100 mg de AAS,

durante minimo un mes y maximo un afo; y aunque parece ser eficaz
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continuando el tratamiento mas alla de los 12 meses, el beneficio maximo en
estos pacientes se ha observado en 3 meses de tratamiento. En casos de ECV
o EAP establecida, se seguird la misma pauta, aunque en este contexto
todavia no se haya demostrado el beneficio de la doble terapia antiagregante
en tratamientos superiores a 4 semanas. Asi pues, estos pacientes, pasado el
primer mes, son tratados con terapia antiagregante simple de AAS o

clopidogrel.

La eficacia de clopidogrel en la prevencion de eventos secundarios a
SCASEST (angina inestable o infarto de miocardio sin onda Q) se estudid en el
ensayo CURE (80), este, comparé el tratamiento con clopidogrel durante
maximo 12 meses frente placebo, en 12.562 pacientes, todos tratados con
AAS. Clopidogrel demostrd, para la combinada de muerte CV, IAM o ictus una
RRR del 20% (1C95%= 10-28%; p= 0.00009) respecto placebo, ademas, esta
RRR fue del 29% en pacientes sometidos a una angioplastia coronaria
transluminal percutanea, ya fuese con o sin implante de stent. Por otro lado,
para la covariable combinada de muerte CV, ictus, IAM o isquemia
refractaria, la RRR en el grupo tratado con clopidogrel fue del 14% (1C95%= 6-
21%; p=0.0005).

En pacientes con SCACEST los ensayos CLARITY (81) y COMMIT (82)
demostraron la eficacia de clopidogrel frente a placebo. CLARITY estudid
durante 1 mes de evolucidon la combinada de muerte CV, IAM recurrente
antes de la angiografia coronaria, y oclusién de la arteria responsable del IAM
en 3.491 pacientes que fueron tratados con clopidogrel o placebo y AAS
durante 28 dias o hasta el alta hospitalaria, obteniendo una RRR a favor del
clopidogrel igual a 36% (IC95%= 24-47%; p<0.001), sobre todo relacionado
con la reduccidn en la oclusidon del vaso coronario responsable del IAM. El
ensayo COMMIT, estudié en las mismas condiciones (duracién del

tratamiento, uso concomitante de AAS, tiempo de seguimiento) 45.852
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pacientes, siendo la variable respuesta el exitus por cualquier causa, o la
combinada de IAM, ictus o fallecimiento; aqui, clopidogrel demostré una RRR
para la primera variable del 7% (p=0.029) y del 9% (p= 0.002) para la

segunda.

Mas concretamente, entre los pacientes diagnosticados de SCA, aquellos
sometidos a una intervencién coronaria percutanea (ICP) fueron los que
mostraron un mayor beneficio obtenido con el tratamiento con clopidogrel.
El estudio PCI-CURE (83) demostré una RRR del 30% de la combinada de
muerte CV, IAM o revascularizacién urgente durante los 30 primeros dias tras
la ICP en pacientes tratados con clopidogrel y AAS, sin aumentar el riesgo de
sangrado; y el estudio CREDO (84) corrobord estos resultados en pacientes
sometidos a un tratamiento de larga duracién (12 meses), obteniendo una

RRR de muerte, IAM o ictus/AIT del 27%.

En pacientes con FA el estudio ACTIVE-W (85) demostré que el
tratamiento anticoagulante con antivitaminicos K es mas eficaz que con
clopidogrel y AAS combinados; en cambio, el estudio ACTIVE-A (86), que
compard pacientes con FA y al menos un factor de riesgo vascular, tratados
con clopidogrel + AAS, frente placebo + AAS, con un periodo de seguimiento
de 5 afios, demostré para la combinada de accidente cerebrovascular (ACV),
IAM, embolia o muerte CV, una RRR del 11.1% (IC95%= 2.4-19.1%; p= 0.013);
esta RRR se debié sobre todo a la influencia de la variable ACV, que al ser
comparada de manera independiente resulté en una RRR en el grupo tratado
con clopidogrel igual a 28,4% (1C95%= 16.8-38.3%; p=0.00001). Por tanto, en
el tratamiento de la FA solo se podra utilizar clopidogrel en combinacién con
AAS en pacientes con al menos un factor de riesgo vascular, indice de
hemorragia bajo y tratamiento anticoagulante con antivitaminicos K

(acenocumarol o warfarina) contraindicado.
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De los 5 principales ensayos que evaluan la eficacia y seguridad del
clopidogrel, CAPRIE (21) es el unico que compara clopidogrel frente AAS en
pacientes con EAP o ECV, y no sdélo en pacientes con SCA. CAPRIE incluyd
19.185 pacientes en los que se estudié como variable respuesta principal, la
combinada de ictus, IAM o muerte CV, y en los que el seguimiento duré entre
1y 3 afios. En el andlisis por intencidn de tratar, clopidogrel demostré reducir
significativamente la incidencia de la variable principal (RRR=8.7%; 1C95%=
0.2-16.4%; p= 0.045), suponiendo una reduccién cada dos afos de 10
eventos por cada 10.000 habitantes. Al analizar por subgrupos, en funcion
del diagnéstico por el que se reclutaron a los pacientes, aquellos con EAP
fueron los que mostraron un mayor beneficio por parte de clopidogrel (RRR=
23.7%; 1C95%= 8.9-36.2%; p=0.003); en cambio, entre los pacientes con ECV,
el beneficio fue menor (RRR= 7.3%; 1C95%= -5.7-18.7%; p=0.258).

Los estudios MATCHL (87) y CHARISMA (88), que analizaban la eficacia y
seguridad del tratamiento con clopidogrel y AAS combinados, en pacientes
con ECV de alto riesgo isquémico, no demostraron beneficio y si un mayor

riesgo de hemorragias.

En definitiva, clopidogrel ha demostrado su eficacia en SCA, EAP y ECV.
Frente a AAS, ha demostrado ser mas eficaz en pacientes con EAP que en
pacientes tras un SCA, en cambio, en pacientes con ECV su eficacia fue
menor. Todo esto siempre en estudios con seguimientos menores a 12 meses,
aunque la aparicion de eventos CV importantes, respecto frecuencia y

distribucidn temporal, varia significativamente entre estas 3 patologias.
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4. FARMACOGENETICA

El genoma es el conjunto de toda la informaciéon hereditaria de un
organismo, contenida en una secuencia de nucleétidos de 4cido
desoxirribonucléico (ADN), que incluye la totalidad de los genes y otras
secuencias de material genético no codificadoras y que se transmite de una

generacion a la siguiente (89).

El ADN humano puede ser mitocondrial, que tiene una estructura circular
y se hereda Unicamente de la madre, y nuclear, formado por 22 parejas de
autosomas y una pareja de cromosomas sexuales (XX en mujeres, XY en
hombres), organizado en una cadena diploide con estructura de doble hélice,
en la que uno de los complementos cromosdémicos es de origen materno, vy el

otro, paterno.

El “Proyecto Genoma Humano”, finalizado en el afio 2003 (90) demostro
gue los seres humanos nos diferenciamos en solo el 0.1% de nuestro
genoma, compuesto en su totalidad por aproximadamente 3.000 millones de
pares de bases (pb), asi, en este 0.1% estd contenida toda la informacion
genética relativa a las diferencias entre los individuos, desde el color del pelo,
la predisposicion a sufrir una enfermedad o a responder de manera diferente
a un tratamiento. Existen 2 disciplinas que tratan de explicar las diferencias
interindividuales en la respuesta a los farmacos, la farmacogenética y la

farmacogendmica; la ICH (Conference of Harmonisation) las define como:

—  Farmacogenética: El estudio de las variaciones en la
secuencia de ADN relacionadas con la respuesta a los medicamentos
(91); entendiendo como “medicamento”: cualquier producto
medicinal, medicamento en investigacién, medicamento o producto
farmacéutico (incluyendo vacunas y otros productos bioldgicos); vy
“respuesta a medicamento” como: procesos de absorcion vy

distribucion del medicamento y los efectos de este (eficacia, efectos
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adversos, farmacodinamica).

—  Farmacogendmica: el estudio de las variaciones de las
caracteristicas del acido ribonucleico (ARN) y ADN relacionadas con la

respuesta a los farmacos (91) y la enfermedad.

La principal diferencia entre estas 2 disciplinas se encuentra en que la
farmacogenética se basa en que a partir del genotipo de un individuo
podemos explicar su respuesta a un medicamento, mientras, la
farmacogendmica estudia, en un sentido mds amplio, como los genes
responsables de una respuesta variable a un medicamento manifiestan sus

variaciones para configurar el fenotipo del paciente.

De cualquier modo, ambas estudian las diferencias entre individuos en la
respuesta a los medicamentos observadas en las poblaciones (92), y en la

actualidad utilizamos estos términos indistintamente.

Cada uno de los lugares del genoma que muestran una variacién, ya sea
un sdélo nucledtido o un fragmento mas largo, es lo que denominamos
marcador genético. Las diferentes variantes en la secuencia de nucledtidos
para cada marcador genético se denomina alelo, el mas comun en una
poblacién de individuos es el alelo salvaje/silvestre (wild type), y el/los
menos comunes, alelo mutante. Cuando un alelo mutante estd presente en
mas de un 1% de la poblacién nos estamos refiriendo a un polimorfismo

genético.

El genotipo es la combinacién de alelos que porta un individuo para un
determinado marcador genético en funcion de la herencia recibida, por
tanto, en funcion del genotipo, podemos clasificar a los individuos en
heterocigotos, cuando portan dos alelos diferentes, y homocigotos, cuando
son iguales. El fenotipo se refiere a las caracteristicas observables en un

individuo determinadas por su genotipo.
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Las variaciones en el genoma entre los diferentes individuos pueden
consistir en inversiones (cambios de sentido) de la secuencia de nucledtidos,
deleciones/inserciones o sustituciones nucleotidicas (transiciones y

transversiones).

Se considera, que los diferentes polimorfismos genéticos explican entre el
15-30% de la variabilidad en la respuesta a los medicamentos (93). Entre
todos ellos, los “Single Nucleotid Polymorphisms” (SNP), o polimorfismos de
un Unico nucledtido, consistentes en la sustitucion puntual de una base
nitrogenada por otra, destacan por ser la mayor fuente de variacién en el
genoma humano, pues suponen el 90% de las variaciones encontradas en el
ADN, y han demostrado ser los marcadores genéticos de referencia en

genética humana (94, 95).
Los SNPs se dividen en (96):
— ¢SNP: SNPs en la regidn codificadora. Se subdividen en:

1. No sinénimos: o mutacién de aminoacido, el cambio del par
de bases provoca la sustituciéon del aminoacido, lo que puede
modificar la estructura y estabilidad de la proteina, su afinidad al

sustrato, o introducir un codén de terminacion.

2. Sinénimo: o codificador, cuando la sustitucion del par de

bases dentro de un coddn no modifica el aminoacido codificado.

— SNPs en regiones NO codificadoras. Tienen consecuencias
funcionales, y son muy utilizados con fines de individualizacién, por lo
que se estan incluyendo en baterias de marcadores, sobre todo en

estudios forenses.

En el afio 2013 ya habia 40 millones de SNP identificados en humanos y
actualmente se ha conseguido asociar de manera significativa la presencia de

algunos de ellos a la respuesta variable de medicamentos. Se estima, que
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esta respuesta variable a los medicamentos ocurre en uno de cada 3

individuos.

Cada individuo, hereda de sus progenitores 2 alelos de un mismo gen,
estos, pueden ser el alelo salvaje (wild type) o un alelo con una variante o
» ” L . . . ,

mutado”, lo cual determinara su genotipo (homocigoto dominante, recesivo
o heterocigoto). En funcidn de la combinacidn de alelos que porte el
individuo (genotipo) podremos clasificarlo fenotipicamente.

Asi, un individuo portador de 2 alelos wild type (homocigoto dominante)
se considera fenotipicamente “normal”. Cuando el gen al que nos referimos
codifica la expresién de una enzima metabdlica, habitualmente nos referimos
a este fenotipo como “extensive metabolizers” (EM). En cambio, un individuo
portador de dos alelos “mutados” (heterocigoto recesivo) que resulte en una
enzima con menor actividad se denominara “poor metabolizer” (PM). Por el
contrario, si el enzima resultante presenta una mayor actividad que la normal
se llamara “ultrarrapid metabolizer” (UM). Los individuos heterocigotos
pueden clasificarse en EM, PM, UM o “intermediate metabolizers” (IM), esto
se debe, a que el genotipo no es la Unica variable que determina el fenotipo.
Puede ocurrir, que uno de los 2 alelos expresados en un individuo

heterocigoto tenga menos peso que el otro en el balance global de la

actividad de la molécula que expresan.

De cualquier modo, la presencia de determinados SNP en el genoma de
un individuo provoca un cambio en la pauta de lectura y/o expresion del
aminodcido que codifica, de tal modo que si la proteina expresada
(habitualmente una enzima) esta relacionada con la actividad de un farmaco,
ésta se puede ver afectada mediante un aumento/disminucidn/anulacién de
su funcién o mediante el variaciones de su concentracidn; provocando un
cambio de la absorcidn, distribucidon, metabolismo o eliminacién del farmaco

relacionado, o un cambio en su mecanismo de accidn.
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5. CITOCROMO P-450

Los citocromos, del griego citos («hueco», — en biologia, «célula» =) y
croma («color»), son pigmentos localizados en las células hepaticas,
identificados durante los afios 50. Klingenberg (97) y mas tarde Omura y Sato
(98), identificaron como uno de estos pigmentos unido a una molécula de
monédxido de carbono presentaba su pico de absorbancia en el espectro
ultravioleta (UV) a 450nm de longitud de onda, a este se le denomind

citocromo P-450 (P, por pigmento y 450 por su pico de absorbancia).

El citocromo P-450 (CYP) es un pigmento hemoproteico, ampliamente
distribuido en la naturaleza, desde plantas, a animales o protistas. En
concreto, en el ser humano, esta distribucién es igual de heterogénea, vy
encontramos CYP en células de todo el organismo, aunque es
particularmente significativa su presencia a nivel hepatico (99). A nivel
celular, se encuentran anclados a casi cualquier membrana subcelular,

especialmente en la mitocondria y reticulo endoplasmatico (100, 101).

Actualmente han sido identificadas mdas de 7.700 isoenzimas del CYP
(2.740 en animales) distribuidas en 74 familias (43 humanas) y 866
subfamilias (102), debido a esta variedad, en el afio 1987 se determind un
sistema de nomenclatura y clasificacién que obedece a criterios filogenéticos
y nombra cada CYP450 en funcién de la secuencia de aminoacidos que

conforman las cadenas polipeptidicas de cada isoenzima (103).

Asi, dos CYP pertenecen a la misma familia cuando coinciden en mas del
40% en su secuencia de aminoacidos y si esta coincidencia es superior al 55%
pertenecen a la misma subfamilia. Dentro de una misma subfamilia, los CYP
se consideraran diferentes siempre y cuando su cadena de aminodcidos
difiera en mas de un 3%, y estos se nombran otorgandoles a cada uno un

numero comenzando desde el 1.

Las diferentes isoenzimas CYP presentan una amplisima variabilidad
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funcional, siendo capaces de catalizar gran cantidad de procesos uniéndose a

multitud de sustratos (102).

En lo que se refiere a los medicamentos, las diferentes isoenzimas CYP
pueden participar en su metabolismo catalizando reacciones en Fase 1,
encaminadas a aumentar el nidmero de grupos polares de la molécula
(reacciones de oxidacién, reduccién o hidrélisis), incrementando su
solubilidad, y por tanto, facilitando su excrecion; y reacciones de Fase ll, las
cuales, utilizando como sustrato tanto el medicamento, como metabolitos
producto de las reacciones de Fase |, catalizan reacciones de conjugacién del
sustrato con moléculas enddgenas, facilitando su transporte y excrecion.
Cuando afectan a un profarmaco, estas reacciones catalizadas por el CYP
pueden dar lugar al metabolito activo responsable del efecto terapéutico del

farmaco.

BIOTRANSFORMACION

FASE |
Citocromo P450 FASE II

- Metabolito Metabolito
_> = U _) .
Welles) T primario secundario

L=

Eliminacion

Figura 1: Reacciones de biotransformacion de farmacos (104)

Una variacién en la secuencia de ADN de los genes que codifican la
expresion de las diferentes isoenzimas del CYP, se traduce en una variabilidad

en la actividad de estas isoenzimas, pudiendo aumentarla o disminuirla.

Asi, en el caso de los medicamentos, si la variacién en la secuencia de
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ADN que codifica la expresiéon de la isoenzima CYP se relaciona con un
aumento de la actividad de la enzima (fenotipo UM), esta enzima
“polimdrfica” metabolizard en mayor grado el farmaco, disminuyendo su
biodisponibilidad, y, por tanto, pudiendo provocar una disminucién en su
eficacia. En cambio, si la variacién en el ADN da lugar a una disminucion en la
actividad de la enzima (fenotipos IM o PM), el fdrmaco se metabolizard en
menor grado del habitual, asi, éste no se eliminara de la manera normal,
pudiendo resultar en un acumulo de farmaco en el organismo, y asi, en

toxicidad derivada del uso del medicamento.

En el caso de los profarmacos ocurrira lo contrario, de este modo, cuando
una variacion en la secuencia de ADN que expresa una isoenzima CYP que
participa en la activacién del profarmaco da lugar a un aumento de su
actividad metabdlica (Fenotipo UM), se producird mas rapidamente el
metabolito activo del profarmaco, pudiendo aumentar su efecto y/o la
aparicion de reacciones adversas al medicamento. Mientras, un fenotipo IM o
PM daria lugar a una menor conversion del profarmaco en su metabolito

activo, lo cual supondria una disminucion de la eficacia del tratamiento.
5.1 CYP2C19

Como ya hemos comentado, los CYP tienen una distribucién amplia y
heterogénea en el organismo y estdn presentes en la mayoria de los tejidos.
La mayoria de las reacciones de biotransformacion de farmacos y
profarmacos las realizan las isoformas de las familias A, B o C, que suponen el
70% del contenido de CYP a nivel hepatico en humanos. Entre estas, las
isoenzimas de la subfamilia CYP2C suponen el 20% del total de los CYP en el

higado (104).

El CYP2C19, dentro de esta subfamilia, es el CYP de mayor relevancia
clinica e interviene en la biotransformacién de aproximadamente el 15% de

todos los medicamentos metabolizados por el CYP (105).
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NIVEL DE
EVIDENCIA*

1A

2A

2B

FARMACO

Amitriptilina

Clopidogrel

Voriconazol

Sertralina

Citalopram /
Escitalopram

Imipramina

clomipramina

Citalopram /
Escitalopram

Lansoprazol

Rabeprazol
Omeprazol

Clobazam

AAS

POLIMORFISMOS

CYP2C19%1,*2,*3,*17

CYP2C19*1,%2,%*3,%4,*5,

*6,*8,*17
CYP2C19*1,%2,*3,*17
CYP2C19%1,*2,*3
CYP2C19*1,%2,*3,*17
CYP2C19*1,%2,*3,*17
CYP2C19*1,%2,*3,*17
CYP2C19*17
CYP2C19%1,*2,*3
CYP2C19*17
CYP2C19%1,%2,*3
CYP2C19%1,*2,*3
CYP2C19%1,%2,*3

CYP2C19*1,*%2,*17

RELACION
FARMACO-
POLIMORFISMO

Eficacia/Toxicidad

Eficacia/Toxicidad

PK

PK
Eficacia/Toxicidad
Eficacia
Eficacia / Otro
PK

Eficacia
Eficacia/PK
PK

Eficacia
Eficacia/PK

Eficacia/Toxicidad/PK

*Se excluyeron las relaciones farmaco-polimorfismo con un nivel de evidencia 3 6 4 (menor de 2); PK:

farmacocinética

Tabla 3: Variantes CYP2C19 con influencia en la respuesta a farmacos (106)

El gen CYP2C19, que codifica la expresién de la enzima con el mismo

nombre, se localiza en el cromosoma 10g23.33 y es altamente polimérfico,

habiéndose identificado ya mas de 25 variantes alélicas de este gen (107), de

las cuales, 7 han demostrado, con un nivel de evidencia 12, estar asociados a

la respuesta de 6 farmacos diferentes (Ver Tabla 3).
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Los CYP2C19%*2, *3, *4, *5, *6 y *8, se asociaron con una pérdida de
funcién de la enzima (“loss of function”, LOF), lo que se traduce en un
fenotipo IM para los individuos heterocigotos, y PM para los homocigotos
recesivos (108). Mientras, la presencia del alelo CYP2C19*17 se asocid con un
aumento de la funcidn de la enzima (“gain of function”, GOF) y por tanto, con
un fenotipo UM (109), aunque las guias de dosificacion basadas en
farmacogenética/farmacogendmica clasifican Unicamente como UM a los
individuos homocigotos recesivos (CYP2C19*17/*17), y por tanto, consideran
EM o metabolizadores normales a los individuos heterocigotos para esta

posicion (CYP2C19*1/*17).

El alelo CYP2C19*1 o “wild type” representa el fenotipo con actividad

normal o EM del citocromo.

MO \ideorioica  PBSVPRS pleiea
*2 681G>A rs4244285 14(A)/86(G)
*3 636G>A rs4986893 100(G)/(A)

*4A/B 1A>G rs28399504 99(A)/1(G)
*5 1297C>T rs56337013 100(C)/0(T)
*6 395G>A rs72552267 100(G)/(A)
*8 358T>C rs41291556 100(T)/D(C)
*9 431G>A rs17884712 100(G)/(A)
*10 680C>T rs6413438 100(C)/0(T)
*17 -806C>T? rs12248560 78(C)/22(T)

Tabla 4: Polimorfismos CYP2C19 con relevancia clinica
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El SNP CYP2C19*2 consiste en un cambio G>A (c.681G>A; rs4244285) en
el exdn 5 que da lugar a un sitio de “splicing” aberrante, de este modo, se
altera la pauta de lectura del ARN mensajero (ARNm) transcrito, lo cual se

traduce en una proteina no funcional (110).

El alelo CYP2C19*2 (c.681G>A; rs4244285) es el mas comun en nuestra
poblacién entre todos los alelos CYP2C19 con pérdida de funcion (Ver tabla
4), con una frecuencia aproximada del 15%, ademds, esta frecuencia

aumenta en otras poblaciones, suponiendo hasta un 29-35% en asiaticos.

Por otro lado, el alelo CYP2C19*17 consiste en una transicion C>T (c.-
806C>T; rs12248560) que provoca la aparicion de un sitio de unién consenso
por el cual la familia de factores de transcripcién GATA muestra una gran
afinidad, esto se traduce en un aumento de la expresion y actividad de la

enzima CYP2C19 (111-113).

El CYP2C19%*17 (c.-806C>T; rs12248560), con una frecuencia muy variable
(del 3 al 21% dependiendo de la poblacién) pero significativa (>3%), es en la
actualidad el Unico asociado a un aumento de la actividad de la enzima con

importancia desde el punto de vista farmacogenético.

Ademas, la evidencia actual indica que el aumento de actividad del
enzima provocado por la presencia del CYP2C19*17 no compensa el
provocado por los alelos CYP2C19*2-*8 o LOF (114), asi, actualmente los
individuos portadores de CYP2C19*2 y *17 se clasifican fenotipicamente

dando mas peso a la presencia del primero.

Por tanto, aunque se ha demostrado la existencia de otros polimorfismos
del gen CYP2C19, los CYP2C19*2 y *17, son los Unicos que han demostrado
su influencia sobre la respuesta a algin medicamento y con una frecuencia
suficiente como para incidir de manera significativa en la practica clinica en

nuestra poblacidn.
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6. ABCB1

El adenosin trifosfato (ATP)-binding cassette transporter B1 (ABCB1),
también llamada glicoproteina-P o “multidrug resistance protein 1” (MDR1)
es una proteina transportadora perteneciente a la superfamilia de
transportadores ATP-binding cassette (ABC). Esta protege las células al actuar
como una bomba de flujo o transporte unidireccional hacia el exterior de la
célula para multitud de sustancias enddgenas y xenobidticos, como son los

medicamentos.

El ABCB1 tiene una distribucidn muy amplia en el organismo y se expresa
en casi todas aquellas células de 6rganos que tienen una funcién de barrera o
excrecion, como pueden ser el higado (membrana canalicular de los
hepatocitos), rifidn (membrana apical del tubulo renal), placenta o barrera
hematoencefélica (en el endotelio) (115, 116), ademas, podemos localizar el
transportador ABCB1 en células cancerigenas, hematopoyéticas y linfocitos,
lo cual se ha relacionado con una influencia sobre la resistencia a farmacos

en el tratamiento de la leucemia, otros tipos de cancer (117) y VIH (118).

El gen ABCBI1, que codifica la expresion de este transportador se
encuentra en el cromosoma 7 (region 7q21.12), abarcando 251.3 Kb que se

traducen en una proteina de 1280 aminoacidos de longitud.

El mecanismo concreto por el que actua el transportador ABCB1 no se
conoce con exactitud (119, 120) aunque si es evidente que muestra una gran

afinidad por multitud de sustratos (121-123).

A pesar de que se han identificado mas de 8.440 SNP en el gen ABCB1, la
mayoria se encontraron mediante estudios de secuenciacién masiva (124,
125), y entre todas estas variantes, solo unas pocas (Ver tabla 5) demostraron

estar presentes en alguna poblacién con una frecuencia mayor al 0.01%.

La presencia de algunas de estas variaciones genéticas se asocié con una
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respuesta a variable a medicamentos, aunque por diversas razones estos

resultados fueron contradichos en la mayoria de los casos.

VARIACION FRECUENCIA ALELICA
NUCLEOTIDICA DESNP RS 1D EN CAUCASICOS
C.61A>G rs9282564 8(G) / 92(A)
c.781A>G rs36008564 0(G) / 100(A)
.1199G>A/T rs2229109 2.5(A/T) / 97.5(G)
c.1236C>T rs1128503 45.9(T) / 54.1(C)
€.2005C>T rs35023033 0(T) / 100(C)
€.2677G>T/A rs2032582  46.4(T)-3.6 (A) / 53.6-96.4(G)
.3241T>A rs2229107 0(A) / 100(T)
c.3435C>T rs1045642 56.1(T) / 43.9(C)
c.3751G>A rs28364274 0(A) / 100(G)

Tabla 5: Polimorfismos en el gen ABCB1 con frecuencia >0.01 en alguna poblacién
(126)

La variante ABCB1 3435C>T se encuentra en el exdn 25 y consiste en un
SNP sinénimo que se traduce en una isoleucina situada en el sitio de unidn
del ATP del transportador. La variante 1236C>T consiste también en un SNP
sinénimo y se traduce en una glicina. Mientras, la variante trialélica
2677G>T/A provoca una sustitucion de alanina por serina o treonina en la

regién intracelular del transportador.

Las frecuencias de estas 3 variantes han demostrado un desequilibrio por
ligamiento. Debido a esta cercania y teniendo en cuenta que las variantes
3435C>T y 1236C>T se traducen en el mismo aminodcido; se supone que
cualquier impacto en el fenotipo o respuesta de un medicamento que

puedan tener se debe al ligamiento con la variante 2677G>T/A (126).

51| Pagina



TESIS DOCTORAL

Aunque, por otro lado, se propuso que el SNP 3435C>T podria actuar
reduciendo la estabilidad del ARNm (127), o modificando la unién del
transportador a la membrana celular provocando un cambio en la afinidad

del sustrato (128).

En cualquier caso, sabemos que un aumento o disminuciéon en la
expresion del transportador puede resultar en una variacion en la
biodisponibilidad del fadrmaco en el organismo y, por tanto, afectar a la

respuesta de un individuo al tratamiento.

Por otro lado, también sabemos que la expresiéon de este transportador
varia notablemente dependiendo del tejido y del individuo y entre las
variantes genéticas localizadas en el gen ABCBI, solo la 3435C>T ha sido
asociada a un descenso en la expresion del transportador (129), sobre todo
en individuos con un genotipo 34357T (130, 131), y a un descenso en la
expresion del ARNm (132, 133). Mientras que el polimorfismo 2677G>T/A

Unicamente demostrd un descenso en la expresién de ARNm.

Por todo esto, la variante ABCB1 3435C>T parece ser la de mayor

relevancia farmacogenética.
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7. POLIMORFISMOS GENETICOS EN LA RESPUESTA A CLOPIDOGREL

El clopidogrel es un profarmaco cuyo metabolito activo ha demostrado su
eficacia como antiagregante plaquetario, al inhibir selectivamente Ia
activacion del complejo GPIIB-llla mediada por ADP. Ha demostrado una
reduccién de eventos CV mayores en el tratamiento de la EAP (21) y la ECV
(21), particularmente en pacientes sometidos a ATP (6) y con implante de

stent (134, 135).

Solo el 15% de la dosis total de clopidogrel se metaboliza a nivel hepatico
dando lugar a su metabolito activo. Esta biotransformacidn necesita de dos
pasos oxidativos en los cuales participan multitud de enzimas, entre las
cuales, el CYP2C19 parece ser una de las mas significativas y la Unica que
participa en ambos pasos (74). Mientras, el 85% de la dosis de clopidogrel
restante, es hidrolizado por esterasas, dando lugar a metabolitos inactivos

para su posterior eliminacién (Ver ilustracion 1).

Como ya hemos visto, el gen CYP2C19, que codifica la expresiéon de la
enzima del mismo nombre es altamente polimdrfico. Las variantes alélicas de
este gen asociadas a una pérdida de funcién (CYP2C19*2-*8) se heredan
siguiendo un modelo codominante, esto implica que encontraremos
diferencias en la respuesta antiagregante del clopidogrel entre los individuos
homocigotos dominantes (CYP2C19*1/*1) y los pacientes portadores de al
menos un alelo LOF (heterocigotos: CYP2C19*1/*2; u homocigotos recesivos:

CYP2C19%*2/*2).

Entre todas las variantes LOF, el alelo CYP2C19%*2 (c.681G>A; rs4244285)
es el Unico con una frecuencia mayor del 1% en nuestra poblacién. La
presencia de esta variante ha sido asociada con niveles mas bajos de
metabolito activo, con una disminucién de la agregacion plaquetaria y con un

mayor riesgo de eventos CV mayores (136-142).

En cambio, la variante *17 (c.-806C>T; rs12248560) de este gen, es la
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Unica asociada a un aumento de la actividad de la enzima, se traduce en un
fenotipo UM y ha sido asociada a un aumento de la inhibicion de la
agregacion plaquetaria y a un aumento en la respuesta antiagregante a

clopidogrel (114, 137, 143, 144).

Por otro lado, la absorcién intestinal de este farmaco se ve limitada por la
influencia de la MDR1 o glicoproteina-P codificada por el gen ABCB1. El
polimorfismo ABCB1 C3435T en este gen se relaciond significativamente con
una disminucién del pico méximo de concentracién y del area bajo la curva
de concentraciéon plasmdtica en el tiempo en pacientes homocigotos
recesivos (ABCB1 3435 TT) respecto heterocigotos o wildtype (ABCB1 3435 CT
o CC respectivamente), de esta manera, ha demostrado influir en la
biodisponibilidad del clopidogrel y en la prevencion de eventos CV en

pacientes tratados con este farmaco tras SCA (145).

Asi, estas variaciones en los genes CYP2C19 y ABCB1 han demostrado
significativamente estar asociados a la respuesta a clopidogrel en pacientes
con SCA. Mega et al. demostraron en un sub-estudio genético del ensayo
TRITON-TIMI 38 (“Prasugrel compared with clopidogrel in patients
undergoing percutaneous coronary intervention for ST-elevation myocardial
infarction”), en pacientes con SCA que habian sido sometidos a ICP y tratados
con clopidogrel, que las variantes CYP2C19*2 y ABCB1 (3435T eran
predictores independientes de IAM, muerte CV e ictus. En este estudio,
aquellos pacientes portadores del alelo CYP2C19*2 o con un genotipo ABCB1
3435 TT duplicaron la tasa de eventos CV respecto los individuos que no
portaban estas variaciones, y ademas, los individuos no portadores de estos
polimorfismos mostraron una tasa de eventos similar a la mostrada en

pacientes tratados con prasugrel para la misma indicacién (146).

Mientras que el papel del ABCB1 C3435T ha dado lugar a resultados algo

mas contradictorios (147), los obtenidos para el CYP2C19*2 han sido
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replicados en multitud de estudios (148, 149) en pacientes con SCA.

Como podemos ver, la mayoria de los trabajos publicados evalian la
influencia de estos polimorfismos en la respuesta a clopidogrel en pacientes
diagnosticados de SCA, y particularmente en pacientes sometidos a ICP; en
cambio, en pacientes con EAP o ECV, las otras dos indicaciones de uso de

clopidogrel, esta influencia permanece sin ser estudiada a fondo.

En el tratamiento de la EAP, un articulo publicado a finales de 2016 por
Guo et al. asocid la presencia del alelo CYP2C19*2 con un aumento del riesgo
de eventos isquémicos (OR=6.82; 1C95%= 1.81-25.67) (150). Esto, en
pacientes asiaticos, en los cuales la frecuencia de este polimorfismo es
significativamente mayor que en caucasicos. La influencia del ABCB1 C3435T

y CYP2C19*17 no ha sido estudiada hasta el momento en estos pacientes.

En el tratamiento del ictus o AlT, la influencia de polimorfismos genéticos
en la respuesta a clopidogrel se ha estudiado algo mas en profundidad que
en individuos tratados por EAP, aunque no tan al detalle como en pacientes
con SCA. Eso si, entre todos los polimorfismos evaluados, solo los CYP2C19
han demostrado influir significativamente en la respuesta a clopidogrel (151).
Y aun con todo, los resultados obtenidos en los estudios realizados hasta el
momento son contradictorios. De esta manera, algunos resultados mostraron
una asociacién entre la presencia de alelos CYP2C19 LOF y la recurrencia de
ictus y eventos CV mayores (152, 153), mientras que otros no encontraron

asociacién alguna (154, 155).

La influencia de los polimorfismos CYP2C19 sobre la respuesta a
clopidogrel parece explicar en parte la eficacia variable de la doble
antiagregacién en pacientes con ECV respecto a pacientes coronarios. El
ensayo CHANCE (“Clopidogrel High-risk patients with Acute Nondisabling
Cerebrovascular Events”) (156), que valord la eficacia y seguridad de la doble

terapia antiagregante de clopidogrel con AAS frente AAS en monoterapia, en
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pacientes tras AlT, demostrd a través de un sub-estudio (157) genético que la
doble terapia (AAS + clopidogrel) antiagregante reducia el riesgo de
recurrencia de ictus Unicamente en pacientes no portadores de
polimorfismos CYP2C19 LOF. Pero todo esto, sin valorar esta influencia en

pacientes con ictus (solo AIT), y durante solo 3 meses de seguimiento.

Entre todos los estudios publicados hasta el momento que valoran la
influencia que los polimorfismos genéticos tienen sobre la respuesta a
clopidogrel en pacientes tras ictus o AIT, Unicamente 3 lo hacen en cohortes
de pacientes no asiaticos (155, 158, 159) y ninguno en una cohorte de
pacientes exclusivamente europea; solo 1 hace un seguimiento de los
pacientes mayor a 12 meses (155), y precisamente este, no incluye pacientes

con ictus (solo AIT).

La tabla 6 recoge los estudios publicados que evallan, en pacientes con
ictus o AT, la influencia de los polimorfismos CYP2C19 en la respuesta a
clopidogrel. De esta tabla se han excluido los estudios con tiempo de

seguimiento inferior a un mes o desconocido.
7.1 IMPORTANCIA CLINICA

La relevancia clinica de la farmacogenética en la actualidad, y en concreto
del genotipado de polimorfismos CYP2C19 en el tratamiento con clopidogrel,
son hechos contrastados (160). La “Food and Drug Administration” (FDA)
publicé, ya en 2010, un aviso indicando que los individuos CYP2C19 PM
podrian sufrir una disminucion de la eficacia del farmaco, aumentando el

riesgo de eventos CV importantes (161).

Esto dio lugar a que en ficha técnica del clopidogrel se recomiende el
genotipado del CYP2C19 previo al inicio del tratamiento en pacientes

diagnosticados de SCA.
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ESTUDIO
ANO (REF)

Jiaetal.
2013 (153)

Lin et al.
2014 (152)

Zhang et al.

2014 (162)

Qiu et al.
2015 (154)

Sun et al.
2015 (163)

Han et al.
2015 (164)

SPS3
2015 (155)

Fang et al.
2015 (165)

Hoh et al.
2016 (159)

Li et al.
2016 (166)
Yietal.
2016 (166,
167)

Zhu et al.
2016 (168)

CHANCE
2016 (157)

POBLA
CION
China

China

China

China

China

China

Todo el
mundo

China

USA

China

China

China

China

DIAGNOSTICO

Ictus isquémico
agudo

Ictus o AIT

Ictus isquémico
agudo

Ictus isquémico
agudo

Ictus isquémico
(solo debut)

Ictus isquémico
agudo

AIT

Ictus isquémico
agudo

Ictus o AIT

Ictus isquémico
+ stent

Ictus isquémico
agudo

Ictus isquémico
+ stent

AIT

N
(%)*

259
(100)

90
(100)

95
(79.8)

211
(100)

625
(100)

247
(71.6)

522
(17.3)

114
(100)

188
(100)

268
(100)

363
(96.8)

241
(100)

1.463
(56.6)

EVENTO

ictus

Ictus, exitus,
hemorragia

Ictus y eventos
isquémicos

Ictus, IAM,
muerte CV

Muerte CV,
ictus, IAM,
sangrado
eventos CV
mayores, ictus,
AIT, muerte CV

Ictus, sangrado

ictus

ictus, AlT, IAM,
exitus

AlT, ictus, IAM,
muerte CV

ictus, IAM,
muerte CV

Ictus, AIT, exitus

Ictus, 1AM,
muerte CV

* % de los pacientes incluidos en el sub-estudio genético respecto al estudio original
REF: Referencia bibliografica del estudio; T.S.: Tiempo de seguimiento; SNP: “Single Nucleotid Polymorphism”; m:
meses; a: afos; AIT: accidente isquémico transitorio; IAM: Infarto agudo de miocardio; CV: cardiovascular

T.S.

4.5a

6m

6m

12m

12m

3.4a

12m

12m

12m

6m

12m

SNP
CYP2C19

*2 #3

*2 #3

*) *3

*2, *3

*21 *3/
*17

*) *3
*17

*2, *17

*) *3

*) *3
*8, *17

*21 *3/
*17

*2, *3

*2, *3

*) *3
*17

Tabla 6: Estudios sobre la influencia de polimorfismos CYP2C19 en la respuesta a

clopidogrel en pacientes con ictus o AIT. (Modificado de (151))
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En estos pacientes, de acuerdo con el genotipo CYP2C19 podemos clasificar

fenotipicamente a los individuos en EM (CYP2C19*1/%*1), IM (portadores de

un alelo con pérdida de funcién), PM (portadores de 2 copias de algun alelo

con pérdida de funcién) o UM (CYP2C19*1/*17; CYP2C19*17/*17).

FENOTIPO

Metabolizador
Ultrarrdpido
(UM)

(5-30% de los
pacientes)

Metabolizador
NORMAL (EM)
(35-50% de
los pacientes)

Metabolizador
Intermedio
(IM)

(18-45% de

los pacientes)

Metabolizador
Pobre (PM)
(2-15% de los
pacientes)

GENOTIPO

Individuo
portador de
minimo un
alelo con
funcion
aumentada
(*17)y
ningun alelo
LOF (*2-*8)
Individuo
portador de
2 alelos
wildtype (*1)

Individuo
portador de
un alelo
wildtype (*1)
o un alelo
con funcidn
aumentada
(*17) y un
alelo LOF
(*2-*8)
Individuo
portador de
2 alelos LOF
(*2-*8)

DIPLO
TIPO

*1/*17,
*17/*17

*1/*1

*1/%2,
*1/%3,
*2/*17

*2/%2,
*2/*3,
*3/%3

IMPLICACIONES
PARA EL
CLOPIDOGREL

Aumento de la
inhibicién de la
agregacion
plaquetaria;
disminucion de la
agregacion
plaquetaria

Inhibicién normal
de la agregacion
plaquetaria;
Agregacion
plaquetaria normal
Inhibicién de la
agregacion
plaguetaria
reducida. Aumento
de la agregacion
plaquetaria.
Aumento del riesgo
de eventos CV.

Inhibicién de la
agregacion
plaquetaria
significativamente
reducida. Aumento
de la agregacion
plaguetaria.
Aumento del riesgo
de eventos CV.

RECOM
ENDACION

NO HAY: Seguir
Pauta de
dosificacion y
administracion
habitual.

NO HAY: Seguir
Pauta de
dosificacion y
administracion
habitual.

Utilizar un
tratamiento
antiagregante
alternativo (si
fuera posible)
Ej: Prasugrel,
ticagrelor

Utilizar un
tratamiento
antiagregante
alternativo (si
fuera posible)
Ej: Prasugrel,
ticagrelor

Tabla 7: Recomendaciones terapéuticas en el tratamiento con clopidogrel en funcién
del genotipo CYP2C19 (Modificado de (169, 170))
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Las principales guias de dosificacion basadas en farmacogenética, las
guias de la “Dutch Pharmacogenetics Working Group” (DPWG) (170) y del
“Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium” (CPIC) (169),
recomiendan el cambio de tratamiento antiagregante en pacientes tratados
con clopidogrel, tras SCA, y habiendo sido sometidos a ICP (Ver tabla 5), que
sean portadores de al menos un alelo CYP2C19*2 (CYP2C19 IM o PM). En
pacientes EM y UM se recomienda continuar con la pauta habitual del

tratamiento.

Los individuos con un alelo CYP2C19*2 que ademds posean un alelo
CYP2C19*17, asociado a un aumento de la actividad de la enzima, son
clasificados segun las guias como IM, debido a la falta de estudios que
valoren el efecto de la presencia conjunta de ambos polimorfismos. Aunque,
basandonos en la influencia independiente que ambos muestran sobre la
efectividad del clopidogrel, se hipotetiza sobre la posible compensacién en su
efecto sobre la actividad de la enzima, y, por tanto, sobre la eficacia del

clopidogrel.

En estos pacientes, con diagndstico de SCA, incluso se demostrd que la
terapia antiagregante orientada en funcién del genotipo CYP2C19%*2,
siguiendo las recomendaciones terapéuticas recogidas en estas guias,
conduce a una reduccidn de la tasa de eventos para la combinada de muerte

CV, ictus o IAM (171).

Sin embargo, en pacientes tratados con clopidogrel por EAP o ECV, ante la
falta de estudios que corroboren los resultados obtenidos en SCA, no existen
guias de dosificacion basadas en farmacogenética que valoren una posible
alternativa en la estrategia terapéutica ante la influencia de estos
polimorfismos sobre la eficacia del tratamiento. A pesar de que, en estos

pacientes, el tratamiento precoz y efectivo sea fundamental.

Ademas, en el tratamiento de la EAP y ECV, en caso de necesitar una
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terapia antiagregante, el arsenal terapéutico es mucho mas limitado que en
el tratamiento del SCA, al no haberse demostrado beneficio con el uso de los

nuevos antiagregantes Prasugrel o Ticagrelor.

Por todo esto, estudiar la posible influencia de estos polimorfismos en la
respuesta a clopidogrel en pacientes con EAP y/o ECV podria ayudar a
predecir la respuesta de los individuos a este tratamiento, proporcionando
informacion util para el médico a la hora de decidir la mejor estrategia

terapéutica para el paciente.

Ademas, podria explicar la respuesta variable que los individuos presentan

frente clopidogrel.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
1. HIPOTESIS

El clopidogrel es un profdrmaco, cuyo metabolito activo tiene un efecto
antiagregante. Se utiliza en monoterapia o combinado con AAS en el
tratamiento de SCA, EAP y ECV. Ha mostrado una mayor eficacia en pacientes
cuanto mayor riesgo isquémico presentan. Su bioactivaciéon consiste en dos
pasos metabdlicos mediados por algunas isoenzimas CYP, entre las cuales, el
CYP2C19 parece ser la Unica involucrada en ambas reacciones; ademas, su
absorcién intestinal se ve condicionada en parte por la actividad del
transportador ABCB1. Por tanto, una variacién en la secuencia de ADN del
gen que codifica la expresion de este transportador y la del CYP2C19, podria

influir en la respuesta que los pacientes presentan a clopidogrel.

En pacientes con SCA sometidos a ICP tratados con clopidogrel, los
polimorfismos CYP2C19*2 y ABCB1 (C3435T han sido asociados con una
respuesta variable a clopidogrel. La presencia del CYP2C19*2 y el genotipo
ABCB1 3435TT con un menor efecto antiagregante y mayor riesgo de eventos
CV mayores; y el genotipo CYP2C19*17/*17 con un mayor efecto
antiagregante y riesgo de sangrado. Todo esto ha dado lugar a que se
recomendara, en ficha técnica del clopidogrel, genotipar la presencia del
CYP2C19*2 previo al inicio del tratamiento, ademas, la FDA emitié un aviso
indicando que los pacientes portadores de este SNP tenian un riesgo elevado

de tener un efecto antiagregante ineficiente.

En pacientes con EAP, la influencia de estos polimorfismos en la respuesta
a clopidogrel todavia no ha sido estudiada y en pacientes con ECV los
estudios publicados no valoran esta influencia en tratamientos de larga

duracidn (mas de 12 meses) en pacientes con ictus (solo tras AIT).

Asi, la hipodtesis principal de este trabajo es que los polimorfismos

63| Pagina



TESIS DOCTORAL

CYP2C19*2, *17 y ABCB1 C3534T estan asociados a una respuesta variable a
clopidogrel en pacientes con ECV y EAP; y conocer de qué manera influyen,
puede ayudar a seleccionar la mejor estrategia terapéutica para estos
pacientes, con un arsenal terapéutico antiagregante mas limitado que en las

otras indicaciones de uso del clopidogrel.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO PRIMARIO

1. Valorar la influencia de los polimorfismos CYP2C19*2 (c.681G>A;
rs4244285), *17 (c.- 806C>T; rs12248560) y ABCB1 C3435T (c.3435C>T;
rs1045642) sobre la eficacia de clopidogrel en pacientes con EAP sometidos a

ATP (alto riesgo isquémico).

e De forma independiente, o estudiando la presencia combinada de
estos polimorfismos en los pacientes reclutados.

e Mediante un estudio bivariante, y también multivariante teniendo en
cuenta las covariables que han demostrado su asociacion con la
eficacia del clopidogrel en nuestra poblacién.

2. Valorar la influencia de los mismos polimorfismos sobre la eficacia de
clopidogrel en pacientes que han sufrido un ictus o AIT (menor riesgo

isquémico).

e De forma independiente, o estudiando la presencia combinada de
estos polimorfismos en los pacientes reclutados.

e Mediante un estudio bivariante, y también multivariante teniendo en
cuenta las covariables que han demostrado su asociacion con la
eficacia del clopidogrel en nuestra poblacién.

2.2 OBJETIVO SECUNDARIO

1. Estudiar el valor predictivo sobre la eficacia del clopidogrel de estos
polimorfismos; estudiando su asociacidn con las principales variables clinicas

utilizadas para valorar la evolucién de los pacientes con EAP:

o ITB.

o PVR.

o Distancia de claudicacién.

. Grado de Fontaine/Rutherford
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Para dar respuesta a los objetivos propuestos se realizaron dos estudios
independientes. Por un lado, se compard la influencia de los SNP CYP2C19*2,
CYP2C19*17 y ABCB1 C3435T en la respuesta a clopidogrel en pacientes con
EAP sometidos a ATP, y por otro, en pacientes con ictus o tras haber sufrido

un AIT.

1. ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA Y ANGIOPLASTIA
TRANSLUMINAL PERCUTANEA

1.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional de cohortes retrospectivo y unicéntrico. El tiempo
de seguimiento fue de 12 meses. El protocolo del estudio fue aprobado por el
comité de ética de investigacidon biomédica de la provincia de Granada (Ver

anexo 1).
1.2 CALCULO MUESTRAL

El calculo muestral se llevd a cabo a partir del nimero de pacientes
incluidos en el estudio publicado por Guo et al.(150). Para alcanzar un 80%
de potencia al detectar diferencias en la hipdtesis nula (HO: pl = p2)
mediante el test chi-cuadrado para dos muestras bilaterales independientes,
considerando un nivel de significacion del 5% y considerando que la
proporcidn de pacientes que presentan un evento isquémico en 12 meses de
seguimiento sin ser CYP2C19 LOF es el 16.6%, y que el 57.7% de los pacientes
LOF presentan este evento durante el mismo tiempo de seguimiento.
Teniendo en cuenta estas condiciones, seria necesario incluir 21 pacientes en

cada grupo, sumando un total de 42 pacientes en el estudio.

Considerando un porcentaje de pérdidas del 10%, es necesario reclutar

48 pacientes para la realizacion de este estudio.
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1.3 PACIENTES Y TRATAMIENTO
1.3.1 Poblacion de estudio

Se reclutaron pacientes diagnosticados de EAP de miembros inferiores
gue fueron sometidos a una ATP, y que fueron tratados con clopidogrel desde
el momento en que se llevé a cabo la cirugia, que ademds fueron
intervenidos quirdrgicamente en el servicio de angiologia y cirugia vascular
del Hospital clinico Universitario San Cecilio (HUSC) en Granada entre los

afos 2010y 2013.
1.3.2 Reclutamiento:

Para el reclutamiento se solicitd al servicio de documentacion clinica del
HUSC los Nimeros Unicos de Historia de Salud de Andalucia (NUHSA) de los
pacientes que recogian los términos “enfermedad arterial periférica” o
“isquemia crénica”. Por otro lado, se cotejé cudles de los pacientes asociados
a estos NUHSA habian sido sometidos a una ATP de miembros inferiores,
consultando los informes quirdrgicos fechados entre los afios 2010 y 2013

archivados en el servicio de cirugia vascular y angiologia de nuestro hospital.

Hecho esto, se cruzaron los NUHSA resultantes con los datos de consumo
de clopidogrel en Andalucia y se comprobé que la prescripcion de clopidogrel
coincidiera en tiempo con la fecha en la que se sometieron a estos pacientes
a una ATP de miembros inferiores, obteniendo asi la lista de pacientes

candidatos a ser incluidos en el estudio.

Todos los pacientes fueron reclutados aprovechando una de sus
revisiones periddicas en el servicio de cirugia vascular y angiologia del HUSC a
fin de suponerles la menor molestia posible debido al perfil habitual de estos

(avanzada edad y pluripatolégicos).

En el momento de ser reclutados todos los pacientes participantes

firmaron el consentimiento informado (Cl) (Ver anexo 2). Este Cl cumple los
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principios recogidos en la Declaracion de Helsinki.

Todos los individuos debian cumplir los criterios de inclusién y no cumplir

los criterios de exclusidn del estudio.
1.3.3 Criterios de inclusion:
1. Ser mayor de 18 afios.
2. Diagnosticado de EAP y sometidos a ATP.

3. Tratados con 75 mg diarios de clopidogrel después de la cirugia

durante al menos 3 meses.
4. Ser capaz de donar saliva.

5. Dar el consentimiento voluntario para la participacion en el estudio

mediante la firma del consentimiento informado (Ver anexo 2).
1.3.4 Criterio de exclusion:

1. Estar contraindicado el tratamiento con clopidogrel.

2. Necesidad de tratamiento anticoagulante.

3. Imposibilidad de estudiar la historia clinica durante el tiempo de

tratamiento.
1.4 EVALUACION CLINICA

Los datos de la evolucién clinica (eventos primario y secundarios) y
covariables del estudio se obtuvieron de la historia clinica digitalizada de los
pacientes, utilizando los recursos informaticos “Archinet”, que es la aplicacién
informatica de historias clinicas del HUSC, y “Diraya de Atencién
Especializada” (DAE), que cumple la misma funcién a nivel de toda la
comunidad auténoma andaluza; ademas, para la obtencidn de esta
informacion, también se utilizaron los informes quirdrgicos archivados en el

servicio de cirugia vascular y angiologia de nuestro hospital.

Se estudid la asociacion entre la presencia de los polimorfismos
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CYP2C19*2, *17 y ABCB1 C3434T, de manera independiente y combinados

entre si, frente la aparicion de los eventos primarios y secundarios, durante el
tiempo de tratamiento con clopidogrel y hasta 12 meses después de baseline
(BL), considerado BL el primer dia de tratamiento con clopidogrel después de

someter al paciente a la ATP.
1.4.1 Variables Respuesta (dependientes):
— Evento primario:
- Evento isquémico: Variable categdrica nominal.
Valores que toma: Si/ No.

Como variable clinica (variable respuesta del estudio) de eficacia o
evento primario, se estudio la: “aparicidon de una re-estenosis u oclusidon
del territorio vascular intervenido en la cirugia” (evento isquémico). Para
ser considerado un evento, el diagndstico de esta re-estenosis/oclusién
debia probarse por ultrasonido (Doppler) y ser aceptado por un cirujano

vascular ciego para los resultados genéticos.
— Eventos secundarios:

Se recogieron datos de la historia clinica de los pacientes relativos a la
distancia de claudicacion, ITB, PVR y clasificacion de Fontaine, reportada por
los médicos, en BL (t=0), y tras 3, 6, 9 y 12 meses (1 mes) desde el alta

hospitalaria después de la cirugia:
1. Claudicacion intermitente:
- Distancia de claudicacion (DC): Variable categdrica en escala.
Valores que toma: No claudicacién / >500m / >150m / <150m
- Evolucidn de la Ci: Variable categérica nominal.
Valores que toma: Buena evolucion / Mala evolucién.
Se estratificd la distancia de claudicacién en una escala de cuatro
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niveles (Ver tabla 8) y se clasificd a los pacientes en funcidn de esta escala
ent=0vytras 3, 6,9y 12 meses de evolucidén. Se clasificd a los pacientes en
“mala evolucién” o “buena evolucién” de la Ci. Se consideré mala
evolucidn la disminucion de la distancia de claudicacidn medida como el
aumento de un nivel en esta escala desde BL durante el tiempo de
seguimiento. Se consideré una buena evolucion de la Ci el no

empeoramiento de la distancia de claudicacién en este tiempo.

TUREL DISTANCIA DE CLAUDICACION
Nivel 1 No presenta claudicacidn intermitente
Nivel 2 A partir de 500 m (DC > 500m)
Nivel 3 Entre 500 y 150 m (150m < DC < 500m)
Nivel 4 Menos de 150m (DC < 150)

Tabla 8: Clasificacion en niveles de la distancia de claudicacion

2. Indice tobillo — brazo (ITB):

- ITB: Variable cuantitativa continua.

- Evolucidn del ITB: Variable categérica nominal.
Valores que toma: Buena evolucion / Mala evolucién.

Se clasificd a los pacientes en “mala evolucidon” o “buena evolucién”
del ITB, considerando mala evolucidén una disminucién del ITB igual o
mayor del 20% desde BL durante el tiempo de seguimiento. Se considerd
una buena evolucion el resto de los casos, es decir, aumento, o

disminucién del ITB < 20% en este tiempo.
3. Pletismografia (PVR):
- PVR: Variable categdrica en escala.

Valores que toma: 1, 2, 3.
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- Evolucidn del PVR: Variable categdrica nominal.
Valores que toma: Buena evolucion / Mala evolucidn.

Se estratificod a los pacientes en 3 niveles en funcion del estado de las
ondas pletismograficas de cada individuo, siendo el nivel mas alto (nivel 3)
el que representa un estado éptimo de las ondas valorado por el equipo
médico. Tras esto, se clasificod a los pacientes en funcién de esta escala en
t=0vy tras 3, 6, 9 y 12 meses de evolucién. Se considerd “mala evolucién”
un descenso de un nivel en esta escala desde BL durante el tiempo de
seguimiento. Se considerd “buena evolucion el no descenso en esta escala

desde BL durante 12 meses.
4. Clasificacién de Fontaine:
- Clasificacion de Fontaine: Variable categérica en escala
Valores que toma: |, lla, llb, lll, IVa, IVb, V, VI.
- Evolucidn de Fontaine: Variable categdrica nominal.
Valores que toma: Buena evolucién / Mala evolucidn.

Se valoré a los individuos en funciéon de la clasificacién de Fontaine-
Rutherford (Ver Introduccion, Tabla 1) en BL y tras 3, 6,9 y 12 meses. Se
clasificd a los pacientes en mala o buena evolucién. Se considerd “mala
evolucidn” si los pacientes aumentaban al menos un nivel en esta

clasificacion desde BL durante el tiempo de seguimiento.

5. Necesidad de reintervenir quirdrgicamente al paciente o amputar el
miembro afectado después de haber sufrido el evento primario:

Variable categdrica nominal.

Valores que toma: Si/ No.
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1.4.2 Variables genéticas (Independientes):

El dia del reclutamiento, se obtuvo de los pacientes una muestra de saliva

utilizando hisopos estériles, a partir de la cual se aisl6 el ADN de los

individuos. Sobre este ADN se estudid el genotipo de los pacientes para los

siguientes polimorfismos:

— CYP2C19 *2; G>A (c.681G>A; rs4244285):

En funcidn de su genotipo, los pacientes se clasificaron en:

1.

CYP2C19 LOF: Portadores de al menos un alelo asociado a una
pérdida de funcién de la enzima CYP2C19 (“loss of function”, LOF).
- Genotipos: CYP2C19 *1/*2 (Heterocigotos), CYP2C19%*2/*2

(Homocigotos recesivos).

CYP2C19 No-LOF: No portadores de alelos con pérdida de funcién
(no-LOF).
- Genotipo: CYP2C19*1/*1 (Homocigotos dominantes).

— CYP2C19 *17; C>T (c.-806C>T; rs12248560):

En funcidn de su genotipo, los pacientes se clasificaron en:

1.

CYP2C19 GOF: Portadores de al menos un alelo asociado a una
ganancia de funcion de la enzima CYP2C19 (“gain of function”, GOF).
- Genotipos: CYP2C19 *17/*17 (Homocigotos recesivos) o
CYP2C19*1/*17 (Heterocigotos)

CYP2C19 No-GOF: No portadores de alelos con ganancia de funcion
(no-GOF).

- Genotipo: CYP2C19*1/*1 (Homocigotos dominantes).

— ABCBI1 C3435T; C>T (c.3435C>T; rs1045642):

En funcidn de su genotipo, los pacientes se clasificaron en:

1. ABCB1 LOF: Portadores de 2 alelos asociados con una menor
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absorcion del farmaco.

- Genotipo: ABCB1 3435TT (Homocigotos recesivos)

2. ABCB1 no-LOF: Portadores de uno o ningun alelo asociado con una
menor absorcion del farmaco.
- Genotipos: ABCB1 3435CC (Homocigotos dominantes) o ABCB1
3435CT (Heterocigotos).

1.4.3 Covariables:

Ademas de la informacion relativa a las variables respuesta e
independientes de este estudio, se recogid informacién en BL sobre el resto
de las variables que han demostrado estar asociadas a la eficacia del
clopidogrel y/o que pueden tener una influencia sobre la aparicién del

evento primario del estudio:
— Variables clinicas:

1. Edad: Variable cuantitativa continua (en afios). Medida el dia después
de la cirugia (ATP).

2. Sexo: Variable categérica nominal.
Valores: Hombre / mujer.

3. Raza: Variable categérica nominal.
Valores: Caucasica / negra / otras.

— Factores de riesgo:

Se recogio si la poblacién incluida en el estudio presentaba alguno de los

siguientes factores de riesgo en BL.

1. Diabetes: Variable categdrica nominal.
Valores: Si / No

2. Hipertensidn arterial (HTA): Variable categdrica nominal.
Valores: Si / No

3. Hipercolesterolemia: Variable categdrica nominal.
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Valores: Si / No

4. Estatus de fumador (Tabaquismo): Variable categdrica nominal. Se
consideré como “SI” en esta variable, aquellos pacientes que
fueron fumadores en algin momento desde el diagndstico de la
EAP, pero no necesariamente tenian que ser fumadores en BL.
Valores: Si / No

5. Enfermedad renal: Variable categdrica nominal.
Valores: Si / No

6. Antecedentes personales  de enfermedad cardiovascular
(Antecedentes CV): Variable categoérica nominal. Incluye los
antecedentes de EAP y/o AIT y/o ictus y/o SCA. Se considerd
como “SI” en esta variable, aquellos pacientes que presentaron
alguno de estos diagndsticos, siempre que hubieran supuesto un
ingreso hospitalario.

Valores: Si / No

— Tratamiento farmacoldgico concomitante durante el

seguimiento:

1. AAS: Variable categdrica nominal.
Valores: Si / No
2. Heparinas de bajo peso molecular (HBPM): Variable categérica
nominal.
Valores: Si / No
3. Estatinas: Variable categérica nominal.
Valores: Si / No
4. Cilostazol: Variable categérica nominal.
Valores: Si / No
5. B-Bloqueantes: Variable categérica nominal.

Valores: Si / No
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6. |ECA: Variable categérica nominal.
Valores: Si / No
7. ARAII: Variable categérica nominal.
Valores: Si / No
8. Inhibidores de la bomba de protones (IBP): Variable categodrica

nominal.
Valores: Si / No

— Variables quirdrgicas y relacionadas con la severidad de la

enfermedad:

1. Distancia de claudicacidn: Variable categdrica en escala.
Valores: No claudicacion / >500 m / >150 m / <150 m

2. Numero de regiones tratadas: Variable categdrica en escala. Para
evaluar el nivel de afectacion del miembro inferior isquémico de
los pacientes, estos se dividieron considerando 3 territorios
vasculares: lliaco, femoral y distal (tibial hasta el tobillo). Se midié
después de la cirugia el numero de territorios vasculares que
necesitaron ser intervenidos durante la cirugia (ATP).
Valores: 1, 2, 3.

3. ITB: Variable cuantitativa continua.

4. Balodn recubierto: Variable categdrica nominal. Se midié si durante la
ATP realizada se utilizé un baldn recubierto de drogas.
Valores: Si / No

5. Stent: Variable categdérica nominal. Se midié si fue necesaria la
implantacién de un stent en el territorio vascular intervenido
durante la ATP.
Valores: Si / No
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1.5 METAANALISIS

En pacientes con ECV, como hemos comentado, existen estudios
evaluando la influencia de polimorfismos CYP2C19 y ABCB1 en la respuesta a
clopidogrel, e incluso se han publicado revisiones y realizado metaanalisis
valorando esta asociacion (151). En cambio, en pacientes con EAP, hemos
visto que se ha publicado un articulo estudiando la influencia de la presencia

del CYP2C19*2 sobre la eficacia del clopidogrel en estos pacientes.

Por esto se decididé realizar un metaandlisis, con el finde de verificar la
ausencia de estudios en esta indicaciéon en poblacion caucdsica o valorando

polimorfismos ABCB1.

Para realizar este metaanalisis, se llevé a cabo una busqueda sistemdtica
de literatura en PUBMED en octubre de 2015 usando los siguientes términos
MeSH (Medical Subject Headings): clopidogrel, CYP2C19, ABCB1,
polymorphism, single nucleotid, peripheral artery disease (EAP en espafiol) o

percutaneous transluminal angioplasty (ATP en espaiiol).

Los abstracts de los articulos encontrados se revisaron y se seleccionaron
aquellos que evaluaban la respuesta de clopidogrel en individuos con EAP,
qgue estuvieran publicados en una revista de impacto y excluyendo aquellos

trabajos consistentes en revisiones bibliograficas.

Combinando los resultados del Unico articulo publicado y los obtenidos en

nuestro estudio, evaluamos cdmo influye el SNP CYP2C19*2:

1. En primer lugar, en la apariciéon de una re-estenosis u oclusién de las
lesiones tratadas durante la cirugia (ATP) y diagnosticados por

ultrasonido (evento primario) durante 12 meses después de la ATP.

2. Si los pacientes que presentaron este evento primario necesitaron
una posterior reintervencién quirdrgica o supusieron la amputacion

del miembro afectado.
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2. ICTUS O ACCIDENTE ISQUEMICO TRANSITORIO
2.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional de cohortes retrospectivo y unicéntrico. El tiempo
de seguimiento durd desde la fecha de diagndstico hasta el 31 de Julio de
2017. El protocolo del estudio fue aprobado por el comité de ética del HUSC

en Granada (Ver anexo 3).
2.2 CALCULO MUESTRAL

Para este segundo estudio se reclutaron todos los pacientes con ECV
(ictus o AIT) entre los afios 2010 y 2013 en nuestro hospital, que fueron
tratados con clopidogrel tras el diagndstico. Esto fue asi porque, basdandonos
en el calculo muestra del estudio en pacientes con EAP y teniendo en cuenta
qgue la proporcion del evento primario es menor, hubiéramos tenido que
extender el periodo de reclutamiento durante mas de 5 afos, periodo
suficiente para que fuera la propia evolucién de la practica clinica normal la

que se relacionara significativamente con la aparicion del evento primario.

Esto suponia un tamafio de muestra previsto de unos 70 pacientes y un
20% de pacientes expresando el evento primario. Con este tamafio de
muestra y esta proporcion se podra conseguir una precision del 9,75% en la
estimacién de la presencia del evento a través de un intervalo de confianza

asintotico Normal al 95% bilateral.
2.3 PACIENTES Y TRATAMIENTO
2.3.1 Poblacién de estudio:

Se reclutaron los pacientes diagnosticados de ictus o AIT en la unidad de
Neurologia del HUSC en Granada entre los afios 2010 — 2013, y tratados con

clopidogrel desde el diagndstico durante al menos 1 mes.
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2.3.2 Reclutamiento:

Para el reclutamiento se solicitd al servicio de documentacién clinica del
HUSC los NUHSA de los pacientes que recogian los términos “ictus” o “AlT” o

“enfermedad cerebrovascular” o “ECV” en su historia clinica.

Hecho esto se cruzaron los NUHSA resultantes con los datos de consumo
de clopidogrel en Andalucia y se comprobd que la prescripcidn coincidiera en
tiempo con la fecha del diagndstico de ictus o AlT, obteniendo asi la lista de

pacientes candidatos a ser incluidos en el estudio.

Todos los pacientes fueron reclutados aprovechando una de sus
revisiones periddicas en el servicio de Neurologia del HUSC a fin de
suponerles la menor molestia posible debido al perfil habitual de estos, al
igual que los pacientes diagnosticados de EAP, habitualmente de avanzada
edad y pluripatoldgicos. En el momento de ser reclutados todos los pacientes
participantes firmaron el consentimiento informado (Ver anexo 4). Este
consentimiento informado cumple los principios recogidos en la Declaracidn

de Helsinki.

Todos los individuos debian cumplir los criterios de inclusion y no cumplir

los criterios de exclusidn del estudio.
2.3.3 Criterios de inclusion:
1. Mayor de 18 afios.
2. Diagnostico de ictus / AIT.

3. Tratamiento con 75 mg/dia de clopidogrel desde el diagndstico hasta

después del alta.
4. Duracién minima del tratamiento con clopidogrel de 1 mes.
5. Firma del consentimiento informado (Ver anexo 4).

6. Capaz de donar saliva.
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2.3.4 Criterios de exclusion:
1. Estar contraindicado el tratamiento con clopidogrel.
2. Necesidad de tratamiento anticoagulante.

3. Imposibilidad de estudiar la historia clinica durante el tiempo de

tratamiento.
2.4 EVALUACION CLINICA

Se estudié la asociacion entre la presencia de los polimorfismos
CYP2C19*2, *17 y ABCB1 (C3434T, de manera independiente y combinados
entre si, frente la aparicidon del evento primario. El tiempo de seguimiento
duré desde la fecha de diagndstico del ictus o AIT, durante el tiempo en

tratamiento con clopidogrel y/o hasta el 31 de Julio de 2017.

Los datos de la evolucién clinica (evento primario y secundarios) y
covariables del estudio se obtuvieron de la historia clinica digitalizada de los

pacientes, utilizando los recursos informaticos ARCHINET y DAE.
2.4.1 Variable Respuesta (dependiente):
— Evento primario:

Como variable clinica (variable respuesta del estudio) de eficacia o evento

primario, se midio la combinada de muerte CV, ictus / AIT e IAM.

Los IAM, ictus y AIT, debieron suponer el ingreso hospitalario del paciente

para ser considerados evento primario.
2.4.2 Variables genéticas (Independientes):

El dia del reclutamiento, se obtuvo de los pacientes una muestra de saliva
utilizando hisopos estériles, a partir de la cual se aisl6 el ADN de los
individuos. Sobre este ADN se estudid el genotipo de los pacientes para los

siguientes polimorfismos:
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—  CYP2C19 *2; G>A (c.681G>A; rs4244285):
En funcidn de su genotipo, los pacientes se clasificaron en:

1. CYP2C19 LOF: Portadores de alelo asociado a una pérdida de funcién
de la enzima CYP2C19 (“loss of function”, LOF).
- Genotipos: CYP2C19*1/*2 (Heterocigotos), CYP2C19*2/*2

(Homocigotos recesivos).

2. CYP2C19 No-LOF: No portadores de alelos con pérdida de funcion
(no-LOF).
- Genotipo: CYP2C19*1/*1 (Homocigotos dominantes).

— CYP2C19 *17; C>T (c.-806C>T; rs12248560):
En funcion de su genotipo, los pacientes se clasificaron en:

1. CYP2C19 GOF: Portadores de al menos un alelo asociado a una
ganancia de funciéon de la enzima CYP2C19 (“gain of function”, GOF).
- Genotipos: CYP2C19*%17/*17 (Homocigotos recesivos) o
CYP2C19*1/*17 (Heterocigotos).

2. CYP2C19 No-GOF: No portadores de alelos con ganancia de funcion
(no-GOF).
- Genotipo: CYP2C19*1/*1 (Homocigotos dominantes).

— ABCB1 C3435T; C>T (c.3435C>T; rs1045642):
En funcidn de su genotipo, los pacientes se clasificaron en:

1. ABCB1 LOF: Portadores de 2 alelos asociados con una menor
absorcion del farmaco.

- Genotipo: ABCB1 3435TT (Homocigotos recesivos)

2. ABCB1 no-LOF: Portadores de 1 o ningun alelo asociado con una
menor absorcién del fdrmaco.

- Genotipos: ABCB1 3435CC (Homocigotos dominantes) o ABCB1
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3435CT (Heterocigotos).
2.4.3 Covariables:
— Variables clinicas:

1. Edad: Variable cuantitativa continua (en afios). Medida el dia del
diagnodstico del ictus/AlT.
2. Sexo: Variable categérica nominal.
Valores: Hombre / mujer.
3. Raza: Variable categérica nominal.

Valores: Caucasica / negra / otras.
— Factores de riesgo:

Se recogid si la poblacién incluida en el estudio presentaba alguno de los

siguientes factores de riesgo en BL.

1. Diabetes: Variable categdrica nominal.
Valores: Si / No

2. HTA: Variable categdrica nominal.
Valores: Si / No

3. Hipercolesterolemia: Variable categdrica nominal.
Valores: Si / No

4. Estatus de fumador (Tabaquismo): Variable categérica nominal.
Valores: Si / No

5. Antecedentes personales de enfermedad cardioldgica (EC previa):
Variable categdrica nominal. Se consideré6 como “SI” en esta
variable, aquellos pacientes que fueron diagnosticados de
cualquier problema cardiolégico que necesitara de un ingreso
hospitalario en cualquier momento antes del ictus/AIT por el que
se reclutd al paciente.
Valores: Si / No

6. Antecedentes personales de ictus o AIT (AlT/ictus previo): Variable
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categdrica nominal. Se consideré6 como “SI” en esta variable,
aquellos pacientes que fueron diagnosticados de ictus o AIT
previo al diagndstico por el que se reclutd al paciente, siempre
gue supusiera un ingreso hospitalario.

Valores: Si / No

— Tratamiento farmacoldgico concomitante durante el

seguimiento:

1. AAS: Variable categdrica nominal.
Valores: Si / No

2. Estatinas: Variable categérica nominal.
Valores: Si / No

3. B-Bloqueantes: Variable categérica nominal.
Valores: Si / No

4. |ECA: Variable categdrica nominal.
Valores: Si / No

5. ARAII: Variable categérica nominal.
Valores: Si / No

6. Antagonistas del Ca: Variable categérica nominal.
Valores: Si / No

7. IBP: Variable categdrica nominal.

Valores: Si / No

— Variables quirurgicas y relacionadas con la severidad de la

enfermedad:

1. Estar en tratamiento antiagregante previo al ictus o AIT por el que se
recluta (Antiagregante previo): Variable categdrica nominal.
Valores: Si / No

2. Haber sido sometido a cirugia de carétida (Cirugia): Variable

categdrica nominal. Se considerd como “SI” en esta variable en
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aquellos pacientes que fueron sometidos a una cirugia de
cardtida secundaria al ictus por el que se recluta.
Valores: Si / No

3. Presencia de stent en cardtida (Stent): Variable categdérica nominal.
Se consideré como “SI” en esta variable en aquellos pacientes
que, durante la cirugia realizada debido al diagndstico de ictus
por el que se recluta, se les implantd un stent a nivel de la arteria
carotida.

Valores: Si / No
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3. CIRCUITO DE PACIENTES Y PROCEDIMIENTO

Una vez proporcionada la lista de pacientes candidatos a ser incluidos en
ambos estudios por el servicio de documentacidn clinica del HUSC, se realizd
una busqueda de la consulta o cita de cualquier tipo mas préxima en el
tiempo, que cada paciente tuviera en nuestro centro. Para esto se utilizé la
aplicaciéon CITAWEB (Diraya citacion) del Servicio Andaluz de Salud (SAS) y

Consejeria de Salud de Andalucia.

Una vez localizados los pacientes, se consulté sobre la disponibilidad en
tiempo y espacio a los profesionales sanitarios responsables de éstos durante
las citas encontradas, para informar a los pacientes sobre la realizacién de los

estudios que acabamos de describir.

3.1 INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Teniendo la conformidad de su médico responsable y del paciente para

reunirnos, procedimos a informar al paciente sobre la realizacién del estudio.

El investigador responsable informé a cada paciente sobre la
voluntariedad de su participacion, detallando que, debido a la naturaleza
observacional y retrospectiva de este, no supondria ninguna variaciéon o
intervencidn en el tratamiento que hubiera recibido si no participase en el
estudio, y de los posibles beneficios futuros que esta participaciéon pudiera
suponer, tanto sobre el propio paciente, como para el resto de la sociedad.
Para esto, se entregd a cada paciente una “Hoja de informacién al paciente”

(Ver anexos 2 y 4).

A continuacion, se invitd a cada paciente candidato a ser reclutado, que
preguntase cualquier duda que le surgiera y se le invité formalmente a
participar en el estudio proporcionando el consentimiento informado para su

firma.
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Una vez firmado el consentimiento por cada uno de los pacientes, este
fue firmado también por el profesional sanitario que informé al paciente de
los detalles relativos a la participacion en el estudio. Por ultimo, se recordd al
paciente que podia solicitar en cualquier momento la revocacién de éste al

equipo investigador.

Una vez firmados por paciente y profesional sanitario investigador, los
consentimientos informados se archivaron bajo llave en el servicio de
farmacia del HUSC y posteriormente fueron trasladados al Hospital del
Campus de la Salud del Parque Tecnoldgico de la Salud (PTS) de Granada,
ubicdndolos también bajo llave en el despacho del drea de farmacogenética

del servicio de Farmacia de este hospital.
3.2 TOMA DE MUESTRAS

Habiendo obtenido por escrito el consentimiento del paciente para su
participacidon en el estudio, se le tomaron 4 muestras de saliva, utilizando

hisopos estériles (torundas) sin medio de cultivo.

Aunque una sola muestra hubiera sido suficiente para el analisis genético
previsto, se realizaron 4 tomas con el fin de genotipar la presencia de cada
uno de los polimorfismos estudiados por duplicado, y también tratando de
prever la posible necesidad de repetir una extraccion de ADN de uno de los

hisopos ante |la escasez de material genético.

La utilizacién de este método se escogio intentando facilitar dentro de lo
posible la participacién de los pacientes, por ser un método indoloro y
minimamente invasivo. Ademas, el uso de hisopos estériles facilitd en gran
medida la posterior manipulacion y analisis de las muestras respecto lo que
hubiera supuesto el uso de otros tipos de muestra, como la saliva en esputo,

o la sangre, ya sea capilar o mediante extraccion.
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3.3 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Una vez obtenidas las muestras de saliva de cada paciente, estas se
anonimizaron proporcionando un cddigo a cada paciente y sus muestras. La
relacion cddigo-paciente se guardd en una base de datos disefiada para este
fin y cifrada para su acceso, a la cual solo puede acceder el equipo

investigador dentro del ambito hospitalario.

Las muestras de saliva de enviaron anonimizadas al Centro Pfizer -
Universidad de Granada - Junta de Andalucia - de Gendmica e Investigacidon

Oncoldgica (GENYO) en Granada.
3.4 EXTRACCION DE ADN Y GENOTIPADO

Una vez recibidas las muestras bioldgicas en GENYO se procedia a la
extraccion del ADN a partir de las células de la mucosa bucal. Esto se realizd

en menos de 48h desde cada toma.

La extraccion del ADN de las muestras se llevd a cabo utilizando
procedimientos orgdnicos y el genotipado de los polimorfismos estudiados se
realizé mediante sondas Tagman®. Los detalles de este proceso se describen

mas adelante.

El genotipado de las muestras se llevé a cabo por duplicado a fin de

garantizar la veracidad de los resultados.
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4. EXTRACCION DE ADN Y GENOTIPADO

La obtencidn de células de la mucosa bucal y posterior extraccion de ADN
se realizaron mediante el método descrito por Freeman et al. (172) con las

modificaciones realizadas por Gémez-Martin A. et al. (173)

Asi, en primer lugar, se obtuvieron células de la mucosa bucal utilizando

hisopos estériles con capucha de algoddn y bastdn plastico.

Del algodén del hisopo, utilizado para arrastrar las células de la mucosa
bucal, se obtiene una pequefia porcién que se corta y se introduce en un
tubo de plastico de 15 mL junto con el medio de coleccién (100 mM NacCl, 10
mM Tris—HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8, 0.5% wt/vol SDS) y Proteinasa K (0.2
mg/mL). De este modo, se almacenaban las muestras hasta que se deseaba
extraer el DNA, cuando el numero de muestras era suficiente, lo cual

abarataba sensiblemente el procedimiento.

En este momento se centrifugan (4 min 400 g. av) y se incuban las
muestras (65°C, 2h) para activar la proteinasa K; tras esto, se vuelven a
centrifugar para recuperar la condensacion producida durante la incubacion y
se vierte el contenido a tubos de 50 mL eliminando el trozo de algodén que
contenia las células originales de la mucosa bucal. Hecho esto, se centrifuga,
se elimina el sobrenadante y se afiade el acetato de amonio [2M] para
eliminar las proteinas, agitando manualmente durante 30 s y centrifugando a

5.000 a gv durante 25 min.

Tras esto, se afade alcohol isopropilico para hacer precipitar el ADN
extraido centrifugando a 5.000 g av durante 25 minutos. Por ultimo, se
desecha el alcohol isopropilico y se re-suspende la muestra en 500 pL de Tris-

EDTA, almacenandose a -202C hasta que se procede al genotipado.
(Ver llustracion 2)

Una vez extraido el ADN de las células contenidas en la muestra de saliva
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de cada paciente, se genotiparon los polimorfismos CYP2C19*2 (rs4244285),
CYP2C19*17 (rs12248560) y ABCB1 C3435T (rs1045642).

Un genotipado es el procedimiento por el cual llegamos a conocer la
secuencia genética que presenta un individuo en un lugar determinado de su
genoma, a fin de conocer las diferencias que presenta respecto a otros

individuos.

F

e
pe |

Frotis bucal Cortar Trozo de algodén 100 mM Nacl, 10 mM Tris—HCl pH
8.0, 10 mM EDTA pH 8, 0.5% wt/vol Incubacion: 652C 2h
SDS + Proteinasa K (0.2 mg/mL) (Proteinasa K)

Acetato de amonio [2M)]
Eliminar proteinas

Alcohol isopropilico:
Precipitar ADN

o
:‘.;‘fg

10 mM Tris-HCl, 1 mM
EDTA, pH 8.0

Centrifucacion: 5.000 g
25 min

llustracién 2: Extraccion de ADN

El genotipado de los polimorfismos estudiados se llevé a cabo mediante
discriminacidn alélica utilizando ensayos de PCR (Polimerase Chain Reaction)
cuantitativa a tiempo real (Quantitative real-time PCR”, qPCR). Para esto, se
utilizaron sondas de hibridacién alelo-especificas Tagman®MGB de Life

Technologies® (Foster City, CA - EE. UU).

Mediante este método, somos capaces de detectar una variacion
genética mediante la unidon de un fragmento de ADN complementario al

lugar donde se encuentra el polimorfismo, estando marcado con un
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fluorocromo que se libera tras esta union.

Este método aprovecha la actividad exonucleasa 5->3" de la Tag DNA
polimerasa (Thermus acquaticus DNA polimerasa) para asi degradar la sonda

de hibridacion durante la amplificacidon del ADN por PCR (174).

Las sondas Tagman® son olignucleétidos de origen sintético marcados
con un fluorocromo en el extremo 5" (fluorocromo donador o reporter) cuya
fluorescencia se mantiene inhibida por la presencia de un inhibidor
(apantallador o quencher) en el extremo 3°; ademds, la sonda no es

extensible por este extremo.

Estas sondas estdn disefiadas para hibridar por complementariedad de
bases con el producto de la PCR (ADN del paciente), en el cual se encuentra la

posicién que contiene el polimorfismo de interés.

De este modo, al aplicar estas sondas sobre el ADN a interrogar, en caso
de ser portador el polimorfismo estudiado, la sonda hibridara con el ADN y
durante la PCR, la Tag DNA polimerasa hidrolizara la cadena hibrida, debido a
su actividad exonucleasa, liberando el reporter y, por tanto, emitiendo una

fluorescencia que aumenta a medida que este se aleja del quencher.

En nuestro caso, no solo queremos determinar la presencia de un
polimorfismo, sino que queremos caracterizar el genotipo del paciente para
ese polimorfismo, es decir, queremos saber si es homocigoto dominante,

recesivo o heterocigoto.

Para esto se utilizd el ensayo TagMan SNP Genotyping Assay for Life
Technologies®. Este método se basa en los mismos principios que lo que
acabamos de describir, pero con 2 sondas TagMan diferentes (FAM® dye y
VIC® dye), capaces de emitir fluorescencia en un espectro de excitacion y
emision diferentes. Cada una de estas sondas hibridara con cada uno de los

alelos posibles del polimorfismo estudiado.
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1.Polimerizacion:sonda se une a ADN

. FORMAAD PRIMER q PRIEE q]!'
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REVERSE PRIMER

2.Desplazamiento por la hebra: quencher
mantiene reprimido al reporter

. R_ o,

r 5

3.E=cision: Taq DNA polimerasa separa
reporter de la sonda

Sy
. .fl Vs Q}'
:l 5'

4 Polimerizacion completada: reparter
emite fluorescencia.

"‘-\.I.r-"
6,2 9y

al 5'

R: reporter
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llustracién 3: Principios del funcionamiento de las sondas Tagman (175)

En concreto, este ensayo se sirve de sondas Tagman®MGB, las cuales
contienen un ligando de unidn al surco menor (“minor groove binder”, MGB),
lo cual permite la utilizacién de sondas mas cortas en este tipo de ensayos.
Esto se debe a que el MGB es capaz de formar un duplex muy estable en el

surco menor del ADN de tal forma que cuando la sonda Tagman® hibrida por
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complementariedad de bases con el fragmento de ADN diana, este se une al
surco menor formado entre ADN diana y sonda (bicatenario) estabilizando

eficazmente esta hibridacion.

1. Componentes dol ensayo y plantila de DNA

2. Molkde desnaturnizado e hibridacién de componentes LEYENDA

dol ensayo
R} - v Fluorocroms vic*
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llustracion 4: Principios del funcionamiento del genotipado de polimorfismos
mediante el uso de sondas Tagman (176)

Para la lectura dela fluorescencia y por tanto, para la discriminacidn alélica
y genotipado de las muestras se utilizd el sistema de deteccién ABI PRISM
7500 Sequence Detection Systems y el software de discriminacién alélica 2.3

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

Mediante este software, en funcion de la fluorescencia detectada,
obtendremos un “plot” compuesto por puntos que representaran las
diferentes muestras de ADN analizadas en una grafica bidimensional (X, Y). El
eje X representara la emision de fluorescencia FAM® y por tanto indicara la
presencia de un alelo determinado y el eje Y representard la emisidon de

fluorescencia VIC®, o lo que es lo mismo, la presencia del otro alelo posible.
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De esta manera, los puntos cercanos a los ejes X e Y indicardan que el
individuo es homocigoto (recesivo o dominante dependiendo que alelo
representen el FAM y VIC) para ese polimorfismo, mientras, las muestras que
emitan ambas fluorescencias apareceran representadas como un punto en el

centro del plot, lo cual significara que el individuo es heterocigoto para ese

SNP.
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180 (Fluorescencia FAM)
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200 o Heterocigotos
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~
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llustracién 5: Representacion grafica de los resultados del genotipado por sondas
Tagman (“plot”)
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos en ambos estudios se
utilizd el paquete “R commander (V.2.3-0)” del programa “R statistics

(V.3.3.1)",

En primer lugar, se llevd a cabo un analisis descriptivo de las poblaciones
incluidas en los 2 estudios realizados. Para esto, se calcularon las medias y
desviaciones estandar (media + DS) de las variables cuantitativas estudiadas,
y las frecuencias absolutas (n) y relativas (%) de cada una de las categorias en
las que se dividieron las variables cualitativas. A continuacidn, se estudio la
asociacién entre las covariables y las variables dependientes (evento primario
y eventos secundarios) e independientes (variables genéticas) de ambos
estudios a fin de comprobar la posible influencia de todas las variables
estudiadas sobre la respuesta, o su posible relacién con los polimorfismos
genéticos estudiados. De esta manera, controlamos la presencia de variables

de confusidn.

En este andlisis bivariante, para comparar variables cualitativas se realizd
el test de comparacién de proporciones (x2 - Chi cuadrado). Si la frecuencia
era <5 en >20% de las celdas de cada una de las tablas de contingencia
construidas, se aplico el test exacto de Fisher, y si esto ocurria en <20% de las
celdas se utilizaria la correccién por continuidad de Yates, aunque esto no

sucediod en ninguno de los casos.

Para las variables cuantitativas se aplicé el test T para muestras
independientes, previa comprobacion de la distribucion normal de los grupos
mediante el test de normalidad de Shapiro-Wilks (177), y de la varianza,

mediante el test de Levene (178).

Aquellas variables que en el analisis bivariante mostraron una asociacién
con la respuesta o los SNP con un valor de p<0.1 se incluyeron en el modelo

final o multivariante.

9% | Pdgina



MATERIAL Y METODOS

Tras esto, se estudid la influencia de la presencia de los polimorfismos
CYP2C19*2 o *17 o ABCB1 (C3435T sobre la aparicién del evento primario

(objetivo primario) y secundarios (objetivo secundario).

Para esto, en primer lugar, se realizd un analisis bivariante mediante un
test de hipdtesis por tablas de contingencia (x2 - Chi cuadrado). Ademas, se
llevé a cabo un analisis multivariante por regresién logistica y el método
“backward” en el que se incluyeron las variables que en el andlisis bivariante

previo mostraron una asociacién con el genotipo o la respuesta con p<0.1.

La respuesta al clopidogrel en funcion de los polimorfismos se evalué
mediante los odds ratio (OR) obtenidos, para los cuales se obtuvieron los
intervalos de confianza al 95% (IC95%) y valores de p, siendo

estadisticamente significativas las asociaciones con un valor de p<0.05.
Se realizaron los siguientes estudios de asociacion:
1. CYP2C19 LOF frente el evento primario o secundarios.

2. ABCB1 LOF frente el evento primario o secundarios.

3. LOF combinada: Portadores de un alelo CYP2C19*2 o genotipo ABCB1

3435TT frente la aparicién del evento primario o secundarios.
4. CYP2C19 GOF frente el evento primario.

Por ultimo, para estudiar el objetivo primario, ademas del andlisis
bivariante por chi cuadrado y el multivariante mediante regresion logistica, se
llevé a cabo un analisis del tiempo hasta el primer evento (supervivencia).
Para esto, se utilizd el pluggin “RcmdrPlugin.UCA” (V.3.1) de R commander.
Las curvas de supervivencia se obtuvieron por Kaplan-Meier y la formula de
Greenwood. Para la comparacién de las curvas de supervivencia en funcidn
de los polimorfismos (variable independiente) se aplicé el modelo de
regresion de Cox, y como contraste de hipodtesis se utilizd el test logRank

(Mantel-Haenszel), a partir del cual se obtuvieron el p-valor, Hazard Ratio
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(HR) e 1C95%. De nuevo, se consideraron estadisticamente significativas las

asociaciones con un valor de p<0.05.
5.1 METAANALISIS
El metaanalisis se llevd a cabo utilizando el paquete ‘meta’ de R.

La heterogeneidad de la muestra se estudié mediante el test Q y como
estimacién del efecto combinado de los resultados encontrados se utilizé el

método de Mantel-Haenszel y un modelo de efecto fijo y aleatorio.
5.2 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

El equilibrio de Hardy-Weinberg determina que: “Las frecuencias génicas
y genotipicas se mantienen constantes de una generacion a otra, una vez
alcanzado un estado de equilibrio que en loci autosémicos se alcanza tras una

generacion, siempre y cuando se cumplan las siguientes condiciones” (179):

1. La poblacion deber ser suficientemente grande y panmictica

(apareamiento aleatorio).

2. En la poblacién no debe darse una reproduccién ni una mortalidad
diferencial, es decir, cada genotipo debe reproducirse o sobrevivir

como cualquier otro.

3. La poblacién no debe presentar flujo génico, es decir, no debe

presentar una migracion significativa.

4. No deben existir mutaciones en la poblacién, a no ser que se

presenten en sentido inverso y en la misma frecuencia.

Estas condiciones son complicadas de encontrar en la naturaleza, pero a
pesar de esto, la mayoria de los genes se comportan dentro de limites
estadisticamente aceptables con las condiciones de equilibrio entre dos

generaciones sucesivas.

Por tanto, una poblacién en estudio, en ausencia de sesgos deberia
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cumplir la ley de Hardy-Weinberg, y, por tanto, al comparar las frecuencias
genotipicas y alélicas obtenidas en la poblacidn de estudio con las frecuencias
esperadas obtenidas a partir de una poblacién de referencia, no deberiamos

obtener diferencias significativas.

Para comprobar esto, se calcularon las frecuencias genotipicas de los
polimorfismos CYP2C19*2, *3, *17 y ABCB1 (3435T de los pacientes
reclutados y se compararon con las frecuencias esperadas aplicando chi
cuadrado o el test de Fisher. Este ultimo, de nuevo en caso de que >20% de
los grupos (celdas de las tablas de contingencia) presentara una frecuencia

<5.

Como poblaciones de referencia (frecuencias esperadas) con las que

comparar las frecuencias genotipicas de nuestra poblacion se utilizaron:

1. Muestras aleatorias de la poblacion en Granada que habian sido
previamente almacenadas en GenYo como parte de otros proyectos

de investigacion.

2. Datos de las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
CYP2C19*2, *3, *17 y ABCB1 3435C>T en la poblacién europea
reclutada en el “1000 Genomes Project” (124), que se denomind

“EUR_1000 Genomes Project”.

3. Datos de las frecuencias genotipicas y alélicas de estos
polimorfismos, presentes en una subpoblacién del “1000 Genomes
Projects” que incluye Unicamente individuos de la peninsula ibérica

(“1BS_1000 Genomes Project”).

Se considerd que habia una diferencia estadisticamente significativa, vy,
por tanto, que la poblacidn estudiada no cumplia el Equilibrio de Hardy-
Weinberg, si al comparar las frecuencias obtenidas y las esperadas se

obtenian valores de p<0.05.
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6. ASPECTOS ETICOS Y DEONTOLOGICOS

1. El estudio realizado con pacientes diagnosticados de EAP sometidos a ATP
fue aprobado por el comité de ética de investigacion de la provincia de

Granada bajo el titulo:

“Evaluacion preliminar de la influencia de la resistencia al clopidogrel en la

evolucion postimplante de stent por patologia vascular periférica”.

2. El estudio realizado con pacientes diagnosticados de ictus o AIT también
fue aprobado por el comité de ética de investigacién de la provincia de

Granada bajo el titulo:

“Impacto de los polimorfismos CYP2C19 y ABCB1 sobre la recurrencia de ictus
en pacientes tratados con clopidogrel como terapia antiagregante para la

prevencion secundaria del ictus en la poblacién andaluza”.

3. Ambos estudios se llevaron a cabo de acuerdo con las siguientes normas y

declaraciones:

e Declaracién de Helsinki (Revision de Fortaleza, 2013) (180). Los
principios recogidos en la declaracién de Helsinki se respetaron
durante todo el desarrollo del estudio, desde el reclutamiento,
formato y comunicacién del consentimiento informado del paciente
para realizar el estudio, hasta el tratamiento de la informacién e

interpretacion de los resultados.
e Ley 142007 del 3 de Julio, de investigacion biomédica.

e Orden ministerial SAS/3470/2009, por la que se publican las
directrices sobre estudios de tipo observacional para medicamentos

de uso humano.

e Ley Orgéanica 152009, del 13 de diciembre, de proteccién de datos de
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caracter personal.

4. Todas las muestras de saliva obtenidas de los pacientes reclutados y el ADN
extraido a partir de estas muestras, de acuerdo con la ley 142007 de
investigacion biomédica y el Real Decreto 1716/2011, se encuentran
registradas en la seccion de colecciones de muestras bioldgicas de origen
humano del Registro Nacional de Biobancos para Investigacién Biomédica,
como una coleccidon de muestras biolédgicas, con numero de registro
C.0004153, y con la Dra. Cristina Lucia Davila Fajardo como responsable de la

coleccion.
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1. ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA Y ANGIOPLASTIA
TRANSLUMINAL PERCUTANEA

1.1 RECLUTAMIENTO

Tras la busqueda inicial, se localizaron, 276 pacientes que, entre los afios
2010 y 2013, habian sido diagnosticados de EAP y sometidos a una ATP, ya
fuese con o sin implante de stent, en el Hospital Universitario San Cecilio en

Granada (Espafia).

EAP y ATP entre 2010-2013
n=276

¥ Otros tratamientos: 151

CLOPIDOGREL

n=125
» Criterios de exclusion: 20
» No localizados: 18
» EXITUS: 14
#» 1 no desea participar

N
RECLUTADOS
n=72

Figura 2: Pacientes reclutados con EAP

Entre estos, 125 pacientes habian sido tratados con clopidogrel desde la
cirugia, como farmaco antiagregante para la prevencidn de eventos

isquémicos secundarios a su patologia.
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Por tanto, estos 125 pacientes fueron los candidatos a la inclusion en el
estudio, aunque, 14 de ellos ya habian fallecido en el momento del
reclutamiento (2014), otros 20 cumplian alguno de los criterios de exclusidn,

18 no pudieron ser localizados y 1 se negé a participar en el estudio.
De este modo, finalmente, 72 pacientes fueron incluidos en el estudio.

Todos los pacientes presentaban al menos un nivel llb de Fontaine y Ila
sintomatologia habitual en casos de isquemia de miembros inferiores, antes
de la intervencién quirdrgica por la que se reclutaron. Esto es légico si

tenemos en cuenta que son criterios necesarios para una cirugia de este tipo.
1.2 CARACTERISTICAS BASALES DE LA POBLACION

Todas las variables clinicas, relativas al tratamiento farmacoldgico
concomitante o a la cirugia quedan detalladas en las tablas 10 y 11, en las
cuales, ademas, se evalla la asociacion de todas estas con las variables
respuesta e independientes del estudio, como se explica en el punto 1.3 de
los resultados: “ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE COVARIABLES Y
POLIMORFISMOS”.

1.2.1 Variables clinicas.

Entre los 72 pacientes reclutados, 16 (22.2%) son mujeres, la edad media
en el momento de la cirugia fue de 67.4 + 9.4 afos y el 100 % son

caucdsicos/as.

Por otro lado, si nos fijamos en los principales factores de riesgo de la
enfermedad CV, observamos que, entre nuestros pacientes, en BL, 49 (68.1%)
habian sido diagnosticados de diabetes, 52 (72.2%) de hipertension, 37
(51.4%) tenian hipercolesterolemia y 48 (66.7%) habian sido fumadores.
Ademds, 60 (83.3%) presentaron al menos 2 de estos factores de riesgo, 42
(55.5%) presentaron al menos 3 de estos factores de riesgo y mas de la mitad

(n=37; 51.4%) tenian antecedentes de enfermedad CV antes de ser reclutados
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para este estudio: 16 (22.2%) habian sido diagnosticados con un SCA, 9
(12.5%) habian sufrido un ictus o AIT y 10 (13.8%) ya habian sido sometidos a

una angioplastia de miembros inferiores.
1.2.2 Variables relacionadas con el tratamiento farmacoldgico.

Respecto a la duracién del tratamiento con clopidogrel: la inmensa
mayoria, 53 (73.6%), fueron tratados durante los 12 meses de seguimiento,
16 (22.2%) durante al menos 6 meses sin llegar a 12, y 3 (4.2%) durante al
menos 3 meses sin llegar a 6; siempre después de la cirugia. Ademas,
respecto al resto de medicamentos con efecto antiagregante o
anticoagulante, 32 (44.4%) pacientes recibieron doble terapia antiagregante
con AAS, 35 (48.6%) fueron tratados con heparinas, y 6 (8.3%) con cilostazol

por presentar claudicacidn intermitente a pesar del éxito de la cirugia.

Es también importante sefialar que, a pesar de que el 100% de los
pacientes reclutados eran pluripatolégicos y polimedicados, a 4 (5.5%) de
ellos no se les prescribid ningln protector estomacal tras la cirugia ni durante
el seguimiento, y a 11 (15.3%) se les prescribié omeprazol, a pesar del aviso
de la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS),
que desaconsejaba el uso concomitante de clopidogrel y omeprazol por el
riesgo de disminucidn del efecto antiagregante del primero (181, 182), y que
entre los afios 2010 y 2013 estaba vigente. En total, a 26 (36.1%) se les
prescribidé alglin IBP, entre los cuales, 15 (20.8% del total) eran distintos a
omeprazol. El resto (n=42; 58.3%) recibieron ranitidina como protector

estomacal.
1.2.3 Variables relacionadas con la cirugia.

Al alta de la cirugia y habiendo iniciado el tratamiento con clopidogrel
(BL), solo 4 (5.5%) individuos fueron categorizados con un nivel Il de
Fontaine y ninguno en un nivel superior. Por otro lado, el valor medio del ITB

en BL fue de 71.4 = 25 y casi la mitad de los pacientes (n=35; 48.6%)

107 | Pagina



TESIS DOCTORAL

resolvieron los problemas de claudicacién con la cirugia.

Ademas, de los 72 pacientes reclutados, a 49 (68.1%) se les implantd al
menos un stent durante la cirugia y en 9 se utilizaron balones recubiertos de

farmaco durante la ATP.

Por ultimo, del total, en la mayoria (n=42; 58.3%) de los pacientes se
intervino quirdrgicamente un Unico territorio vascular, y sélo en 1 (1.38%)
paciente fue necesario intervenir los 3 territorios vasculares valorados en

este estudio.
1.2.4 Variables genéticas

Entre los pacientes reclutados, se genotipo la presencia de los
polimorfismos CYP2C19%*2, *17, ABCB1 3435C>T y, ademas, el CYP2C19%3, ya
gue, a pesar de no presentar una frecuencia >1% en caucdsicos, si se
manifiesta significativamente en poblacién africana, y debido a la influencia
de la migracion y mezcla de esta poblacidén con los paises del sur de Europa,
decidimos estudiar su presencia en nuestra poblacién, la andaluza, que
geograficamente es la mas cercana a la poblacién que mas expresa este
polimorfismo. EI CYP2C19*3, al igual que el alelo *2 de este gen, ha sido
asociado a una respuesta antiagregante deficiente de clopidogrel, y de estar
presente en nuestra poblacién, podria estar enmascarando falsos positivos
respecto la variable respuesta y suponer una variable de confusidn en este

estudio.

Respecto al polimorfismo CYP2C19*3, ningun paciente reclutado era
portador de esta variante. En lo que se refiere al CYP2C19*2, 18 (25%)
individuos portaban esta variante (pacientes CYP2C19 LOF), siendo solo 1
(1.4%) de ellos homocigoto recesivo (CYP2C19*2/*2), y el resto (n=17; 23.6%)
heterocigotos (CYP2C19*1/%*2). Por ultimo, de acuerdo con el genotipo
ABCB1 3435 C>T, 58 individuos (80.6%), fueron categorizados como ABCB1
no-LOF, entre estos, 27 (37.5%) eran ABCB1 3435CC (Homocigotos
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dominantes) y 31 (43.1%) ABCB1 3435CT, por lo que Unicamente el 19.4%
(n=14) eran homocigotos recesivos (ABCB1 3435TT o ABCB1 LOF) para este

polimorfismo.

Todos los genotipos y frecuencias alélicas de las variantes genéticas
estudiadas se encontraban en el equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05) al
compararlas con las poblaciones control, excepto el polimorfismo ABCBI
C3435T (Ver tabla 9), cuyas frecuencias genotipicas y alélicas mostraron una
diferencia estadisticamente significativa al compararlas con la poblacion
europea incluida en el “1000 Genomes Project” (EUR_1000 Genomes

Project).

Aunque, si comparamos las frecuencias alélicas y genotipicas de las 3
poblaciones control entre si, la poblacion europea muestra diferencias
estadisticamente significativas respecto las frecuencias del ABCB1 C3435T
comparado con la poblacidn originaria de la peninsula ibérica incluida en el
“1000 Genomes Project” (IBS_1000 Genomes Project) y con los controles
aleatorios obtenidos de la poblacidn de Granada. Por esto, podemos afirmar
que nuestra poblacidn se encuentra en el equilibrio de Hardy-Weinberg
también para este polimorfismo, aunque, existe algun factor ambiental que
esté condicionando un desequilibrio en su herencia al comparar la peninsula

ibérica con el resto de Europa.
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GENOTIPO i MAF )

POBLACION Frecuencia (n) vaplor Frecuencia v:lor

HOM | HET | wr (n2 alelos)

CYP2C19*2 (c.681G>A; rs4244285)
Pacientes
reclutados 0.014 (1) 0.236 (17) 0.750 (54) 0.132 (19)
GRANADA 0.021 (4) 0.255 (49) 0.724 (139) 0.951* 0.148 (57) 0.631
IBS 1000 0 0.290 (31) 0.710(76) 0.380* 0.145(31) 0.730
EUR 1000 0.012 (6) 0.266 (134) 0.722(363) 0.857 0.145(146) 0.673
CYP2C19*3 (c.636G>A; rs4986893)
Pacientes
reclutados 0 0 iz
GRANADA 0 0 1(192) 1 0(0) 1
IBS 1000 0 0 1(107) 1 0(0) 1
EUR 1000 0 0 1(503) 1 0 (0) 1
ABCB1 C3435T (c.3435C>T; rs1045642)
Pacientes
reclutados 0.194 (14) 0.431(31) 0.375(27) 0.410 (59)
GRANADA 0.214 (41) 0.427 (82) 0.359 (69) 0.938 0.427(164) 0.719
IBS 1000 0.224 (24) 0.477 (51) 0.29 (32) 0.568 0.463 (99) 0.323
EUR 1000 0.266 (134) 0.503(253) 0.231(116) 0.027 0.518(521) 0.018
CYP2C19*17 (c.-806C>T; rs12248560)

Pacientes
reclutados 0.014 (1) 0.347 (25) 0.639 (46) 0.361 (27)
GRANADA Nd Nd Nd Nd Nd Nd
IBS 1000 0.037 (4) 0.355 (38) 0.607 (65) 0.766* 0.215 (46) 0.527
EUR 1000 0.044 (22) 0.360(181) 0.596 (300) 0.538* 0.224 (225) 0.327

*Test de Fisher. En negrita y azul los valores de p<0.05. HOM: Homocigotos recesivos; HET: Heterocigotos; WT:
wildtype u homocigotos dominantes; MAF: Minor Allele Frequency (Frecuencia del alelo menor o “mutado”); Nd:

No disponible.

Tabla 9: Comparacién de frecuencias genotipicas y alélicas entre los pacientes

reclutados (EAP con ATP) y las poblaciones de referencia.
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1.3 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE COVARIABLES Y
POLIMORFISMOS/RESPUESTA

Se realizd un analisis bivariante valorando la posible asociacion entre
todas las variables incluidas en el estudio y las variables respuesta (evento

primario; ver tabla 11) e independientes (genéticas; ver tabla 10).

De esta manera se tratd de localizar aquellas caracteristicas de los
pacientes que por alguna razédn pudieran estar relacionadas con las
caracteristicas genéticas, o que pudieran modificar la respuesta de los
pacientes a la terapia antiagregante; de este modo, al incluirlas en el modelo
multivariante podriamos saber la influencia real de los polimorfismos

estudiados sobre la respuesta de los pacientes a clopidogrel.

Todas aquellas variables que en este analisis bivariante mostraron una
asociacién con el evento primario o las variables genéticas, con un valor de
p<0.1, se consideraron estadisticamente significativas para su inclusién en el

modelo multivariante.

El CYP2C19*2 mostré una asociacion significativa (p<0.1) con el sexo
(mujeres, p=0.059), con el diagndstico de hipertensidon (p=0.068) y con el
tratamiento concomitante con B-Bloqueantes durante el tiempo de
seguimiento (p=0.042).

El ABCB1 3435C>T se asocié significativamente con el consumo de

heparinas (p=0.066) durante el tiempo de seguimiento.

Ademas, al estudiar la asociaciéon de las variables recogidas frente la
pérdida de funcién del CYP2C19 (CYP2C19 LOF) y ABCB1 (ABCB1 LOF)
combinadas, la enfermedad renal también mostrd valores estadisticamente
significativos (p=0.070).

Al comparar la influencia de todas las covariables del estudio sobre el

evento primario (eficacia o respuesta), el diagndstico de hipertensién previo
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al inicio del tratamiento con clopidogrel mostré un valor de p=0.091.
Ademas, el tratamiento con inhibidores de la bomba de protones,
concomitante a clopidogrel, se asocié con un mayor riesgo del evento

primario (OR=2.83; 1C95%= 1.03-7.79; p=0.041).

Las asociaciones con las variantes genéticas estudiadas pueden deberse al
azar, ya que, si tenemos en cuenta la baja frecuencia de estas, el nimero de
pacientes incluidos en el estudio, y el hecho de que no todos los pacientes
expresan cada una de las variables, los grupos que conforman las tablas de
contingencia para la realizacién de los test de Fisher y chi cuadrado quedan
reducidos al maximo, y un leve desajuste en las frecuencias de cada grupo

puede dar lugar a una significacidn estadistica.

Respecto las variables asociadas a la respuesta, la hipertensién lo hace
con un valor de p=0.091, suficiente para su consideracién en el modelo
multivariante pero no para considerar una influencia estadisticamente
significativa segun los criterios marcados para este estudio (p<0.05) sobre la

respuesta.

En cambio, el tratamiento con IBP durante el tiempo de seguimiento,
como hemos comentado, demostrd un aumento del riesgo de sufrir el evento
primario (p=0.041) entre los pacientes reclutados, que como sabemos,
fueron tratados con clopidogrel. Como hemos visto, la AEMPS habia emitido
en 2010 un aviso alertando del riesgo de disminucion del efecto
antiagregante del clopidogrel en su uso combinado con omeprazol, lo cual
podria explicar esta asociacion. Actualmente sabemos que el pantoprazol
también aumenta este riesgo de ineficacia del clopidogrel (183, 184) y entre
los 26 pacientes de nuestro estudio que se les prescribié un IBP en BL, a 11 se
les prescribido omeprazol y a 14 pantoprazol, lo cual reforzaria todavia mas

esta hipotesis.
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VARIABLE p-valor p-valor p-valor
n=72 LOFn=31 no-LOF n=41 LOF n=18 no-LOF n=54 LOF n=14 no-LOF n=58
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Edad (media * DS) 67.4+94 67.1+11 67.7+8.6 0.775 67.6111.1 67.3+9.2 0.911 65.61£10.9 67.8+9.4 0.482
Mujeres 16 (22.2) 9(29) 7 (17) 0.227 7 (38.8) 9 (16.6) 0.059 2(14.2) 14 (24.1) 0.426
Caucasicos 72 (100) 31 (100) 41 (100) - 18 (100) 54 (100) - 14 (100) 58 (100) -
FACTORES DE RIESGO
Diabetes 49 (68.1) 23 (74.1) 26 (63.4) 0.331 13 (72.2) 36 (66.6) 0.662 11 (78.5) 38 (65.5) 0.347
Hipertension 52 (72.2) 19 (61.2) 33 (80.4) 0.076 10 (55.5) 42 (77.7) 0.068 10(71.4) 42 (72.4) 0.941
Hipercolesterolemia 37 (51.4) 18 (58) 19 (46.3) 0.326 8 (44.4) 29 (53.7) 0.496 10 (71.4) 27 (46.5) 0.105
Tabaquismo 48 (66.7) 18 (58) 30 (73.1) 0.178 12 (66.6) 36 (66.6) 1 7 (50) 41 (70.6) 0.141
Enfermedad renal 12 (16.6) 8 (25.8) 4(9.75) 0.070 7 (38.9) 5(9.3) 0.011 2(14.3) 10 (17.2) 1
Antecedentes CV 37 (51.4) 15 (48.4) 22 (53.7) 0.658 8 (44.4) 29 (53.7) 0.496 8(57.1) 29 (50.0) 0.631
TRATAMIENTOS CONCOMITANTES DURANTE EL SEGUIMIENTO

AAS 32 (44.4) 16 (51.6) 11 (26.8) 0.287 10 (55.5) 17 (31.4) 0.273 6(42.8) 21 (36.2) 0.894
HBPM 35(48.6)  20(64.5) 15 (36.5) 0.019 10 (55.5) 25 (46.2) 0.496 10 (71.4) 25 (43.1) 0.066
Cilostazol 6(8.3) 4(12.9) 2 (4.8) 0.239 2(11.1) 4(7.4) 0.622 2 (14.2) 4 (6.8) 0.380
B-bloqueantes 23 (31.9) 6 (19.3) 17 (41.4) 0.046 2(11.1) 21 (38.8) 0.042 4 (28.5) 21 (36.2) 0.763
IECA 26 (36.1) 10 (32.2) 16 (39) 0.554 6(33.3) 20 (37) 0.777 4 (28.5) 22 (37.9) 0.513
ARAII 15 (20.8) 7 (22.5) 8(19.5) 0.751 4(22.2) 11 (20.3) 0.867 4 (28.5) 11 (18.9) 0.427
Estatinas 64 (88.8) 30(96.7) 34 (82.9) 0.141 18 (100) 46 (85.1) 0.194 13 (92.8) 51 (87.9) 0.599
IBP 26 (36.1) 13 (41.9) 13 (31.7) 0.690 6 (33.3) 20 (37) 0.777 7 (50) 19 (32.7) 0.558
Anticoagulantes 0(0) - - - - - - - - -

Antecedentes CV: Antecedentes de enfermedad cardiovascular (Sindrome coronario agudo, ictus, accidente isquémico transitorio y enfermedad arterial periférica); AAS: Acido Acetil Salicilico; HBPM:
Heparinas de bajo peso molecular; IECA: Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; ARAII: Antagonistas de los receptores de la angiotensina Il; IBP: Inhibidores de la bomba de protones.
/ En azul lo valores de p<0.1

Tabla 10: Caracteristicas basales de la poblacion (EAP) y su relacidon con los polimorfismos estudiados
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Tabla 10 (Continuacion): Caracteristicas basales de la poblacidn (EAP) y su relacidn con los polimorfismos estudiados

TOTAL CYP2C19y ABCB1 *
VARIABLE combinados p-valor Cvpaciosz p-valor ABCBL p-valor
n=72 LOF n=31 no-LOF n=41 LOF n=18 no-LOF n=54 LOF n=14 no-LOF n=58
VARIABLES QUIRURGICAS Y RELACIONADAS CON LA SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD (BASELINE)
Clasificacion de Fontaine 0.699 0.999 0.731
1 (ref.) 6(8.3) 0(0) 6 (14.6) 0(0) 6(11.1) 0(0) 6(10.3)
2A 36 (50) 19 (61.2) 17 (41.4) 10 (55.5) 26 (48.1) 10 (71.4) 26 (44.8)
2B 26 (36.1) 11 (35.4) 15 (36.5) 7 (38.8) 19 (35.1) 4(28.5) 22 (37.9)
3 4(5.5) 1(3.2) 3(7.3) 1(5.5) 3(5.5) 0 (0) 4 (6.8)
PVR 0.116 0.380 0.664
1 (ref) 13(18.1) 3(9.6) 10 (24.3) 3(16.6) 10 (18.5) 0 (0) 13 (22.4)
2 25(34.7) 15 (48.3) 10 (24.3) 9 (50) 16 (29.6) 7 (50) 18 (31)
3 13(18.1) 6(19.3) 7(17) 2(11.1) 11 (20.3) 4(28.5) 9 (16.6)
Sin datos 21(29.2) 7 (22.5) 14 (34.1) 4(22.2) 17 (31.4) 3(21.4) 18 (31)
Distancia de claudicacién 0.774 0.688 0.789
No claudicacion (ref.) 35 (48.6) 17 (54.8) 18 (43.9) 10 (55.5) 25 (46.2) 7 (50) 28 (48.2)
>500 m 4 (5.6) 0 (0) 4(9.7) 0 (0) 4(7.4) 0(0) 4 (6.8)
>150 m 10(13.9) 3(9.6) 7(17) 1(5.5) 9 (16.6) 2 (14.2) 8(13.6)
<150 23 (31.9) 11 (35.4) 12 (29.2) 7 (38.8) 16 (29.6) 5(35.7) 18 (31)
ITB (media + DS) 71.4 125 66.2 £22.7 76.5 £ 26.6 0.159 65.1+22.2 73.9+25.9 0.274 68.5+23.3 72.2£25.7 0.666
Numero de regiones tratadas 0.936 0.837 0.793
1 (ref) 42 (58.3) 17 (54.8) 25 (60.9) 9 (50) 33 (61.1) 8(57.1) 34 (58.6)
2 29 (40.2) 13 (18.05) 16 (39.02) 8 (44.4) 21(38.8) 6 (42.8) 23 (39.6)
3 1(1.38) 1(3.2) 0 (0) 1(5) 0 (0) 0 (0) 1(1.7)
Balon recubierto 9 (12.5) 4(12.9) 5(12.1) 0.928 3 (16.6) 6(11.1) 0.540 1(7.1) 8 (13.7) 0.508
Stent 49 (68.05) 20 (64.5) 29 (70.7) 0.576 10 (55.5) 39 (72.2) 0.194 10 (71.4) 39 (67.3) 0.763

PVR: Pulse volumen record (pletismografia); ITB: indice tobillo-brazo; DS:

Desviacion estandar; REF: Valor de referencia para test t de student
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TOTAL n=72 Evento primario n (%)

VARIABLE n (%) SI n=25 NO n=47 OR (IC 95%) p-valor
Edad (media+DS) 67.4+94 67.2+9.5 67.5+9.8 0.99 (0.94-1.05) p=0.897
Mujeres 16 (22.2) 6 (24) 10 (21.7) 1.17 (0.37-3.70) p=0.791
Caucasicos 72 (100) 25 (100) 47 (100) -

| FACTORES DE RIESGO

Diabetes 49 (68.1) 19 (76) 30 (63.8) 1.66 (0.57-4.81) p=0.292
Hipertension 52(72.2) 15 (60) 37 (78.7) 0.40 (0.14-1.17) p=0.091
Hipercolesterolemi 37 (51.4) 11 (44) 26 (55.3) 0.63 (0.23-1.68) p=0.360
a

Tabaquismo 48 (66.7) 15 (60) 33(70.2) 0.63 (0.23-1.75) p=0.381
Enfermedad renal 12 (16.6) 5(20) 7 (14.9) 1.43 (0.40-5.07) p=0.581
Antecedentes CV 37(51.4) 14 (56.0) 23 (48.9) 1.33 (0.50-3.52) p=0.568

TRATAMIENTOS CONCOMITANTES DURANTE EL SEGUIMIENTO

AAS 32 (44.4) 11 (44) 21 (44.6) 0.97 (0.36-2.58) p=0.956
HBPM 35 (48.6) 14 (56) 21 (44.6) 1.57 (0.59-4.18) p=0.360
Cilostazol 6(8.3) 1(4) 5(10.6) 0.35(0.39-3.17) p=0.332
B-bloqueantes 23 (31.9) 7 (28) 16 (34.0) 0.75 (0.26-2.17) p=0.601
IECA 26 (36.1) 9 (36) 17 (36.1) 0.99 (0.36-2.76) p=0.989
ARAII 15 (20.8) 7 (28) 8(17.2) 1.89 (0.59-6.03) p=0.275
Estatinas 64 (88.9) 22 (88) 42 (89.3) 0.87 (0.19-3.99) p=0.861
IBP 26 (36.1) 13 (52) 13 (27.6) 2.83 (1.03-7.79) p=0.041
Anticoagulantes 0(0) - - -

VARIABLES QUIRURGICAS Y RELACIONADAS CON LA SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD (BASELINE) |

Clasificacion de Fontaine 0.114

1 (ref) 6(8.3) 0(0) 6(2.1)

2A 36 (50) 9 (36) 27 (57.4)

2B 26 (36.1) 13 (52) 13 (27.6)

3 4(5.5) 3(12) 1(2.1)

PVR 0.106

1 (ref)) 13 (18.1) 2(8) 11 (23.4)

2 25(34.7) 13 (52) 12 (25.5)

3 13 (18.1) 4(16) 9(19.1)

No data 21(29.2) 6 (24) 15 (31.9)

Distancia de claudicacion 0.264

No claudicacion (ref.) 35 (48.6) 12 (48) 23 (48.9)

>500 m 4 (5.6) 1(4) 3(6.3)

>150 m 10(13.9) 1(4) 9 (18.9)

<150 m 23 (31.9) 11 (44) 12 (25.5)

Numero de regiones tratadas 0.924

1 (ref) 42 (58.3) 14 (56) 28 (59.5)

2 29 (40.2) 11 (44) 18 (38.2)

3 1(1.38) 0(0) 1(2.1)

ITB (media £ DS) 71.4+25.0 68.4+22.3 73.4+269 0.99 (0.96-1.02) p=0.497
Balon recubierto 9(12.5) 5(20) 4 (8.5) 0.37 (0.09-1.53) p=0.172
Stent 49 (68.05) 14 (56) 35 (74.4) 2.29 (0.82-6.39) p=0.113

Tabla 11: Caracteristicas basales de la poblacién (EAP) y relacién con el evento

primario
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1.4 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE EVENTO PRIMARIO Y
POLIMORFISMOS (OBJETIVO PRIMARIO)

La respuesta clinica o eficacia del clopidogrel se compard de acuerdo con
la aparicién del evento primario, entendiendo como tal, la apariciéon de una
re-estenosis u oclusion del vaso intervenido durante la cirugia (ATP de

miembros inferiores).

Se estudid la influencia sobre la eficacia en funcién de la presencia,
independiente o combinada, de los polimorfismos CYP2C19*%2 y ABCB1
C3435T. Ademas, los resultados se ajustaron en un modelo multivariante (Ver
tabla 12), que incluyd las variables que en el andlisis bivariante previo
mostraron una asociacidn con la respuesta y/o los polimorfismos, con valores

de p<0.1.

De acuerdo con el genotipo CYP2C19*2, los pacientes portadores de este
polimorfismo (CYP2C19 LOF) mostraron un mayor riesgo de sufrir el evento
primario que los no portadores (CYP2C19*1/*1 o no LOF) (OR=4.49; IC 95%=
1.45-13.84; p=0.009). Esta asociacién se mantuvo al incluir las variables
hipertension, uso concomitante de IBP, género (mujeres) y uso concomitante
de B-bloqueantes en un modelo multivariante (OR=4.89; IC 95%=1.32-12.83;
p=0.018).

Respecto al polimorfismo ABCB1 (C3435T, el genotipo ABCB1 3435TT
(ABCB1 LOF) no se relacioné significativamente con un aumento del riesgo de
sufrir el evento primario, ni en el analisis crudo (OR=2.22; IC 95%=0.67-7.27;
p=0.187), ni en el multivariante, habiéndose ajustado el modelo por el
diagnéstico de hipertension previo al inicio del tratamiento y el uso

concomitante de IBP y HBPM (OR=2.98; IC 95%=0.75-11.86; p=0.12).

El efecto combinado de ambos polimorfismos sobre la respuesta indicé
que, los pacientes portadores de al menos un alelo CYP2C19*2 y/o un

genotipo ABCB1 TT tienen un riesgo significativamente mayor de sufrir el
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evento primario que los no portadores de estas variantes (OR=5.00; IC
95%=1.75-14.27; p=0.003), lo cual se confirmd al incluir las variables
hipertension, enfermedad renal uso concomitante de IBP, B-bloqueantes y
HBPM durante el tratamiento en el modelo multivariante (OR=4.66; IC

95%=1.37-15.84; p=0.014).

El CYP2C19*17 esta relacionado con un aumento de la expresion de la
enzima y, por tanto, con un aumento en la funcién del CYP2C19. Asi, de
influir en la respuesta, tendria un efecto contrario al provocado por los
polimorfismos LOF. La presencia del CYP2C19*17 no se asocid, en pacientes
con EAP sometidos a ATP, con ninguna de las caracteristicas de los pacientes
en el andlisis bivariante, y tampoco se encontré que este polimorfismo
influyera en la respuesta antiagregante al clopidogrel (OR=0.76; IC 95%=0.28-
2.12; p=0.596) (Ver tabla 12).
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EVENTO PRIMARIO : . .
0, . o/ \*k . o\ .
S| NO OR (IC 95%) valor OR (IC 95%) valor* OR (IC 95%) valorA
(n=25,34.7%) (n=47, 66.3%)
CYP2C19 LOF 11 (44%) 7 (15%) 4.49 (1.45-13.84)  0.009 4.89 (1.32-12.83)° 0.018° 6.16 (1.81-21) 0.003
CYP2C19 no-LOF 14 (56%) 40 (85%)
ABCB1 LOF 7 (28%) 7 (15%) 2.22 (0.67-7.27) 0.187 2.98(0.75-11.86)°> 0.120°  3.82 (1.04-14.06) 0.043
ABCB1 no-LOF 18 (72%) 40 (85%)
CYP2C19 GOF 8 (32%) 18 (38%) 0.76 (0.27-2.11) 0.596 - - 0.91 (0.30-2.79) 0.868
CYP2C19 no-GOF 17 (68%) 29 (62%)
LOF combinado 17 (68%) 14 (30%) 5.00(1.75-14.27) 0.003 4.66(1.37-15.84)° 0.014°¢ - -
no-LOF combinado 8 (32%) 33 (70%)

*Ajustado por: 2HTA, IBP, sexo, B-bloqueantes; * HTA, IBP, HBPM; © HTA, IBP, HBPM, B-bloqueantes, enfermedad renal.

A Ajustado por el resto de los polimorfismos.
En azul los p-valor<0.05

Tabla 12: Asociacién entre polimorfismos y el evento primario (chi cuadrado) en pacientes con EAP

ABCB1 LOF + CYP2C19 LOF CYP2C19 LOF ABCB1 LOF CYP2C19 GOF
HR (IC 95%) p- HR (IC 95%) P- HR (IC 95%) P- HR (IC 95%) p-
valor valor valor valor

4.21(1.74-10.17)

<0.001 4.07 (1.80-9.20)

<0.001 1.70(0.71-4.11) 0.231

0.69 (0.30-1.61) 0.394

Tabla 13: Asociacién entre polimorfismos y el evento primario (Cox) en pacientes con EAP
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Ademas, si analizamos la influencia del CYP2C19*2, *17 y ABCB1 C3435T
frente la respuesta mediante una regresion logistica en un modelo
multivariante a fin de comprobar el peso que tiene cada polimorfismo sobre
la aparicién del evento primario, observamos que ABCB1 LOF consigue un
valor de p<0.05 (OR=3.82; IC 95%=1.04-14.06; p=0.043), CYP2C19 LOF
mantiene esta significacion estadistica (OR= 6.16; IC 95%=1.81-21; p=0.003) y
CYP2C19 GOF sigue sin asociarse a la respuesta (p=0.868).

Al analizar la supervivencia del evento primario en funciéon de los
polimorfismos se confirman los resultados obtenidos por chi cuadrado (Ver
tabla 13). De este modo, la presencia del CYP2C19*2 se asocid con un
aumento de la tasa del riesgo de sufrir un evento primario (HR=4.07; IC
95%=1.80 — 9.20; p= <0.001), al igual que sucede con la combinada de
CYP2C19 LOF y ABCB1 LOF (HR=4.21; IC 95%=1.74 — 10.17; p=<0.001), y al
contrario que el genotipo ABCB1 3435TT (ABCB1 LOF) (HR=1.70; IC 95%=0.71
—4.11; p=0.231) y la presencia de CYP2C19*17 (CYP2C19 GOF) (HR=0.69; IC
95%=0.30-1.61; p=0.394), que no se asociaron estadisticamente con la

respuesta en este andlisis.
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Figura 3: Curva de supervivencia (censura: evento isquémico) en EAP
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Figura 4: Curva de supervivencia en funcion de CYP2C19 LOF en EAP
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Figura 5: Curva de supervivencia en funcién de ABCB1 LOF en EAP
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Figura 6: Curva de supervivencia en funcion de CYP2C19 GOF en EAP
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1.5 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE EVENTOS SECUNDARIOS Y
POLIMORFISMOS (OBJETIVO SECUNDARIO)

Como objetivo secundario del estudio en pacientes con EAP, se evalud la
asociacién entre los polimorfismos y las principales variables clinicas
utilizadas en la caracterizacién de la evolucién de los pacientes con esta

enfermedad.

Los alelos LOF combinados se asociaron con una mala evolucidon del PVR
(OR=4.35; IC 95%= 1.14-16.49; p=0.031) y con una mala evolucion de la
distancia de claudicacién (OR=6.28; IC 95%= 1.60-24.56; p=0.008).

El CYP2C19*2 se asocié de manera independiente con la mala evolucion
de los pacientes, al comparar su estatus relativo a la clasificacidon de Fontaine
al alta con la valoracién hecha en 4 momentos durante 12 meses (OR=8.31;
IC 95%=2.37-29.17; p=0.001); ademas, la presencia de este polimorfismo se
asocio con una mala evolucidn de la distancia de claudicaciéon (OR= 6.22; IC
95%= 1.31-29.44; p=0.021). La evolucidén del ITB no se asocié con ninguno de
los polimorfismos (Ver Tabla 14). Tampoco en este caso, la presencia de

CYP2C19*17 se asociod con ninguno de los eventos secundarios.

EVENTO CYP2C19*2 +
CYP2C19*2 LOF ABCB1 LOF
SECUNDARIO ABCB1TT
(mala OR p- OR p- OR p-
evolucidn) (IC95%) valor (IC95%) valor (IC 95%) valor
Clasificacién 13.96 8.31 4.75
de Fontaine (4.44-43.80) <0.001 (2.36-29.16) 0.001 (1.32-17.07) 0.017
indice tobillo- 2.75 2.16 1.87
brazo (0.64-11.69) 0.171 (0.48-9.64) 0.310 (0.29-12.14) 0.510
4.35 291 3.46
PVR (1.14-16.49) 0.031 (0.79-10.67) 0.106 (0.77-15.55) 0.109
Distancia de 6.28 6.22 1.91
claudicacién (1.60-24.56) 0.008 (1.31-29.44) 0.021 (0.40-9.04) 0.410

En azul los p valor<0.05

Tabla 14: Asociacién entre polimorfismos y variables clinicas de evolucién (objetivo
secundario)
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1.6 METAANALISIS EN PACIENTES CON EAP SOMETIDOS A ATP

Unicamente se encontré un estudio publicado en una revista impacto que
evaluara la influencia de los polimorfismos CYP2C19 o ABCB1 en la respuesta

a clopidogrel en pacientes con EAP.

En este articulo, publicado por Guo et al. (150), se estudié la influencia
del SNP CYP2C19*2 de manera independiente sobre la eficacia del
clopidogrel en pacientes con EAP. Los pacientes incluidos en este estudio
presentaban una estenosis de la arteria femoral que necesitd ser recanalizada
quirdrgicamente y que presentd un buen resultado angiografico al alta de la
cirugia. Consideraron como evento primario la re-estenosis del territorio
intervenido (evento isquémico), ademds recogieron datos sobre la necesidad
de reintervencidn quirurgica y de amputacidon del miembro intervenido. El
estudio se realizé en una cohorte de 50 pacientes asidticos con un

seguimiento de 12 meses después de la cirugia.

Nuestros resultados se mostraron similares a los obtenidos por Guo et al.
al estudiar la asociacién del CYP2C19%*2 y la aparicion de un evento isquémico
y reintervencién quirdrgica. Aunque, en este estudio la proporcién de
pacientes portadores del alelo CYP2C19*2 es significativamente mayor que
en el nuestro, esto se debe a que los pacientes son de origen asidtico y en
Asia, el porcentaje de individuos portadores de CYP2C19*2 es mayor que en

caucasicos (185).

Para la realizacion del metaanalisis combinamos nuestros resultados con
los obtenidos en este estudio, sumando una cohorte total de n=122

pacientes.

El test Q indicd que no existia heterogeneidad entre ambos estudios para
la aparicion de eventos isquémicos (p=0.63), ni tampoco para la necesidad de

re-operacién del miembro afectado (p=0.28).

En el estudio combinado de ambos trabajos, la presencia del CYP2C19*2
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se relaciond con un aumento del riesgo de sufrir el evento primario (evento
isquémico) (Ver figura 8) comparado con los no portadores CYP2C19*2
(OR=5.40; IC 95%=2.30-12.70). Sin embargo, la presencia del alelo
CYP2C19*2 no se asocié con un aumento del riesgo de re-operacion del

miembro afectado (Ver figura 9).

ESTUDIO Odds Ratio O.R. (1.C. 95%)

Guo et al — % 682 [181;2567]
Diaz-Villamarin et al. — = 449 [1.46;13.85]
Modelo combinado ===  5.40 [2.30; 12.70]

[ | 11 I |
0.04 01 051 2 10 25.67

Figura 8: Analisis combinado en pacientes con EAP: Forest plot que indica O.R. e
1.C.95% de la asociacion del CYP2C19*2 y evento isquémico

ESTUDIO Odds Ratio O.R. (I.C. 95%)

Guo et al. - 091 [0.17:5.03]

Diaz-Villamarin et al. — 2.88 [0.84;9.88]

Modelo combinado {Iﬁ* 1.88 [0.69; 5.10]
— | T I

0102 05 1 2 5 988

Figura 9: Analisis combinado en pacientes con EAP: Forest plot que indica O.R. e
1.C.95% de la asociacion del CYP2C19*2 y necesidad de re-operacion en el miembro
afectado
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2. ICTUS O ACCIDENTE ISQUEMICO TRANSITORIO
2.1 RECLUTAMIENTO

Tras la busqueda inicial, el servicio de documentacidn clinica proporciond
el NUHSA de los pacientes que habian sido diagnosticados de ictus o AIT y
qgue habian sido hospitalizados por esta razén en el servicio de Neurologia del
Hospital Clinico Universitario San Cecilio en Granada (Espafa) entre los afios

2010y 2013 (incluidos).

Se localizaron 395 pacientes, de los cuales, 114 fueron tratados con
clopidogrel desde el diagndstico durante al menos 1 mes y no necesitaron

terapia anticoagulante.

ICTUS o AIT entre 2010-2013
n= 395

J { & 0Oftros tratamisntos: 281

CLOPIDOGREL

n=114
% No localizados o sin HC digital: 40
—— EXITUS:S
L % No desezn participar: 2
Ry
RECLUTADOS
n= 67

Figura 10: Pacientes reclutados con ictus o AIT
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Entre estos 114 pacientes que cumplian los criterios de inclusién y no
cumplian los de exclusidn, 5 habian fallecido y 40 no pudieron ser localizados
en el momento del reclutamiento o no tenian datos en su historia clinica
digitalizada, ademads, 2 pacientes no dieron su consentimiento para participar

en el estudio.

De este modo, finalmente se reclutaron 67 pacientes tratados con
clopidogrel, tras haber sufrido un ictus o AIT, entre los afios 2010 y 2013 y
gue necesitaron ser hospitalizados por esta razdn, entre estos, solo 14 fueron
reclutados por AIT mientras que la mayoria (n=53; 79.1%) fueron reclutados

por haber padecido un ictus.
2.2 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

Todas las variables clinicas, factores de riesgo o variables referidas al
tratamiento concomitante a clopidogrel desde el diagndstico de ictus/AlT,
guedan detalladas en las tablas 16 y 17, en las cuales, ademads, se evalla la
asociacion de todas estas con las variables respuesta e independiente del
estudio, como se explica en el punto 2.3 de los resultados: “ESTUDIO DE

ASOCIACION ENTRE COVARIABLES Y POLIMORFISMOS/RESPUESTA”.
2.2.1 Variables clinicas y factores de riesgo

Entre los 67 pacientes reclutados, 24 (35.8%) son mujeres, la edad media

fue de 68.2 + 9.8 afios y el 100 % eran caucasicos.

Por otro lado, si nos fijamos en los principales factores de riesgo de la
enfermedad CV, observamos que, entre nuestros pacientes, en el momento
del inicio del tratamiento con clopidogrel tras el diagndstico, 28 (41.8%)
habian sido diagnosticados de diabetes, 53 (79.1%) de hipertension, 48

(71.6%) tenian hipercolesterolemia y 11 (16.4%) eran fumadores.

Por otro lado, 28 (41.8%) tenian antecedentes de ECV (ictus y/o AIT) y 22

(32.8%) de enfermedad cardiolégica. Ademas, 9 de los individuos reclutados
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(13.4%) habian sido sometidos a cirugia de carétida con implante de stent.
2.2.2 Variables relacionadas con el tratamiento farmacoldgico.

Respecto al tratamiento con clopidogrel, todos los pacientes reclutados
recibieron tratamiento antiagregante indefinido y confirmamos que todos
cumplieron minimo un mes de tratamiento. Ademads, respecto a los
tratamientos antiagregantes previos y durante el seguimiento, 48 (71.6%)
pacientes ya tomaban alguno antes del diagndstico de ictus por el que fueron
reclutados para este estudio, entre estos, 17 (25.4%) estaban siendo tratados
con AAS y 8 (11.9%) con clopidogrel. Desde el diagndstico, 20 (29.9%)

pacientes recibieron doble terapia antiagregante con AAS.

Respecto al resto de medicacidn concomitante a clopidogrel y que los
pacientes tomaban al menos desde el diagndstico de ictus y antes del alta
hospitalaria (BL), cabe destacar que 52 (77.61%) pacientes recibieron
tratamiento con estatinas, 26 (38.8%) IECA, 20 (29.9%) con ARAIl y 15 (22.4%)

fueron tratados con antagonistas del calcio.

Ademas, como ya destacamos en el estudio con pacientes con EAP, entre
los pacientes con ictus /AIT, 30 (44.8%) fueron tratados con IBP de manera
concomitante a clopidogrel, a pesar del aviso de la AEMPS desaconsejando el

uso simultaneo de clopidogrel y omeprazol o esomeprazol.
2.2.3 Variables genéticas

Entre los pacientes reclutados, al igual que entre los pacientes con EAP, se
genotiparon los SNP CYP2C19%*2, *3, *17, ABCB1 3435C>T. Respecto al SNP
CYP2C19*3, ningln paciente reclutado era portador de esta variante.
Respecto al CYP2C19*2, 18 (26.9%) individuos portaban esta variante
(pacientes CYP2C19 LOF), entre los cuales, solo 3 (4.5%) de ellos eran
homocigotos recesivos (CYP2C19*2/*2), y el resto (n=15; 22.4%)
heterocigotos (CYP2C19*1/*2).
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GENOTIPO i MAF i

POBLACION Frecuencia () vaplor Frecuencia v:;or

HOM | HET | Wwr (n2 alelos)

CYP2C19*2 (c.681G>A; rs4244285)
Pacientes
reclutados 0.045 (3) 0.224 (15) 0.731 (49) 0.157 (21)
GRANADA 0.021 (4) 0.255 (49) 0.724 (139) 0.532* 0.148 (57) 0.818
IBS 1000 0 0.290 (31) 0.710(76) 0.073* 0.145 (31) 0.763
EUR 1000 0.012 (6) 0.266 (134) 0.722(363) 0.107 0.145 (146) 0.722
CYP2C19*3 (c.636G>A; rs4986893)
Pacientes
reclutados 0 0 iz vl
GRANADA 0 0 1(192) 1 0(0) 1
IBS 1000 0 0 1(107) 1 0(0) 1
EUR 1000 0 0 1 (503) 1 0(0) 1
ABCB1 C3435T (c.3435C>T; rs1045642)
Pacientes
reclutados 0.164 (11) 0.433(29) 0.403 (27) 0.381 (51)
GRANADA 0.214 (41) 0.427 (82) 0.359 (69) 0.650 0.427 (164) 0.347
IBS 1000 0.224 (24) 0.477 (51) 0.29 (32) 0.328 0.463 (99) 0.133
EUR 1000 0.266 (134) 0.503 (253) 0.231(116) 0.007 0.518 (521) 0.002
CYP2C19*17 (c.-806C>T; rs12248560)

Pacientes
reclutados 0.075(5) 0.284 (19) 0.642 (43) 0.216 (29)
GRANADA Nd Nd Nd Nd Nd Nd
IBS 1000 0.037 (4) 0.355 (38) 0.607 (65) 0.381* 0.215 (46) 0.974
EUR 1000 0.044 (22) 0.360 (181) 0.596 (300) 0.301 0.224 (225) 0.850

*Test de Fisher. En negrita y azul los valoresde p<0.05. HOM: Homocigotos recesivos; HET: Heterocigotos; WT:
wildtype u homocigotos dominantes; MAF: Minor Allele Frequency (Frecuencia del alelo menor o mutado); Nd: No

determinado.

Tabla 15: Comparacion de frecuencias genotipicas y alélicas entre los pacientes

reclutados (ictus/AlT) y las poblaciones de referencia
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De acuerdo con el genotipo ABCB1 3435 C>T, 56 pacientes (83.6%), fueron
categorizados como ABCB1 no-LOF, de los cuales, 27 (40.3%) eran ABCBI1
3435CC (Homocigotos dominantes) y 29 (43.3%) ABCB1 3435CT. Asi, solo el
16.4% (n=11) eran homocigotos recesivos (ABCB1 3435TT o ABCB1 LOF).

Todos los genotipos y frecuencias alélicas de las variantes genéticas
estudiadas se encontraban en el equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05) al
compararlas con las poblaciones control. Excepto, el ABCB1 C3435T, que al
igual que en la cohorte de pacientes con EAP, muestra diferencias
significativas al comparar sus frecuencias entre la poblacién europea con la
de la peninsula ibérica, los controles de Granada, y la reclutada en nuestro
estudio. Esto apoya la hipdtesis antes expuesta, de que existe un
desequilibrio en la herencia del SNP ABCB1 3535C>T entre la poblacién

peninsular y el resto de Europa.

Las caracteristicas genéticas de nuestra poblacién y las comparaciones de
las frecuencias genotipicas y alélicas con las poblaciones control se detallan
en la tabla 15.

2.3 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE COVARIABLES Y
POLIMORFISMOS/RESPUESTA

Al igual que en el estudio en pacientes con EAP, se realizd un analisis
bivariante evaluando la posible asociacién entre todas las variables incluidas
en el estudio y las variables respuesta (evento primario; ver tabla 17) e

independientes (genéticas; ver tabla 16).

De este modo se traté de localizar aquellas caracteristicas de los
pacientes que por alguna razén pudieran estar relacionadas con las
caracteristicas genéticas, o que pudieran modificar la respuesta de los

pacientes a clopidogrel.
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Total CYP2C19 CYP2C19
VARIABLE n=67 LOF n=18 No-LOF n=49 | p-valor
n (%) n (%) n (%)
Diagndstico (ICTUS) 53 (79.1) 13 (72.22) 40 (81.63) 0.401
Cirugia 8(11.94) 1(5.56) 7 (14.29) 0.433 *
Sexo (Mujeres) 24 (35.82) 5(27.78) 19 (38.78) 0.405
Edad (Media+DS) 689.;21 66.78 + 8.52 68.76 £10.30 0.432
FACTORES DE RIESGO
EC previa 22 (32.84) 7 (38.89) 15 (30.61) 0.523
Hipercolesterolemia 48 (71.64) 16 (88.89) 32 (65.31) 0.057
HTA 53 (79.1) 15 (83.33) 38 (77.55) 0.606
Diabetes 28 (41.79) 7 (38.89) 21 (42.86) 0.770
Tabaquismo 11 (16.42) 5(27.78) 6(12.25) 0.128
AlT/ictus previo 28 (41.79) 8 (44.44) 20 (40.82) 0.790
Stent 9(13.43) 4(22.22) 5(10.20) 0.236 *
TRATAMIENTO
Antiagregante previo 48 (71.64) 14 (77.78) 34 (69.39) 0.559 *
AAS 20(29.85) 4(22.22) 16 (32.65) 0.408 *
B-bloqg 16 (23.88) 5(27.78) 11 (22.45) 0.650
Estatina 52 (77.61) 16 (88.89) 36 (73.47) 0.321 %
IECA 26 (38.81) 7 (38.89) 19 (38.78) 0.993
ARAII 20(29.85) 5(27.78) 15 (30.61) 0.822
Antagonistas Ca 15 (22.39) 1(5.56) 14 (28.57) 0.053 *
IBP 30 (44.78) 10 (55.56) 20 (40.82) 0.282

DS: Desviacion Estandar; HTA: Hipertension arterial; EC previa: Antecedentes de enfermedad cardioldgica.
TRATAMIENTO: tratamiento prescrito al alta del ingreso por el que se recluta el paciente; AAS: Acido Acetil
Salicilico, B-blog: B-bloqueantes; HBPM: Heparinas de bajo peso molecular; IECA: Inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina; ARAII: Antagonistas de los receptores de la angiotensina Il; IBP: Inhibidores de
la bomba de protones. *Test exacto de Fisher

Tabla 16: Caracteristicas basales de la poblacidn (ictus/AIT) y su relacién con los
polimorfismos estudiados

Aquellas variables que en este analisis bivariante mostraron una

asociacién con el evento primario o las variables genéticas, con un valor de

p<0.1, se consideraron estadisticamente significativas para su inclusién en el
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modelo final (multivariante). Asi, al incluirlas en el modelo multivariante
podriamos saber la influencia real de los polimorfismos estudiados sobre la

respuesta a clopidogrel.

La presencia del CYP2C19*2 mostrd una asociacién significativa (p<0.1)
con el hipercolesterolemia (p=0.058) y con el tratamiento concomitante con

antagonistas del Ca durante el tiempo de seguimiento (p=0.053).

Al comparar la influencia de todas las covariables del estudio sobre el
evento primario (eficacia o respuesta), los antecedentes de enfermedad

cardiolégica mostraron una asociacién significativa con un valor de p=0.029.

Al igual que en el estudio en pacientes con EAP, como ya hemos
explicado, las asociaciones con las variantes genéticas estudiadas pueden
deberse al azar, debido a la baja frecuencia de estas, la “n” del estudio, y el

hecho de que no todos los pacientes presentan cada una de las variables.

Respecto las variables asociadas a la respuesta o evento primario, como
acabamos de comentar, los antecedentes de enfermedad cardioldgica se
asocian con la respuesta con un valor de p=0.029, esto es légico si tenemos
en cuenta que el evento primario es la combinada de muerte CV, ictus/AIT e
IAM y que hasta el 40% de los ictus vienen precedidos de otro ictus o AIT
durante la semana previa (35), ademas, entre los pacientes reclutados, 14
(20.9%) ya tomaban clopidogrel antes del diagnéstico por el que fueron

reclutados.

Respecto a la asociacion del resto de SNP con el resto de las variables
estudiadas, ni CYP2C19 GOF (portadores CYP2C19*17), ni ABCB1 LOF
(genotipo ABCB1 TT), ni LOF combinado (ABCB1 LOF y/o CYP2C19 LOF)
mostraron una asociacion con p<0.1 con ninguna de las variables recogidas

sobre los pacientes en estudio.
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Total Evento SI Evento NO
VARIABLE n=67 n=14 n=52 p-valor
n (%) n (%) n (%)
Diagnéstico (ICTUS) 53(79.1) 12 (85.71) 41 (78.85) 0.494
Cirugia 8(11.94) 1(7.14) 7 (13.46) 1*
Sexo (Mujeres) 24 (35.82) 6 (42.86) 18 (34.62) 0.537
Edad (Media + DS) 68.22 +9.83 67.79+7.71 68.34 +10.37 0.853
FACTORES DE RIESGO
EC previa 22 (32.84) 8(57.14) 14 (26.92) 0.029
Hipercolesterolemia 48 (71.64) 11 (78.57) 37 (71.15) 0.741 *
HTA 53(79.1) 12 (85.71) 41 (78.85) 0.717 *
Diabetes 28 (41.79) 7 (50) 21 (40.39) 0.484
Tabaquismo 11 (16.42) 3(21.43) 8(15.39) 0.686 *
AlT/ictus previo 28 (41.79) 12 (85.71) 41 (78.85) 0.717 *
Stent 9(13.43) 2 (14.29) 7 (13.46) 1*
TRATAMIENTO

':‘::\il?gregante 48 (71.64) 12 (85.71) 36 (69.23) 0.318
AAS 20 (29.85) 2 (14.29) 18 (34.62) 0.200 *
B-bloq 16 (23.88) 4 (28.57) 12 (23.08) 0.728 *
Estatina 52 (77.61) 11 (78.57) 41 (78.85) 1*
IECA 26 (38.81) 7 (50) 19 (36.54) 0.334
ARAII 20 (29.85) 2 (14.29) 18 (34.62) 0.200 *
Antagonistas Ca 15 (22.39) 1(7.14) 14 (26.92) 0.164 *
IBP 30 (44.78) 7 (50) 23 (44.23) 0.659

DS: Desviacion Estandar; HTA: Hipertension arterial; EC previa: Antecedentes de enfermedad cardioldgica.

TRATAMIENTO: tratamiento prescrito al alta del ingreso por el que se recluta el paciente; AAS: Acido Acetil Salicilico,
B-bloq: B-bloqueantes; HBPM: Heparinas de bajo peso molecular; IECA: Inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina; ARAII: Antagonistas de los receptores de la angiotensina Il; IBP: Inhibidores de la bomba de protones.
*Test exacto de Fisher

Tabla 17: Caracteristicas basales de la poblacién (ictus/AIT) y su relacion con el
evento primario
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2.4 ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE EVENTO PRIMARIO Y
POLIMORFISMOS (OBJETIVO PRIMARIO)

La eficacia del clopidogrel en funcién de la presencia de los polimorfismos
se compard midiendo la aparicién del evento primario, entendiendo como

tal, la combinada de muerte CV, ictus o AIT e IAM.

Se estudid la influencia sobre la eficacia, en funcién de la presencia,
independiente o combinada, de los SNP CYP2C19*2, *17 y ABCB1 C3435T.
Ademas, los resultados se ajustaron en un modelo multivariante (Ver tabla
18), que incluyd las variables que en el analisis bivariante mostraron una

asociacion con la respuesta y/o los polimorfismos, con p<0.1.

De acuerdo con el genotipo CYP2C19%*2, los pacientes portadores de este
SNP (CYP2C19*1/*2 o *2/*2) mostraron un mayor riesgo de sufrir el evento
primario (OR= 3.82; IC 95%= 1.1 - 13.2; p= 0.028) que los no portadores
(CYP2C19*1/*1 o no LOF) durante el tratamiento con clopidogrel.

Al repetir el andlisis teniendo en cuenta el momento de la aparicion del
evento, analizando los datos mediante una regresion de cox, la significacidn
estadistica se mantuvo (HR=3.01; IC 95%=1.01-9.00; p=0.048) confirmando

los resultados previos.

El ABCB1 C3435T7, de manera independiente, no mostré una asociacién
estadisticamente significativa ni con la respuesta ni con ninguna de las
variables incluidas en el estudio en ninguno de los analisis realizados en

pacientes con ictus o AlT.

La presencia del CYP2C19*17 (CYP2C19 GOF), por su parte, no se asocid
con ninguna de las covariables estudiadas, y, aunque al evaluar su influencia
sobre la aparicién del evento primario esta asociacidn tampoco alcanzd la
significacién estadistica, si se encontré una tendencia en su asociacién con la
aparicion del evento primario, contradiciendo los resultados en pacientes con
EAP. Asi, en pacientes con ictus o AIT, la presencia del CYP2C19*17 (CYP2C19
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GOF), muestra una tendencia hacia la proteccion frente la aparicién del

evento primario (OR=0.23; IC 95%=0.02-1.24; p=0.059).

Por otro lado, en el analisis multivariante, observamos que, al estudiar la
asociacién entre el evento primario y los 3 polimorfismos, CYP2C19 LOF
mantiene la significacién estadistica obtenida en el andlisis bivariante
(OR=5.07; IC 95%=1.2-21.45; p=0.023) y CYP2C19 GOF alcanza esta
significacién (OR=0.19; IC 95%=0.03-1.09; p=0.037). En este andlisis, respecto
la condicién ABCB1 LOF observamos que, ésta casi se asocia de manera
significativa con la respuesta (p=0.075). Aunque, basandonos en estos
resultados no podemos confirmar su influencia sobre la respuesta a

clopidogrel en pacientes con ictus o AlT.

Evento Evento
primario primario ORO P- HRO P-
Sl n=14 NO n=53 (IC95%) |valor| (IC95%) |valor
CYP2C19 3.82 0.028 3.01 0.048
LOF 7(38.89%) 11 (61.11%) | (1.1-13.2) (1.01 -9.00)
n=18
CYP2C19
No LOF | 7(14.29%) 42 (85.71%)
n=49
CYP2C19 0.23 0.059 0.29 0.093
GOF 2(8.33%) 22(91.67%) |(0.02 - 1.24) (0.06 - 1.34)
n=24
CYP2C19
No GOF | 12 (27.91%) 31 (72.09%)
n=43
ABCB1 1.53 0.569 1.25 0.774
LOF 3(27.27%) = 8(72.72%) |(0.35-6.75) (0.27-5.72)
n=11
ABCB1 11
N::;;F (19.64%) 45 (80.36%)

Tabla 18: Asociacién entre polimorfismos y el evento primario en pacientes con ictus.
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OR (IC 95%) * p-valor

CYP2C19 LOF 5.07 (1.2-21.45) 0.023
ABCB1 LOF 5.63 (0.86-36.99) 0.075
CYP2C19 GOF 0.19 (0.03-1.09) 0.037

* Datos ajustados por: “antecedentes de enfermedad cardioldgica”, hipercolesterolemia, tratamiento
concomitante con antagonistas del Ca y polimorfismos

Tabla 19: Asociacién entre polimorfismos y el evento primario en pacientes con
ictus/AIT (Multivariante).

Si evaluamos el efecto combinado que los polimorfismos LOF (CYP2C19 y
ABCB1) tienen sobre el evento primario, observamos que los pacientes
portadores de CYP2C19*2 o con un genotipo ABCB1 3435TT alcanzan tasas
mas altas de eventos cardiovasculares mayores (evento primario) (OR=4.47,
IC 95%=1.23 - 16.22; p=0.017), incluso cuando ajustamos los resultados
dependiendo de la presencia del CYP2C19*17 (OR=5.22; IC 95%=1.36 - 20.01;
p=0.011). Por ultimo, entre los pacientes reclutados, solo 4 (5.97%) eran
portadores de CYP2C19*2 y *17, es decir, eran portadores de un alelo GOF y
LOF al mismo tiempo, ninguno de ellos experimentd un evento primario

durante el tiempo de seguimiento.
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Figura 11: Curva de supervivencia (censura: IAM, ictus/AIT, muerte CV) en ictus/AIT
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Figura 12: Curva de supervivencia en funcion de CYP2C19 LOF en ictus/AIT
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Figura 13: Curva de supervivencia en funcién de CYP2C19 GOF en ictus/AIT
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Figura 14: Curva de supervivencia en funcion de ABCB1 LOF en ictus/AIT
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DISCUSION

1. ASPECTOS RELEVANTES Y NOVEDADES QUE APORTA ESTE
TRABAJO

Hasta la realizacion de este trabajo, habian valorado la influencia de
diferentes variantes genéticas en la clinica de pacientes diagnosticas de SCA 'y

tratados con clopidogrel en multitud de ocasiones (136, 137, 139-141, 146).

Sin embargo, en pacientes con EAP de miembros inferiores sometidos a
una ATP, no existia evidencia de la influencia de polimorfismos genéticos que
afectaran a la respuesta antiagregante de los pacientes al clopidogrel. Por
este motivo, decidimos estudiar la asociacion de las variantes genéticas en los
genes ABCB1 y CYP2C19 con la respuesta a clopidogrel en una cohorte de
pacientes espanoles con EAP y sometidos a ATP, y, ademas, realizar un
metaanalisis combinando los resultados obtenidos en nuestros pacientes con

los obtenidos en pacientes asiaticos.

En pacientes con ECV, se habia estudiado la influencia del CYP2C19*2
sobre la respuesta a clopidogrel (Ver tabla 6), aunque, dependiendo del
tiempo de seguimiento, diagndstico del paciente (ictus o AIT) y variable
respuesta estudiada, se mostraron resultados contradictorios (147-150, 152).
Nuestro estudio valora por primera vez esta influencia en pacientes con ictus
o AIT en tratamientos con clopidogrel de larga duracidn, y es el segundo
estudio que lo hace en pacientes europeos, aunque el anteriormente
publicado, el sub estudio genético de CHANCE (156) lo hace en solo 3 meses
de seguimiento. Ademas, es la primera vez que se estudia la influencia del
ABCB1 3435C>T sobre la eficacia del clopidogrel en estos pacientes, de
manera independiente, y combinado con la presencia de polimorfismos en el

gen CYP2C19.

Por otro lado, es la primera vez que se valora la influencia del SNP
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CYP2C19*17 en la respuesta a clopidogrel en pacientes con EAP o ECV (ictus o
AIT).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo muestran también por
primera vez que, en pacientes con EAP sometidos a ATP, la presencia
independiente o combinada del SNP CYP2C19*2 (Genotipos CYP2C19%1/*2 6
CYP2C19*2/*2) y/o un genotipo ABCB1 3435TT influyen en la eficacia clinica

del clopidogrel.

Los individuos portadores del alelo CYP2C19%*2 tienen un mayor riesgo de
eventos isquémicos que los pacientes no portadores de este alelo tratados
con clopidogrel en 12 meses de tratamiento (OR=4.89; 1C95%=1.32-12.83;
p=0.018). De manera similar, esta asociacion fue estadisticamente
significativa para el analisis combinado de la presencia del CYP2C19*2 vy el

genotipo ABCB1 TT (OR=4.66; IC95%=1.37-15.84; p=0.014).

Por su parte, el estudio de asociacién entre el ABCB1 3435C>T y la
respuesta en pacientes con EAP dio lugar a resultados contradictorios. El
genotipo ABCB1 3435 TT, de manera independiente, no se consiguid
relacionar significativamente con la aparicién del evento primario en el
analisis crudo (p=0.187) ni en el multivariante (p=0.120); en cambio, al incluir
al resto de los polimorfismos en el andlisis, a fin de valorar el peso de cada
uno sobre la respuesta (aparicion del evento primario), los individuos con un
genotipo homocigoto recesivo (ABCB1 3435 TT) mostraron un riesgo
significativamente superior de sufrir el evento primario que los individuos
wildtype o heterocigotos (OR=3.82; 1C95%=1.04-14.06; p=0.043). Esto puede
deberse a la presencia del CYP2C19*17, que, en teoria, tendria un efecto
contrario sobre la eficacia del clopidogrel que los SNP CYP2C19*2 y ABCB1
3435C>T. Asi, su presencia combinada en pacientes ABCB1 TT podria estar

enmascarando la aparicion del evento primario.

Ademas, en esta cohorte de pacientes (EAP sometidos a ATP), por
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primera vez estos polimorfismos se asociaron de manera independiente con
la mala evolucién de los pacientes (objetivo secundario) en funcién del grado
de Fontaine/Rutherford (CYP2C19LOF: OR=8.31; 1C95%=2.36-29.16; p=0.001)
(ABCB1 LOF: OR=4.75; 1C95%=1.32-17.07; p=0.017) y, de manera combinada
demostraron, ademas de esta asociacion (LOF combinado vs evolucion de
Fontaine: OR=13.96; 1C95%=4.44-43.80; p=<0.001), estar relacionados con la
mala evolucidon de las ondas pletismograficas (LOF combinado: OR=4.35;
IC95%=1.14-16.49; p=0.031) y de la distancia de claudicacion (LOF
combinado: OR=6.28; 1C95%=1.60-24.56; p=0.008); aunque, la mala
evolucion del ITB no se asocié de manera estadisticamente significativa con

ninguno de los SNP estudiados (p=>0.05).

En este sentido, parece que la presencia del CYP2C19*2 es el factor
determinante en la asociacién entre polimorfismos y las covariables del
estudio, ya que, su presencia independiente se asocio significativamente con
la mala evoluciéon de la distancia de claudicacién de los pacientes durante 12
meses (OR=6.22; 1C95%=1.31-29.44; p=0.021), mientras que el genotipo
ABCB1 3435 TT, si no se incluye combinado con la presencia del CYP2C19*2

en el analisis, no muestra una asociacion estadisticamente significativa.

En la cohorte de pacientes con ECV, respecto a la relacion entre la
presencia del CYP2C19*2 y la aparicion del evento primario, nuestros
resultados confirmaron los obtenidos en EAP y los mostrados por la
bibliografia disponible (ver tabla 6) antes de la realizacién del estudio. Asi, los
pacientes con genotipos CYP2C19*1/*2 y CYP2C19*2/*2 (CYP2C19 LOF) se
relacionaron significativamente con un aumento del riesgo de padecer la
combinada de ictus/AIT, IAM o muerte CV (evento primario), tanto en el
andlisis crudo (OR=3.01; 1C95%=1.01-9.00; p=0.048), como en el
multivariante (OR=5.07; 1C95%=1.20-21.45; p=0.023). En cambio, el SNP

ABCB1 C3435T, no consiguié asociarse significativamente con la respuesta en
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el andlisis crudo (p=0.774), aunque, en el analisis multivariante, al igual que
en la cohorte de pacientes con EAP, al incluirse el resto de los polimorfismos,
el genotipo ABCB1 3435TT baja significativamente el p-valor, mostrando una
tendencia a su asociacion con un aumento del riesgo de padecer el evento
primario (OR=5.63; 1C95%=0.86-36.99; p=0.075). Pero como podemos
observar, este p-valor no llega a mostrarse estadisticamente significativo

(p<0.05).

Respecto a la influencia del SNP CYP2C19*17 sobre la aparicion del
evento primario en ambas cohortes (EAP o ECV), como venimos comentando,
debemos destacar que este polimorfismo esta asociado con un aumento de
la expresidn de la regidon del ADN que codifica la enzima CYP2C19, asi, su
presencia, en teoria, aumentaria la conversion de clopidogrel en su
metabolito activo y por tanto aumentaria el efecto antiagregante de éste, lo
gue provocaria en nuestros pacientes, una disminucién en la incidencia del
evento primario. Como se preveia, la presencia del CYP2C19*17 en pacientes
con ECV en tratamiento con clopidogrel de larga duracion se asocié
significativamente con la disminuciéon del riesgo de aparicion del evento
primario (combinada de ictus/AIT, IAM, muerte CV) (OR=0.19; 1C95%=0.03-
1.09; p=0.037). En cambio, en pacientes con EAP, tratados durante solo 12
meses, donde el calibre de los vasos es significativamente menor y los
procesos isquémicos se manifiestan de manera mucho mas aguda, esta

asociacién no mostro valores estadisticamente significativos (p=0.868).
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2. COMPARACION CON LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN SCA

Los resultados obtenidos en pacientes con EAP sometidos a ATP o ECV
confirman los que previamente se habian publicado en pacientes con SCA. En
éstos, se habia demostrado que, en individuos diagnosticados con SCA de
alto riesgo isquémico tratados con clopidogrel, los alelos CYP2C19 LOF son un
factor determinante en la ocurrencia de eventos cardiovasculares mayores
(136, 137, 139, 142, 146, 148, 186), y particularmente, de la trombosis del
stent implantado durante la ICP (137, 146, 186-189). En cambio, en pacientes
con SCA de bajo riesgo isquémico, esta asociacién es menos evidente (190,

191).

Del mismo modo en nuestros pacientes, en la cohorte compuesta por
pacientes con EAP y sometidos a ATP, o de alto riesgo isquémico, la presencia
de alelos involucrados en la pérdida de funcién de la isoenzima CYP2C19 es
un factor determinante en la aparicién de eventos isquémicos en los
territorios vasculares intervenidos quirdrgicamente. Y, en la cohorte
compuesta por pacientes con ictus o AIT, o de menor riesgo isquémico, la
influencia de la presencia de alelos CYP2C19 LOF sobre la respuesta de los

pacientes al clopidogrel, aunque existe, es menos evidente.

Respecto al papel que juegan los SNP ABCB1 sobre la aparicion de
eventos cardiovasculares isquémicos, nuestros resultados confirman la
controversia mostrada previamente en pacientes con SCA (136, 146, 147,
192). Asi, en los analisis en crudo y multivariante, valorando la influencia del
genotipo homocigoto recesivo (ABCB1 3435 TT) sobre la respuesta, no se
encontré una relacién significativa. Pero, al incluir la presencia del
CYP2C19*17 en el andlisis, en pacientes con EAP, esta asociacidn alcanza la
significacién estadistica. Y, en pacientes con ECV, la presencia de este
polimorfismo provoca un descenso del orden de magnitud en el p-valor (de

0.774 a 0.075), a pesar de que en estos pacientes se manifiesta un nimero de
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eventos mucho menor.

Es importante destacar que en los estudios que valoran la influencia del
ABCB1 (C3435T sobre la respuesta a clopidogrel y que concluyeron que no
existe relacion entre el polimorfismo y la aparicién del evento primario, no se
tuvo en cuenta la presencia del CYP2C19%17, que al estar relacionado con un
aumento de la funcién (GOF) de la CYP2C19, podria estar enmascarando la
aparicion del evento primario y, por tanto, distorsionando la influencia real

qgue el ABCB1 C3435T tiene sobre la respuesta.

En los pacientes con EAP y ATP, los valores de los riesgos obtenidos al
valorar la influencia del CYP2C19*2 sobre la respuesta son significativamente
altos si los comparamos con los resultados obtenidos en pacientes con SCA
sometidos a ICP, aunque, similares a los obtenidos en el estudio realizado en
pacientes asiaticos. Esto puede deberse a que en pacientes con SCA que son
sometidos a una ICP, el tratamiento antiagregante al alta de la intervencion
consiste en una doble terapia antiagregante con AAS durante al menos un
mes, pero, entre nuestros pacientes Unicamente el 44.4% de los pacientes
recibieron doble terapia antiagregante al alta de la cirugia, aunque no
pudimos confirmar esta teoria entre nuestros pacientes debido al tamafo

muestral del estudio que realizamos entre pacientes con EAP.
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3. COMPARACION DE DISENO Y RESULTADOS DE LOS
ESTUDIOS (EAP/ECV)

Como venimos comentando, para este trabajo, se decidid realizar 2
estudios diferenciados, valorando independientemente la influencia que los
SNP CYP2C19 y ABCB1 tienen sobre la eficacia del clopidogrel en pacientes
con ECV, por un lado, y con EAP sometidos a ATP por otro. Esto fue asi
porque, a pesar de que el clopidogrel tiene indicado su uso tanto en
pacientes con EAP como con ECV, estos presentan una serie de diferencias
fundamentales a la hora de disefiar un estudio para cumplir los objetivos que

nos propusimos, estas son:

1. Riesgo isquémico mayor en EAP: La EAP fundamenta su
etiologia en la evolucién a lo largo de la vida, asi, se considera un
éxito la no evolucién de la enfermedad. Entre los pacientes con EAP
reclutados para el estudio, todos han sido sometidos a una ATP, esto
significa que antes de la cirugia ya habian presentado al menos la
sintomatologia caracteristica de un grado Ilb de Fontaine. Si tenemos
en cuenta las altas tasas de re-estenosis y reintervenciones que
presentan estos pacientes, podiamos prever una tasa alta del evento
primario del estudio. En cambio, en pacientes con ECV, la tasa de
eventos isquémicos es altamente variable dependiendo del tipo de
paciente, es decir, del diagndstico (ictus o AIT), edad, estado basal,

antecedentes de enfermedad cardiovascular etc.

2.  Estado basal de los pacientes: Como acabamos de comentar,
el estado basal (t=0 de seguimiento) es fundamental a la hora de
prever la aparicion del evento primario, y por tanto del calculo
muestral en concreto y disefio del estudio en general. Este aspecto es
facilmente demostrable si observamos las caracteristicas basales de

los pacientes de ambos estudios (Ver tablas 10,11,16,17). De hecho,
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todos los pacientes con EAP han sido sometidos a una ATP, en
cambio, para alcanzar el nimero de pacientes minimo para la
realizacién del estudio en individuos con ictus intervenidos
quirdrgicamente hubiera sido necesario un reclutamiento durante
mas de 5 afos, tiempo en el cual, la evolucidn en el manejo clinico de
estos pacientes hubiera hecho imposible evaluar los objetivos de este

estudio.

3. Tiempo de tratamiento: En EAP, el clopidogrel se utiliza
habitualmente en doble terapia antiagregante con AAS durante el
primer afio después de una intervencidn quirurgica, manteniendo el
AAS en monoterapia tras estos 12 primeros meses de tratamiento.
Por su lado, en ECV, no estd indicando el uso de la doble terapia
antiagregante, asi, el clopidogrel suele utilizarse indefinidamente y
en monoterapia desde el diagndstico; aunque, basdndose en los
resultados obtenidos en SCA o en pacientes con diagndstico de
enfermedad coronaria, algunos médicos se decantan por prescribir la

doble terapia antiagregante de AAS y clopidogrel durante un mes.

4. Tiempo de seguimiento: La alta tasa de eventos isquémicos
que manifiestan habitualmente los pacientes con EAP intervenidos
quirdrgicamente permitié un seguimiento de 12 meses. Ademas, hay
que tener en cuenta que, como acabamos de comentar, el
clopidogrel se utiliza habitualmente en doble terapia antiagregante
con AAS durante el primer afo después de una intervencion
quirdargica, manteniendo el AAS en monoterapia tras estos 12
primeros meses de tratamiento. Mientras, en ECV es mas habitual
encontrar pacientes tratados con clopidogrel en monoterapia

indefinida después de haber sufrido un ictus o AIT.

5. Calibre de los vasos: El mayor calibre de las arterias que
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irrigan el cerebro en comparacion con el calibre variable de los vasos
encargados de la distribucion distal de la sangre en el organismo
provoca que la posible aparicidon de eventos isquémicos derivados de
una deficiente eficacia antiagregante del clopidogrel sea mucho mas

previsible en EAP que en ECV.

Si tenemos en cuenta estas diferencias, hemos visto que es légico pensar
gue para este estudio se debian haber seleccionado pacientes con ECV
intervenidos quirdrgicamente, y asi poder valorar el mismo tipo de evento en
el mismo tiempo de seguimiento y valorar la influencia del resto de las
variables diferenciadoras entre ambas cohortes en un analisis multivariante.
Esto no fue asi porque el nUmero de intervenciones quirurgicas en pacientes
con ictus o AIT es sensiblemente menor que en EAP, ademas, la técnica
utilizada suele consistir en una tromboendarterectomia en vez de una
angioplastia y el tratamiento y prevencién posterior son fundamentalmente
diferentes. De hecho, entre el total de pacientes reclutados con ECV tratados
con clopidogrel solo 9 habian sido intervenidos quirdrgicamente y a todos se

les habia implantado al menos un stent.

Si observamos detenidamente los resultados obtenidos en ambos

estudios, destacan las siguientes diferencias:

1. La presencia del SNP CYP2C19*2 se asocid significativamente
con una peor respuesta antiagregante en pacientes con EAP y ECV,
aunque, los valores de OR, HR, IC95% y p-valor obtenidos en ambos
estudios son particularmente diferentes (Ver tablas 12, 13, 18, 19) y
muestran una asociacién mucho mas evidente (OR y HR mayores y p-

valor menor) en los resultados obtenidos en pacientes con EAP.

En pacientes con EAP, el evento estudiado (variable respuesta) es
la re-estenosis del territorio vascular intervenido durante la cirugia.

Asi, tras ésta, suponemos que el vaso/s intervenido se encuentra en
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buen estado funcional, y, en caso de volver a estenosarse en un
periodo relativamente corto (12 meses), es probable que se deba a
una mala funcién de los farmacos antiagregantes utilizados, y que
han demostrado, sin tener en cuenta la influencia de los
polimorfismos genéticos sobre la respuesta, disminuir de manera
evidente la aparicién de eventos isquémicos. En cambio, el evento
primario medido en pacientes con ictus/AIT fue la combinada de
ictus o AIT, IAM y muerte CV, cuya etiologia es mucho mas variable
(estrés, comorbilidades etc.). Asi, es ldgico que, debido al tipo de
evento medido, la influencia de polimorfismos que afecten a la

respuesta del clopidogrel sea mads evidente en pacientes con EAP.

2. El genotipo ABCB1 3435 TT se relaciond significativamente
con la respuesta en pacientes con EAP cuando se valora su influencia
sobre la respuesta teniendo en cuenta la presencia del resto de
polimorfismos genéticos. En cambio, en pacientes con ECV, aunque
con un p-valor cercano a esta significacién (p=0.075), no podemos

afirmar que la presencia de este genotipo afecte a la respuesta.

Como en el punto anterior, la variable respuesta considerada en
cada estudio para ser la causa de esta diferencia. Si nos fijamos en la
frecuencia observada de los eventos primarios de cada estudio
observamos que, en pacientes con EAP es sensiblemente superior

que en ECV (34.72% eventos primarios en EAP, 21.00% en ECV).

3. Curiosamente, la presencia del CYP2C19*17 en pacientes con
EAP no se relaciond significativamente con la respuesta. Pero, en
pacientes con ECV, la presencia de este polimorfismo se asocié con
una disminucién del riesgo de sufrir el evento primario al ser tratados

con clopidogrel.

En pacientes con ECV, el desarrollo de complicaciones derivadas
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de una ineficiente terapia antiagregante, y por tanto del evento
primario, se manifiesta a largo plazo por diferentes razones que ya
hemos aclarado (calibre del vaso, estado basal de los pacientes,
etiologia de la enfermedad etc.). La manera en la que la presencia de
alelos CYP2C19 LOF y GOF influyen en la eficacia del clopidogrel es
fundamentalmente diferente. Mientras que el CYP2C19*17 provoca a
un aumento de la expresion de la enzima y asi un aumento del efecto
antiagregante, el CYP2C19*2 da lugar a un splicing aberrante que se
traduce en una enzima afuncional. De alguna manera, todo esto
genera diferencias fundamentales en la influencia del CYP2C19*17

sobre la variable respuesta.

4.  Caracteristicas basales de los pacientes: Si observamos las
frecuencias recogidas en BL respecto a factores de riesgo,
tratamiento concomitante y variables clinicas, también observamos
diferencias fundamentales. Entre los pacientes con ECV sdlo el
16.42% eran fumadores y entre los individuos con EAP lo eran el
66.7%; esto se debe a que en pacientes con EAP, en la historia clinica
digital del paciente se refleja si estos fueron fumadores en algun
momento desde el diagnéstico, que pudo haber sido, incluso afos
antes de ser intervenidos quirdrgicamente y tratados con clopidogrel;
y, por tanto, candidatos a ser reclutados. En pacientes con ECV, la
historia clinica refleja si los pacientes eran fumadores en el momento
de padecer el ictus por el que se reclutan para el estudio. Ademas, la
proporcion de pacientes diabéticos o con hipercolesterolemia en BL
también mostraron valores variables; 68.1% de pacientes diabéticos
con EAP frente un 41.79% con ECV, y un 51.4% con
hipercolesterolemia con EAP frente un 71.64% entre aquellos con

ECV
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4. RELEVANCIA EN LA PRACTICA CLINICA

Debido a los resultados obtenidos en SCA, tanto el Clinical
Pharmacogentics Implementation Consortium (CPIC) como la Royal Dutch
Pharmacogenomics Working Group (DPWG) publicaron guias de dosificacion
basadas en informacidon farmacogenética que recomiendan el cambio de
tratamiento antiagregante en pacientes tratados con clopidogrel y portadores
de polimorfismos LOF en el gen CYP2C19 (SNP CYP2C19*2-*8) (169, 170).
Aungue, esta recomendacion, basadndose en la evidencia actual, solo afecta a

pacientes que hayan sufrido un SCA y hayan sido sometidos a una ICP.

En pacientes con EAP, el clopidogrel demostré una mayor eficacia que el
AAS. Por otro lado, la doble y triple terapia antiagregante no han demostrado
tan buenos resultados como en el tratamiento del SCA, y, por tanto, la
estrategia antiagregante suele consistir en el uso en monoterapia de
clopidogrel. De este modo, la presencia de variantes genéticas asociadas a
una respuesta variable del clopidogrel en pacientes tratados con este
farmaco para esta indicacidn, pueden suponer un condicionante importante

en la eficacia del tratamiento y asi, en la evolucidn clinica del paciente.

La influencia de la presencia de estos polimorfismos en la respuesta a
clopidogrel en apacientes con EAP se supone mas determinante que en
pacientes con SCA, si tenemos en cuenta que el uso del clopidogrel se realiza

en monoterapia para esta indicacion de uso.

A pesar de esto, ninguna de las guias de dosificacion basadas en
farmacogenética disponibles hace recomendaciones terapéuticas respecto al

tratamiento con clopidogrel en pacientes con EAP portadores del CYP2C19*2.

De forma similar al tratamiento antiagregante con clopidogrel en EAP, en
pacientes con ECV, aunque su eficacia demostrd ser menor que en el resto de
las indicaciones, mostro resultados similares. Y al igual que en pacientes con

EAP, el uso de doble terapia antiagregante demostré aumentar el riesgo de
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hemorragias en pacientes con ECV.

Asi con todo, al igual que en pacientes con EAP, la presencia de
polimorfismos genéticos asociados a una disminucién de la eficacia del
clopidogrel, en pacientes con ECV tratados con este farmaco, puede suponer
un factor preventivo de la eficacia del tratamiento y asi, de la evolucion de los

pacientes.

Teniendo en cuenta todo esto, y basandonos en nuestros resultados, que
indican que los portadores de alelos CYP2C19 LOF tienen una peor respuesta
a clopidogrel que los no portadores en el tratamiento antiagregante de la EAP
o ECV, al igual que en SCA se recomienda el cambio de tratamiento
antiagregante en esos pacientes, podemos proponer 2 recomendaciones
terapéuticas alternativas para pacientes CYP2C19 LOF con EAP tratados con

clopidogrel:

1. Cambio de tratamiento: Ya que los resultados muestran que
los polimorfismos LOF tienen una mayor influencia en la respuesta a
clopidogrel en pacientes con EAP que en el tratamiento del SCA, es
légico pensar que el cambio de tratamiento antiagregante, que ha
demostrado ser una alternativa eficaz en SCA, puede obtener

resultados similares en el tratamiento de la EAP.

2. Aumento de dosis: La presencia de alelos LOF demostré una
disminucién de la eficacia del clopidogrel en pacientes con SCA, EAP
o ECV. En SCA, el cambio de tratamiento demostrd ser una
alternativa eficaz a esta disminucion del efecto antiagregante del
clopidogrel. En cambio, en el tratamiento antiagregante de la EAP las
alternativas terapéuticas son mas limitadas ya que los “nuevos”
farmacos antiagregantes, Prasugrel y Ticagrelor, no demostraron
mejorar la eficacia de AAS y clopidogrel y, en cambio, si aumentaron

el riesgo de sangrado. De este modo, proponer un aumento de dosis
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del clopidogrel como alternativa terapéutica en pacientes LOF

tratados con este farmaco, podria ser una alternativa eficaz.

De cualquier modo, es necesario realizar un ensayo clinico valorando la
eficacia de orientar el tratamiento antiagregante con clopidogrel en pacientes
con EAP o ECV, en el que se consideren estas diferentes alternativas
terapéuticas utilizadas para compensar la disminucidn de la eficacia a causa

de la presencia de los SNP CYP2C19 LOF.

Por otro lado, en pacientes con ECV, la presencia del CYP2C19%*17 se
asocié significativamente con una disminucién del riesgo de padecer el
evento primario (combinada de ictus, IAM y/o muerte CV), por lo que su
presencia en estos pacientes, al igual que la del CYP2C19*2, deberia

determinarse previa al inicio del tratamiento con clopidogrel.
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5. LIMITACIONES

1. Este trabajo evalla los objetivos planteados en una poblacién
local, aunque es de utilidad para valorar las posibles implicaciones de los
resultados en la practica clinica real entre nuestros pacientes, si
quisiéramos inferir los resultados en la poblacién en general o al menos
europea, seria necesario reproducir el estudio. Debido al perfil de los
pacientes que se valoraron para ser incluidos en el estudio, sobre todo
en el estudio con pacientes con EAP, parecia mas apropiado reclutar
pacientes de un Unico hospital, por la practica clinica similar a la que se
son sometidos. Hay que tener en cuenta que la tasa de eventos
isquémicos entre estos pacientes depende en gran medida del éxito de
la cirugia y el estado basal de los pacientes tras ésta, lo cual depende en
parte de la habilidad misma del cirujano. Por tanto, al plantear un
estudio unicéntrico, se procuré reducir al maximo la influencia de
variables confundentes dependientes de la practica clinica de cada

hospital sobre la respuesta en los dos estudios realizados.

2. Se realizd un estudio retrospectivo, porque a diferencia de en
SCA, en EAP y ECV no existe la suficiente evidencia como para orientar el
tratamiento antiagregante en funcién del genotipo CYP2C19 y ABCBI;
por tanto, no habria sido ético. Ademas, al intervenir sobre el
tratamiento, implicaria la realizaciéon de un ensayo clinico en vez de un
estudio observacional, lo cual supone una serie de exigencias
metodoldgicas y de financiacion. Observado los resultados obtenidos, es
necesaria la realizacion de un ensayo clinico valorando la posible
reduccion de eventos isquémicos al orientar el tratamiento
antiagregante en funcién de la presencia de polimorfismos genéticos
qgue hayan demostrado influir en la respuesta del farmaco. Ademas, para

la implementacion de un genotipado preventivo previo al inicio de un
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tratamiento, cual sea, una vez valorados todos estos aspectos, también
es necesaria la realizacion de un estudio econdmico que valore el
beneficio econémico de esta implementaciéon, diferenciando entre las
diferentes alternativas propuestas para sustituir la practica clinica en la

actualidad.

3. En el estudio en pacientes con EAP se encontré que 14
pacientes ya habian fallecido antes del reclutamiento. En el estudio en
pacientes con ictus o AIT fueron 5 los exitus antes del reclutamiento.
Este hecho podria suponer una subestimacion de los eventos primarios
contabilizados en ambos estudios, y, por tanto, de la influencia de los
polimorfismos LOF sobre la respuesta, ya que quizas, entre los pacientes
fallecidos la frecuencia de los alelos LOF asociados a una menor
respuesta antiagregante podria ser significativamente mayor que en el

resto de la poblacion.

4, No se pudo obtener informacidon o no era suficientemente
fiable respecto a algunas variables previamente asociadas con Ia
respuesta antiagregante de los pacientes tratados con clopidogrel:
longitud y tipo de stents, run-off y pérdida de tejido, reactividad

plaquetaria (estudios de agregacion) y riesgo de sangrado.

5. Nuestra poblacidn no se encuentra en el equilibrio de Hardy-
Weinberg para ABCB1 3435C>T comparado con la poblacién incluida en
el EUR1000 Genomes. Aunque, la poblacién del EUR1000 tampoco
cumple este equilibrio al compararla con una poblacidn control de
Granada ni con la poblacién incluida en el IBS1000 Genomes Project, de
hecho, en la poblacién europea, que también incluye a individuos de la
peninsula ibérica, el alelo G es el alelo menor, mientras que, en el
IBS1000, con individuos exclusivamente de la peninsula ibérica, los

controles de Granada y la cohorte de nuestro estudio, el alelo T es el
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alelo menor. Por esto, parece que existe algun factor ambiental que hace
que la herencia de este polimorfismo sea diferente entre la peninsula

ibérica y el resto de Europa.

6. En este estudio se consideraron con una ganancia de funcién
del CYP2C19 (CYP2C19 GOF) aquellos pacientes portadores del
CYP2C19*17 (Genotipos CYP2C19*1/*17 y *17/*17), es decir, se
considerd que, la presencia de un unico alelo “mutado” era suficiente
como para alterar la funcién de la enzima de manera suficiente como
para modificar la respuesta de los pacientes a clopidogrel. En este
sentido, las principales guias de dosificacion basadas en informacién
farmacogenética (DPWG y CPIC) clasifican a los individuos en GOF o no-
GOF siguiendo principios diferentes. Asi, las guias CPIC consideran
CYP2C19 GOF a los individuos portadores de un alelo CYP2C19*17
(Genotipo CYP2C19*1/*17 o CYP2C19*17/*17) (169), mientras, las guias
DPWG unicamente consideran CYP2C19 GOF a los individuos con un

genotipo CYP2C19*17/*17 (Homocigotos recesivos) (170).

Si tenemos en cuenta la alta evidencia encontrada en el SCA, y
observamos nuestros resultados, podemos predecir que a pesar de estas

limitaciones los resultados obtenidos se mantendran en la misma direccion.
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6. IMPLICACIONES EN OTRAS AREAS DE CONOCIMIENTO

1. Si tenemos en cuenta las frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos, en concreto las diferencias que hemos comentado respecto la
frecuencia del ABCB1C3435T entre la poblacién de la peninsula y Granada
respecto la poblacién europea en general, se refuerza la teoria de la
necesidad de estudiar paneles de genes locales al implementar las pruebas

genéticas del tipo que sean en la practica clinica.

La tendencia actual consiste en el desarrollo de paneles de variantes
genéticas del genoma importantes en la practica clinica, sin diferenciar en
que poblacién se van a analizar, y los laboratorios y casas comerciales
orientan sus esfuerzos en este sentido. En cambio, en el drea de la
farmacogenética, observamos cémo los polimorfismos que afectan a la
respuesta de los medicamentos se presentan con frecuencias diferentes entre
las poblaciones y por tanto muestran resultados contradictorios en su
asociacién a la respuesta de los farmacos, a igualdad de numero de
pacientes, dependiendo de la poblacién. Ademas, teniendo en cuenta esto, si
valoraramos el impacto econdmico y la relacidn coste-efectividad de la
implementacién de las pruebas farmacogenéticas en la practica clinica
habitual obtendriamos resultados diferentes dependiendo de la poblacién en

estudio.

Por todo esto, para la implementacién en la practica clinica normal,

parece mas légico el desarrollo de paneles de genes locales.

2. En el momento del reclutamiento existia un aviso de la AEMPS sobre el
uso concomitante clopidogrel y el omeprazol, que asociaba el uso
concomitante de estos farmacos con una disminucion en la eficacia
antiagregante del clopiodgrel. Posteriormente este aviso se retiré y tras un
periodo de controversia al respecto, en la actualidad este aviso se mantiene

para el uso del omeprazol, y también para el esomeprazol. Entre nuestros
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pacientes, aunque el disefio del estudio no se hizo con este fin, encontramos
una tendencia en la asociacién entre el tratamiento con IBP y una

disminucién en la respuesta a clopidogrel.

3. A lo largo de los ultimos afios, la medicina personalizada se ha
convertido en uno de los paradigmas en el ejercicio de la clinica. Observar de
manera individualizada la enfermedad, el diagndstico y asi, el tratamiento de
los pacientes, convirtiendo a estos en el centro del proceso asistencial,
parece constituir la manera mas ldgica y eficaz de conseguir buenos

resultados en salud.

Aunque resulta utépica esta idea de que los pacientes sean el centro de
los procesos asistenciales, y por tanto, sean el equipo médico, quienes de
manera conjunta teniendo en cuenta todas las variables que puedan afectar a
la evolucién del pacientes (comorbilidades, tratamientos concomitantes,
variables clinicas, situacién psicoldgica y socioecondmica etc.) tomen las
mejores decisiones sobre la salud del enfermo; si que se ha conseguido
desarrollar areas de conocimiento que ayuden a largo plazo en este sentido, y

que a corto plazo, ya sean utiles en la clinica diaria.

En este sentido, la farmacogenética es una de las areas de conocimiento
que mas ha crecido en los ultimos afios. Al orientar los tratamientos
farmacolégicos en funcién de las caracteristicas genéticas de los pacientes es
normal que se haya erigido como unos de los pilares de la medicina

personalizada.

De hecho, en los ultimos afios, el crecimiento de esta ciencia es palpable,
no solo en el dambito investigador, traducido en numero de articulos
publicados etc. sino en la utilizacion normal de los medicamentos. Como
venimos comentando, existen guias de dosificacién basadas en informacion
farmacogenética y tanto FDA como EMA han publicado en los ultimos afios

avisos reflejando la necesidad de genotipar la presencia de algunos
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polimorfismos antes de comenzar el tratamiento con algunos farmacos.
Incluso, ya son los propios laboratorios quienes en el momento de
comercializar algunos medicamentos ya recomiendan realizar este tipo de

pruebas a los pacientes.
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1. Los individuos diagnosticados de EAP, sometidos a una ATP y
tratados con clopidogrel como terapia antiagregante tras la cirugia tienen
un mayor riesgo de padecer una re-estenosis del territorio vascular
intervenido quirdrgicamente cuando son portadores del SNP CYP2C19*2
(c.681G>A; rs4244285) y/o tienen un genotipo ABCB1 3435 TT (ABCB1
3435C>T; rs1045642).

2. Los individuos que han padecido un ictus o un accidente
isquémico transitorio y que han sido tratados con clopidogrel como
terapia antiagregante desde el diagndstico tienen un mayor riesgo de
sufrir de nuevo un ictus o AlT, un infarto agudo de miocardio o muerte
cardiovascular cuando son portadores del SNP CYP2C19*2 (c.681G>A;
rs4244285).

3. La presencia del SNP CYP2C19*2 (c.681G>A; rs4244285) es un
factor predictor de la mala evolucidon clinica respecto al grado de
Fontaine/Rutherford, pletismografia e indice tobillo-brazo, en pacientes
con enfermedad arterial periférica, sometidos a una angioplastia

transluminal percutdnea y tratados con clopidogrel tras la cirugia.

4, Los individuos portadores del SNP CYP2C19*17 (c.-806C>T;
rs12248560) que han padecido un ictus o un accidente isquémico
transitorio y que han sido tratados con clopidogrel como terapia
antiagregante desde el diagndstico tienen un menor riesgo de padecer la
combinada de ictus, accidente isquémico transitorio, infarto agudo de

miocardio y muerte cardiovascular.

5. La presencia del alelo CYP2C19*2 (c.681G>A; rs4244285) y/o
el genotipo ABCB1 3435 TT (Variante ABCB1 3435C>T; rs1045642)
podrian ser utilizados como predictores de la aparicién de eventos

isquémicos en pacientes con enfermedad arterial periférica y tratados
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con clopidogrel.

6. Nuestros resultados confirman en nuestra poblacidon la
influencia mostrada por el SNP CYP2C19*2 (c.681G>A; rs4244285) en la

respuesta al clopidogrel en pacientes asiaticos con EAP.

7. Atendiendo a los resultados obtenidos en este trabajo y la
evidencia publicada hasta el momento, se puede afirmar que la presencia
de un alelo CYP2C19%*2 (c.681G>A; rs4244285) es un marcador de la mala

evolucidn clinica de los pacientes tratados con clopidogrel.
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ANEXO 1: Aprobacién del comité de ética de investigacién biomédica de la
provincia de Granada para el estudio en pacientes con enfermedad arterial
periférica.

Granada a 8 de agosto de 2018

D. Fidel Ferndndez Quesada, Doctor en Medicina y Cirugia, Especialista en
Angiologia y Cirugia Vascular y Presidente del Comité de Etica de la Investigacion
Biosanitaria Provincial de Granada:

Certifica que:

D. Xando Diaz Villamarin presenté para evaluacién a nuestro comité el proyecto de
Investigacion denominado:

"Evaluacion preliminar de la influencia de la resistencia al Clopidogrel en la evolucién
postimplante de Stent por Patologia Vascular periférica” en el afio 2013.

Dicho proyecto fue evaluado de forma favorable y aprobada su realizacién por nuestro
comité en el primer trimestre de 2013

Realizo esta certificacion a instancias del interesado para ser adjuntada a a la presentacion
de su tesis doctoral

Fdo: Dr Fidel Fernandez Quesada

g, 7 Presidente del Comité
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ANEXO 2: Hoja de informacidn al paciente y consentimiento informado para
el estudio en pacientes con enfermedad arterial periférica.

Servicio Farmacia v Servicio Cirugia Vascular H.U.8.C.

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

EN QUE CONSISTE: Los Servicios de Farmacia v Cirugia vascular del Hospital
Universitario San Cecilio, conocedores de que se ha descrito que el 30% de la poblacion
que necesitan tratamiento antiagregante con CLOPIDOGEREL, tienen una resistencia de
origen genético al efecto del firmaco, estan realizando una determinacién v registro de
dicha resistencia. mediante el estudio genético apropiado, en colaboracion con el centro
de investigacion GENYO

Los estudios genéticos son procedimientos destinados a detectar variaciones en el ADN,

que en su caso podria provocar que el medicamento Clopidogrel no sea beneficioso
patra usted.

Siendo usted una persona en la que esta indicado administrarle clopidogrel. por haber
presentado un cuadro de arteriopatia vascular periférica v haberle realizado un
cateterismo con angioplastia o implantacion de stent, v por lo tanto estar indicado el uso
de estos farmacos.

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

COMO SE REALTZA: [a determunacion genética se realiza a través de nna nmestra
de saliva. que se recoge con una torunda (una especie de chupachups pequedio). EL
seguimiento posterior es el habitual necesario para el control v seguimiento de su
enfermedad. incluvendo dos contactos telefonicos en el afio.

QUE EFECTOS LE PRODUCIRA: Ninguno

EN QUE LE BENFICIARA: Fl hallazgo de nna mutacién diagndstica nos permitira
meodificar el tratamiento, para conseguir el efecto deseado en la prevencion de la
enfermedad vascular periférica.

OTEAS ALTERNATIVAS EN SU CASO: No existen alternativas a los estudios
genéticos, que obtengan la misma informacion o similar.

QUE RIESGOS TIENE: Ninguno

OTRA INFORMACION: Los resultados del estudio nos permutiran orientar el
tratamuento de manera adecunada. La muestra quedara en el banco de muestras para
utilizarla en otras investigaciones. salvo que usted manifieste de manera especifica no
querer dejarla.

Si requiere informacion adicional se puede poner en contacto con nuestro personal
de Farmacia o Cirugia vascular en el teléfono: 958 (023845
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CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR. ESCRITO DEL PACIENTE
Yo (Nombre ¥ APellidos) i s s s s s s
* He leido el documento informative gque acompania a este consentimiente (Informacion al Paciente)

' He podido hacer prezuntas sobre el estudio “Evaluacion prebminar de la influencia de Ia
resistencia al clopidogrel en la evolucion postimplante de stent por patelogia vascular periférica™

' He recibido suficiente informacion sobre el eztudio “Evaluacién prelimimar de la influencia de la
rezstencia al clopidogrel en la evolucion postimplante de stent por patologia vascular periférica ™

' He hablade con el profesional samitario informador:

+ Comprendo que mi participacion ez voluntaria ¥ soy libre de participar o no en el estudio.

' Se me ha informade que todos los datoes obtenidos en este estudio seran confidenciales ¥ se
trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal 1599,

' Se me ha informado de que la donacion/mformacion obtenida zolo se utilizara para los fines
especificos del estudio.

+ Deseo ser informado’a de mis datoes geneticos ¥ otros de caracter personal que se obtengan en el
curso de la investizacion, inchiides los descubrimiento: mezperados que ze puedan producir,
siempre gue esta informacion sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de miz
fammiliares biologicos. i Na

+ Acepto la ntillizacion de la muestra en futures proyectos de mvestigacion relacionados o no conla
enfermedad o proceso.

Comprendo que pusde retirarme del estudio:

s Cuando quiera

*  Sin tener gue dar explicaciones

*  Sin gque esto repercuta en mis cuidado: médicos

Prezto ibremente mi conformidad para participar en el proyecto fimlads “Evaluacion preliminar
de la influencia de la resistencia al clopidegrel en la evelucién postimplante de stent por patologia
vascular periferica ™

Firma del paciente Firma del profesional sanitario
(0 representante legal)

Nombre v apellidos:.ovciiciiiaian Nombre ¥ apellidos:..cocovviineeirann e
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ANEXO 3: Aprobacién del comité de ética de investigacién biomédica de la
provincia de Granada para el estudio en pacientes con ictus o accidente
isquémico transitorio.

VL AU O Adiud

CONSEJERIA DE SALUD

DON FRANCISCO JAVIER SALMERON ESCOBAR, EN
CALIDAD DE PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA DE LA
INVESTIGACION BIOMEDICA DE LA PROVINCIA DE
GRANADA,

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado favorablemente, en su reunion celebrada
el dia 28 de octubre de 2013, el proyecto de investigacion titulado: Impacto
de Jos polimorfismos cyp2c19 y abcb1 sobre la recurrencia de
ictus en pacientes tratados con clopidogrel como terapia
antiagregante para la prevencién secundaria del ictus en la
poblacién andaluza, siendo el investigador principal el Dr. José Cabeza
Barrera y considera que,

Se cumplen los requisites necesarios de idoneidad del protoccle en
relacion con los objetivos del proyecto.

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

Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento
informado.

Y que este Comité acepta que dicho proyects sea realizado en este
Centro.

Se recomienda crear un fichero y solicitar a la Gerencia del Centro la
declaracion del fichero de investigacion, de acuerdo con lo establecido en la
Ley de Proteccion de Datos, que hace referencia s6lo a los datos personales.

Lo que firmo en Granada, a treinta de octubre de dos mil trece.
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ANEXO 4: Hoja de informacidn al paciente y consentimiento informado para
el estudio en pacientes con ictus o accidente isquémico transitorio.

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

EN QUE CONSISTE:

Si a usted le han indicado o ha sido tratade con CLOPIDOGEEL come terapia antiagregante en
la prevencion secundaria de icfus recurrente, le pedimos su autorizacion para realizarle un
estudio genético va que se ha descrito que el 30% de la poblacion que necesitan tratanuento
antiagregante con CLOPIDOGREL tiene una resistencia de origen genético al efecto del
farmaco v con un esmudio genético especifice pretendemes determinar v registrar dicha
resistencia

Los estudios genéticos son procedimientes destinados a detectar variaciones en el ADN, que en
su caso podria ayudarnos a conocer el efecto especifico que provoca el medicamento
CLOPIDOGREL en usted.

Los Servicios de Farmacia y Neurologia del Hospital
en colaboracion con el centro de investizacion GENYO han disefiado un estudio genético que
permite detectar vna serie de vaniaciones en el ADN que, en su case podria ayndamos a conocer
el efecto especifico que provoca el medicamento CLOPIDOGEEL en usted

COMO SE REALIZA:

La determinacion genética se realiza a traves de una mmestra de saliva, que se recoge con una
torunda (una especie de chupachups pequefio) o sangre como extraccién habitual. El resultado
serd comunicado a su nenrdlogo de referencia e incorporado a su historia de sahud tnica.

QUE EFECTOSLE PRODUCIRA: Ninguno

EN QUE LE BENFICIARA: Es posible que usted directamente no tenga beneficio pero con
este estudio pretendemes determinar la posible resistencia al firmaco v su relacién con la
aparicion de ictus que nos permitird ayudar a otros pacientes en el fisturo.

OTRAS ALTEENATIVAS EN SU CASO: No existen alternativas a los estudios genéticos,
que obtengan la misma informacion o similar.
QUE RIESGOS TIENE: Ninguno

OTRA INFORMACTON: La muestra quedard en un banco de nmestras y sélo podra wtilizarse
para investigar variacicmes en el ADN que puedan afectar al efecto antiagregante del
medicamento clopidogrel (impacto genético sobre el efecto del clopidogrel v su efecto
antiagregante) en ictus, salvo que usted manifieste de manera especifica no querer dejarla.

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con nuestro personal de
Farmacia o Neurologia en los teléfonos: 958 023842 (Granada) o 955 00 91 75 (Sevilla)
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CONSENTINIENTO INFORAADO — CONSENTIMIENTO POR ESCEITO DEL PACTENTE
Yo (Nombre ¥ Apellidos) ! s ssmms s s s s s

+ He leido el documento informative que acompaia a este conzentimiente (Informacion al
Paciente)

He podido hacer preguntas sobre el estudio

He rectbide suficiente informacion sobre el estudio “IMPACTO DE LOS POUMORFSMOS
CYP2C19 Y ABCB1 SOBRE LA RECURRENCIA DE ICTUS EM PACIENTES TRATADOS CON
CLOPIDOGREL COMO TERAPIA ANTIAGREGANTE PARA LA PREVENCION SECUNDARIA DEL
ICTUS EN LA POBLACION ANDALUZA™

He hablade con el profesional sanitario informador:

Comprendos que mi participacion es voluntaria ¥ soy ibre de participar o no en el estudio.

*  Se me ha mformade que todos los datoes obtenidos en este estudio seran confidenciales v se
trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccidn de Datos de Caracter Personal
1599,

+ 5S¢ me ha informade de que la informacion obtenida salo se utilizara para la determinacion del
mnpacto genético sobre el efecto del clopidogrel ¥ su efecto antiagrezante en ictus.

»  Acepto la utlizacion de la muestra en futures provectos de investizacion relacionados o no con
la enfermedad o procese

*  Deseo ser informado’a de mis dates genéticos ¥ otros de caracter personal que se obtenzan en el
curso de la investigacion, incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan producir,
siemmpre gque esta informacion sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de
wmis familiares biologicos. % No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

= Cuando gquiera

= Sin fener que dar explicaciones

*  Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Prezto libremente mi conformidad para participar en el provecte dtulade “IMPACTO DE LOS
POLIMORFISMOS CYP2C19 ¥ ABCB1 SOBRE LA RECURRENCIA DE ICTUS EN PACIENTES
TRATADOS CON CLOPIDOGREL COMO TERAPIA ANTIAGREGANTE PARA LA PREVENCION
SECUNDARIA DEL ICTUS EN LA POBLACION ANDALUZA”.

Firma del paciente Nombre ¥ apellidos:.....cociivaniiann Fechar coovniniininians

Firma del profesional sanitario informador (o reprezentante lezal en su caze)

Nombre v apellidos:..
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