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Genotipo de los genes VKORCI y CYP2C9
en la respuesta individual a la warfarina
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Resumen

Introduccién: la warfarina es un farmaco ampliamente utilizado como anticoagulante oral. Su
estrecho rango terapéutico y marcada variabilidad interindividual en la respuesta requieren
un control riguroso en su administracion para evitar accidentes hemorragicos.

Objetivos: correlacionar las variantes genéticas de CYP2C9*2 y *3 y VKORC1 (C1173T) con
la respuesta y los efectos adversos.

Material y método: los genotipos CYP2C9*1, *2, *3, y VKORCI fueron obtenidos por PCR-
RFLP y los resultados analizados usando el paquete estadistico SPSS 12.0.

Resultados: hay una tendencia a la reduccion de dosis en relacion con la presencia de alelos
polimorficos. Los portadores de CYP2C9*3 requirieron la menor dosis de mantenimiento,
seguidos por los portadores de CYP2C9*2 y homocigotos CYP2C9 *1, en ese orden, (4,4+1,0
vesus 5,4+2,3 versus 7,0+£3,6 mg/d, p=0,03). Los portadores CYP2C9*3 tuvieron, ademds, un
aumento del riesgo de sobreanticoagulacion y requirieron casi el doble de ajustes de dosis
para lograr una adecuada anticoagulacion. Para VKORCI, los homocigotas T/T necesitaron
la dosis mas baja, seguidos por los heterocigotas C/T y homocigotas C/C, en ese orden
(3,6%0,6 versus 5,5+0,5 y 7,9+0,7 mg/d, p <0,001). Los pacientes T/T tuvieron un mayor riesgo
de sobreanticoagulacion que los C/T y C/C. EIl genotipo T/T de VKORC1 produce en todas las
combinaciones con CYP2C9 una disminucion cercana a 50% de la dosis diaria de warfarina.
Conclusiones: se confirma una sensibilidad aumentada a la warfarina en pacientes portadores
de alelos *2 y *3 de CYP2C9, y T de VKORCI. Se demuestra un efecto combinado
(aproximadamente aditivo) de los alelos variantes de ambos genes.
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Introduccion

La warfarina es el anticoagulante oral mas utilizado en
nuestro pais y uno de los mas usados a nivel mundial
debido a su efectividad en la prevencion de los acciden-
tes tromboembolicos en los pacientes con fibrilacion auri-
cular y otras afecciones trombogénicas’. Sin embargo,
estos farmacos producen un aumento del riesgo de episo-
dios hemorragicos. La warfarina tiene un estrecho rango
terapéutico y la dosis de warfarina necesaria para alcanzar
los niveles esperados de anticoagulacion presenta una
gran variabilidad interindividual, dependiendo de facto-
res como la alimentacion y las variaciones individuales en
la farmacocinética. El riesgo de sangrado es mayor duran-
te las primeras semanas de tratamiento cuando el segui-
miento mediante el indice normalizado internacional (INR),
debe realizarse cuidadosamente hasta lograr el rango 6p-
timo®.

Actualmente, la dosis de warfarina es determinada
empiricamente, a menudo basandose en la edad y comor-
bilidad del paciente. La farmacogenética aplicada al trata-
miento con warfarina intenta estimar la dosis individual
optima de este farmaco que logre los efectos terapéuticos
y minimice los riesgos de sangrado, en funcion del genotipo
del paciente para polimorfismos genéticos que afectan el
metabolismo o los sitios de accion del farmaco.

La warfarina es un producto natural y se administra
como una mezcla racémica de R y S esterecoisomeros. Los
enantidmeros o estereoisdmeros difieren tanto en la po-
tencia de su efecto farmacodinamico como en su forma de
metabolizacion en fase 1. Asi, la S-warfarina es tres a cinco
veces mas potente como inhibidor de su blanco de ac-
cion: el complejo de la vitamina K epdoxido reductasa. Por
otra parte, el metabolismo de eliminacion predominante
del isdémero S es a través de CYP2C9 mientras que el meta-
bolismo de R-warfarina se debe principalmente a través de
CYP3A4 con la participacion de CYP1A1, CYP1A2,
CYP2C8,CYP2C9,CYP2C18y CYP2C19.

Actualmente se conocen los principales determinan-
tes genéticos de la variabilidad en la respuesta a la warfa-
rina®¥, Es ampliamente conocido que el gene que codifi-
cala hidroxilasa, dependiente del citocromo P-450, CYP2C9
(19g24), es el principal metabolizador de la S-warfarina. La
farmacocinética de la warfarina y de CYP2C9 es conside-
rada como un ejemplo clasico de la farmacogenética. Las
dos mas importantes variantes con implicaciones clinicas
para establecer la dosis de warfarina y la prevencion de
eventos adversos son CYP2C9*2 (R144C) y CYP2C9*3
(I359L). Los individuos con las variantes *2 y *3 tienen
mas probabilidades de necesitar dosis mas bajas de war-
farina (“metabolizadores lentos™), tardan mas en llegar a
un INR adecuado al inicio del tratamiento y tienen un ma-
yor riesgo de complicaciones hemorragicas®.
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Previamente nuestro grupo publico un caso de hiper-
sensibilidad a la warfarina producido por variantes de
CYP2C97 y el primer analisis en una poblacion de Uru-
guay donde se analiz6 la asociacion entre el efecto de las
variantes de CYP2C9 y la dosis de mantenimiento con el
riesgo de efectos adversos durante el tratamiento cronico
con warfarina®,

Mas recientemente, se ha visto que el gene de la
subunidad 1 del complejo de la vitamina K epoxido reduc-
tasa, VKORCI1 (16p11.2), presenta polimorfismos que mo-
dulan la dosis diaria de warfarina requerida®. En particu-
lar, se ha reportado que el polimorfismo de VKORC1 C1173T
es uno de los que afecta la dosis de warfarina: 3,7 mg/d
entre pacientes con el genotipo T/T, 5,1 mg/d en los
heterocigotos C/T y 7,0 mg/d en los homocigotos C/C1?,

En este trabajo analizamos el efecto de las variantes ya
estudiadas de CYP2C9 (alelos *1, *2 y *3) en combina-
cion con la variante (C1173T) de VKORCT, sobre los re-
querimientos de warfarina (dosis diaria) y el riesgo de efec-
tos adversos (sobreanticoagulacion y sangrados) en una
poblacion de pacientes en anticoagulacion cronica con
warfarina de nuestro medio.

Material y método
Pacientes

Se incluyeron 68 pacientes en régimen de anticoagulacion
cronica. Estos pacientes fueron reclutados por dos vias:
1) pacientes controlados en la Policlinica de Anticoagula-
cion del Servicio de Cardiologia del Hospital de Clinicas
(grupo estudiado en la publicacion anteriormente citada),
y 2) pacientes que consultaron en la Policlinica de Genéti-
ca Cardiovascular.

Se obtuvieron datos del seguimiento de cada paciente
considerando las variables: sexo, edad, indicacion de an-
ticoagulacion y tabaquismo. Se tomo la dosis diaria de
mantenimiento de warfarina indicada y se consideré como
una dosis alta: 8 mg/dia. Ello surge de la media mas un
desvio estandar de la mejor estimacion que disponemos
de la dosis que se administra en la Policlinica de Anticoa-
gulacion del Hospital de Clinicas!"". Se consideraron va-
riables clinicas indicadoras de la respuesta farmacocinética:
valores minimo y maximo de INR, cantidad de ajustes de
dosis necesarios, cantidad de INR por encima y por deba-
jo del rango objetivo. Estos se analizaron en relacion con
la cantidad de controles realizados. Se registraron los even-
tos adversos considerando como tales: el aumento de INR
por encima de 6 (sobreanticoagulacion), y la ocurrencia
de sangrados de cualquier entidad. Se consideraron san-
grados mayores a los intracraneanos, los oculares y aque-
llos que requirieron transfusion o internacion. La indica-
cion de anticoagulacion se clasifico en: 1) protesis valvu-
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lar, aunque tuviera otra indicacion; 2) fibrilacion auricular,
aunque hubiera sufrido un evento tromboembdlico; 3)
trombosis venosa profunda o tromboembolismo pulmo-
nar, o ambos; 4) sindromes protromboticos, y 5) otros,
que incluye accidente cerebrovascular.

El proyecto de investigacion fue aprobado por el Co-
mité de Etica del Hospital de Clinicas. En todos los casos
se obtuvo consentimiento informado.

Diagnésticos moleculares

A partir de una muestra de sangre periférica (3 ml) se extra-
jo acido desoxirribonucleico (ADN) del paciente mediante
el uso de kit comercial de purificacion de ADN genémico.
El genotipo de los pacientes para las variantes *1, *2 y *3
del gene CYP2C9 fue realizado utilizando kits diagnosti-
cos comerciales (ATGen Sistemas Moleculares-Celsius,
Uruguay). El genotipo de VKORCI1 (variante C1173T) se
analizo por técnicas de PCR-RFLP. Los cebadores directo
y reverso utilizados fueron:
5’-AGATAAAGCAGGGCCTAACG-3y
5’-CCGAGAAAGGTGATTTCCA-3’, respectivamente.
Las condiciones de ciclado térmico: una desnaturalizacion
de 3 min. a 95°C, 30 ciclos que incluyen 30.s 2 95°C, 30.s a
55°Cy 30sa72°C;y una extension final de 3 min. a 72°C.
El producto de la digestion se analiza en gel de acrilamida
(figura 1).

Andlisis estadistico

Todos los datos se presentan como la media la desviacion
estandar (DS). Las diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los dos grupos fueron evaluadas mediante la
prueba t de Student y entre mas de dos grupos usando
ANOVA (SPSS 12.0), segtin correspondia. Para la evalua-
cion de las desviaciones de frecuencias de los alelos del
equilibrio de Hardy-Weinberg, hemos utilizado la prueba
de x>

Se utiliz6 un analisis gradual de regresion multiple para
determinar los efectos relativos de los polimorfismos en
los genes estudiados sobre la sensibilidad frente a la war-
farina.

Para evaluar las diferencias en cuanto a dosis durante
el primer periodo de estabilidad y el porcentaje de variabi-
lidad explicada por los genotipos de VKORCI1 y CYP2C9,
hemos utilizado modelos de regresion lineal.

Para las comparaciones entre los genotipos, los pa-
cientes fueron divididos en tres categorias para los dos
genotipos de CYP2C9 y VKORCI. Para el genotipo
CYP2C9, los homocigotos portadores del alelo tipo sil-
vestre (CYP2C9*1/*1) formaron el grupo de referencia, y
los otros dos grupos eran los portadores de los alelos
CYP2C9*2y CYP2C9*3.

Para el genotipo VKORC1 C1173T, los homocigotos
portadores del alelo de VKORCT de tipo silvestre (VKORC1
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Figura 1. Representacion esquematica de la estructura del gene VKORC1 y su analisis por PCR-RFLP. a. Los
exones se indican en rectangulos con rayas y los intrones mediante lineas. Los rectangulos sin colorear indican
las regiones no transcriptas (5’'UTR y 3'UTR). La estrella indica la ubicacion del polimorfismo simple analizado en
este trabajo. b. Electroforesis en gel de acrilamida a 6% de los productos de PCR-RFLP. Se observan los distintos
patrones de bandas correspondientes a los tres genotipos posibles para el polimorfismo de VKORC1 C1173T,
junto a un marcador de peso molecular (PM) y el producto de PCR sin digerir (SD). A la izquierda se indica median-
te numero los tamafos de los distintos fragmentos obtenidos
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C/C) formaron el grupo de referencia, los otros dos gru-
pos consistian en pacientes con los genotipos VKORC1
C/Ty T/T. Un “p value” inferior a 0,05 se consideré como
el nivel minimo de significacion estadistica.

Resultados

Enlatabla 1 se muestran las caracteristicas de los pacien-
tes estudiados con relacion a genotipo de CYP2C9 y
VKORCI. No hubo diferencias significativas entre los
genotipos en relacion a edad, sexo, tabaquismo e indica-
cion de la anticoagulacion.

De los 68 pacientes, 45 presentaban por lo menos un
alelo variante en VKORC1 (23% fueron T/T y 44% fueron
C/T) y 33 presentaban un alelo variante en CYP2C9 (17
presentaban un alelo *2, 14 un alelo *3 y dos pacientes
presentaban dos alelos *3). Las frecuencias alélicas para
ambos polimorfismos se muestran en la figura 2.

Si bien la distribucion de genotipos de VKORCI es
concordante con datos de otras poblaciones!'?, encon-
tramos que las distribuciones genotipicas de los distintos
polimorfismos de CYP2C9 (51% CYP2C9*1*1, 25%
CYP2C9*1%#2,21% CPY2C9*1*3 y 3% CYP2C9*3*3) son
diferentes a las reportadas tanto en Uruguay'® como para
otras poblaciones'?. Es de destacar el alto porcentaje de

CYP2C9*3*3 y la ausencia de CYP2C9*2*2 homocigotas.
Los porcentajes encontrados en nuestra poblacion po-
drian explicarse debido a un sesgo en la eleccion de pa-
cientes, favoreciendo la incorporacion de aquellos en los
que lograr una dosis de mantenimiento fue mas dificil. En
este sentido, se ha reportado'>'® que el tiempo necesario
para lograr una estabilizacion de la dosis esta asociado
con el genotipo CYP2C9 y no con un genotipo VKORCI.
En los portadores de por lo menos un alelo *3 se logra,
con menos eficacia, una estabilidad en la dosis al compa-
rarlos con los pacientes *1 o *2. Como el hecho de poseer
el polimorfismo de VKORC]1 se asocia marcadamente con
la necesidad de una menor dosis, un ajuste de dosis en
menos en los portadores va a lograr una estabilizacion del
INR con una dosis menor comparada con el ajuste de do-
sis en los portadores de polimorfismos de CYP2C9. Esto
resultara en una estabilizacion mas rapida con una dosis
menor.

Los portadores del alelo CYP2C9%*3 requirieron la me-
nor dosis de mantenimiento, seguido por los portadores
del alelo *2 y, por ultimo, los individuos homocigotos para
CYP2C9*1 (4,4+ 1,0 versus 5,4+ 2,3 versus 7,0+ 3,6 mg/d,
p=0,03) (tabla 2). Ninguno de los portadores de alelo
CYP2C9%*3 recibid dosis de mantenimiento mayores a 8
mg/d como sucedidé con 13% de los portadores de *2 y

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio
CYP2C9 VKORC1

*1/*1 *1/*2 *1/*3 *3/*3 c/C c/T T
n (%) 36 (50,7) 17 (23,9) 16 (22,5) 2 (2,8) 23 (33,8) 30 (44,1) 15 (22,1)
Edad 62,1 55,4 48,6 52,5 55,0 62,4 52,6
Sexo (% M) 36,1 64,7 31,3 100,0 43,5 46,7 46,7
Tabaquismo 12,5 18,8 231 0,0 9,5 16,7 30,0
Indicacion (%)
PV 37,5 52,9 12,5 0,0 50,0 30,0 25,0
FA 37,5 17,6 25,0 50,0 22,7 33,3 33,3
TVPITEP 12,5 11,8 18,8 0,0 9,1 16,7 16,7
S. protrombético 3,1 0,0 18,8 0,0 4,5 10,0 8,3
Otros 9,4 17,6 25,0 50,0 13,6 10,0 16,7
INR objetivo (%)
2,0-3,0 68,8 43,8 50,0 50,0 47,6 63,3 60,0
2,5-3,5 31,3 56,3 50,0 50,0 52,4 36,7 40,0
PV: prétesis valvular; FA: fibrilacion auricular; TVP/TEP: trombosis venosa profunda y/o tromboembolismo pulmonar;
S. protrombotico: sindrome protrombético
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Figura 2. Frecuencias alélicas en la poblacién para los genes CYP2C9 (a) y VKORC1 (b)

Tabla 2. Distribucion de la dosis de mantenimiento diaria de warfarina, riesgo de sobreanticoagulacion y
sangrado respecto a los genotipos de CYP2C9 y VKORC1
CYP2C9 VKORC1

*1/*1 *1/*2 *1/*3 *3/*3 CcC CT T

n 35 17 14 2 23 30 15
Dosis diaria 70+/-36 54+/-23 4,4+/-1,0 1,25 |79+4/-0,7 55+4/-05 3,6+/-0,6

Sangrado (%) 62% 47% 67% 100% 50% 63% 60%

Sobreanticoagulacién (%) 6% 7% 17% 100% 50% 7% 40%

39% de los homocigotas *1 (p=0,010).

En cuanto a los genotipos de VKORCI, los
homocigotas T/T necesitaron la dosis mas baja, seguidos
por los portadores C/T'y, por ultimo, los homocigotas C/C
(3,6 +£0,6 versus 5,5+0,5y 7,9+ 0,7 mg/d, p<0,001) (tabla
2). Los pacientes T/T no necesitaron una dosis de mante-
nimiento superior a 7,5 mg/d, mientras que para los porta-
dores del genotipo C/T la dosis de mantenimiento fue de
hasta 12,5 mg/d y para los C/C tan alta como 16,4 mg/d.

Los portadores del alelo CYP2C9*3 tuvieron un au-
mento del riesgo de sobreanticoagulacion con respecto a
los portadores de los alelos *2 o *1, tomados en conjunto
(28,6% versus 6,5% p=0,024). También requirieron casi el
doble de ajustes de dosis para lograr una adecuada anti-
coagulacion, en comparacion con los homocigotos
CYP2C9*1.

Para las variantes de VKORCI no se aprecian diferen-
cias significativas en el nimero de ajustes de dosis (C/T:
3,5 versus C/C: 3,8 versus T/T: 3,2). Se observo que los
pacientes T/T tuvieron mayor riesgo de sobreanticoagu-

Vol. 24 N° 4 Diciembre 2008

lacion que los C/T y C/C (40% versus 7% versus 5%,
p=0,008).

Si bien las diferencias no son significativas, se obser-
v6 una tendencia a un mayor niimero de sangrados entre
los portadores de alelos variantes de CYP2C9 (especial-
mente el alelo *3) y VKORCI (tabla 2), lo que coincide con
lo ya reportado'”. Sin embargo, los tres episodios de san-
grado mayor en esta poblacion se produjeron en pacien-
tes portadores de alelos variantes de CYP2C9 o VKORCI,
0 ambas.

Se analiz6 el efecto de las posibles combinaciones de
genotipos para estos dos polimorfismos, considerando
tanto el nimero de alelos variantes (figura 3) como los
distintos genotipos observados (figura 4).

Se aprecia una clara tendencia a la disminucion de la
dosis en la medida que se suman alelos variantes en estos
dos genes (figura 3a), asi como una variacion de hasta
67,8% en mas 0 32,5% en menos, de una hipotética dosis
de inicio de 5 mg/d, seglin el nimero de alelos variantes
(figura 3b). Los riesgos de sangrado y sobreanticoagula-
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Figura 3. Efecto acumulativo de las variantes de CYP2C9 y VKORC1. a) Segun la dosis de mantenimiento diaria de warfarina y
una dosis estandar de 5 mg/d. b) Respecto a una dosis estandar de 5 mg/d. Se grafica la diferencia entre dosis estandar y dosis
sumistrada. ¢) Respecto a riesgo de sobreanticoagulacion, riesgo de sangrado e indice normalizado internacional (INR) maximo
registrado. Numero de alelos variantes se refiere al nimero de alelos *2 y/o *3 (CYP2C9) y alelos T (VKORC1) presentes en el
genoma del paciente
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Figura 4. Efecto de las combinaciones de genotipos de CYP2C9 y VKORC1 sobre la dosis de mantenimiento diaria de warfarina.
Se indica mediante barras claras la dosis diaria y en barras oscuras la diferencia entre esta y una dosis estandar de 5 mg/d.
Nota: 1, 2 o 3 se refiere al genotipo de CYP2C9y C o T al genotipo de VKORC1. Entre paréntesis se muestra el numero de
individuos con cada genotipo. En esta poblacién no aparecen todas las posibles combinaciones de genotipos

cion se disparan en el grupo con tres alelos variantes, si
bien estos son sélo cuatro individuos (figura 3c).

El efecto de sumatoria de los alelos variantes de
CYP2C9 y VKORCI se aprecia también analizando
genotipos especificos. El genotipo TT de VKORCI pro-
duce en todas las combinaciones con CYP2C9 una dismi-
nucioén cercana a 50% de la dosis diaria de warfarina. Ade-
mas, se observa claramente el efecto de dosis génica tan-
to de alelos T de VKORCI1 como de alelos *2 y *3 de
CYP2C9 (figura4).

Discusion

Un nimero creciente de pacientes estan siendo tratados
con warfarina y otros anticoagulantes orales. Sin embar-
g0, su manejo clinico presenta algunos problemas y, en
algunos casos, los riesgos del tratamiento pueden supe-
rar al beneficio obtenido. El lograr una mejor comprension
de los factores genéticos que ayudan a determinar mas
acertadamente la dosis individual y la respuesta a los an-
ticoagulantes deberia ayudar al tratamiento, en particular
durante el periodo de induccion.

Vol. 24 N° 4 Diciembre 2008

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman
los hallazgos descritos en la bibliografia sobre la influen-
cia de estos dos genes sobre la respuesta a la warfari-
na™”, La dosis de mantenimiento, aspecto mas fuerte-
mente influido por estas variantes, muestra una fuerte aso-
ciacion con las variantes genéticas analizadas en CYP2C9
y VKORCI. En la mayoria de las variables analizadas se
aprecia un claro efecto de dosis génica de estas variantes
sobre el fenotipo.

Hemos encontrado que el polimorfismo C1173T de
VKORCI present6 una mayor asociacion con la dosis de
warfarina que los polimorfismos CYP2C9 (p<0,001 versus
p<0,030). Una mayor parte de la variacion en la dosis dia-
ria se explica por el genotipo VKORC1 que por el genotipo
CYP2C9 (24% y 12%, respectivamente), y juntos explican
349% de la variabilidad de la dosis en esta poblacion, lo que
esta en concordancia con lo reportado previamente®,

Por otro lado, los hallazgos son concordantes con la
fisiopatologia molecular de estas variantes genéticas: los
productos del alelo *2 y *3 de CYP2C9 tienen una menor
actividad enzimatica (hidroxilacion de la S-warfarina)®'-?,
con lo que eliminan mas lentamente la warfarina, por lo
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que, en general, estos pacientes requieren dosis significa-
tivamente menores de warfarina para alcanzar los valores
de INR deseados. Se ha estimado que la variante *3 tiene
una eficiencia de 5% y la *2 de 12% respecto del alelo
normal con relacion al metabolismo de la warfarina®. La
variante T de VKORCI1 se encuentra en fuerte desequili-
brio de ligamiento con otra variante, G-1639A, en el pro-
motor del mismo gene'?, observandose que el alelo G se
asocia con un estado de la cromatina activa lo, que favo-
rece la expresion del gene®. Ademas, se ha demostrado
que el promotor de VKORCI con el alelo G tiene 44% mas
de actividad in vitro que cuando esta presente el alelo
A, Por lo tanto, el alelo T podria estar asociado a una
menor actividad del gene y una menor produccion de la
proteina, lo que potenciaria el efecto de la warfarina.

El objetivo de la terapia basada en la farmacogenética
de los cumarinicos ha sido disminuir la toxicidad, mejoran-
do la seguridad y la eficacia del tratamiento anticoagulan-
te. Los mayores riesgos determinados por estas variantes
genéticas se dan durante la fase de induccion de la anti-
coagulacion. Estudios recientes que analizaron en forma
prospectiva el impacto de las variantes *2 y *3 de CYP2C9,
muestran que el riesgo de tener al menos un INR por enci-
ma del rango aumentaba entre tres y seis veces en la pri-
mera semana de tratamiento sumado a que los controles
fuera de rango son un factor de riesgo de sangrado inde-
pendiente®®. El impacto de las variantes genéticas no se
observaba a la tercera semana, presumiblemente como re-
sultado de una exitosa individualizacion empirica de la
dosis®.

Anos atras se comenzaron a realizar estudios pros-
pectivos para valorar la utilidad de determinar el genotipo
para las variantes de CYP2C9 de los pacientes previo al
inicio de la anticoagulacion oral, con resultados prelimi-
nares que indican la factibilidad y eficacia de este enca-
re®829), Mas recientemente se desarrollaron algoritmos de
dosificacion basados en el genotipo de CYP2C9 y
VKORCI, y caracteristicas clinicas de los pacientes como
sexo, edad y tamafio corporal®*3?, y se comenzaron a uti-
lizar en estudios prospectivos con buenos resultados®®.
Sin embargo, ninguno ha sido ampliamente aceptado, ya
que no dan cuenta de toda la varianza en la dosis de war-
farina y que la mayoria fue desarrollada para pacientes de
edad media y con un seguimiento estricto del INR.

La sensibilidad a la warfarina es un rasgo multifacto-
rial que depende de factores no gendmicos como la edad,
el indice de masa corporal, la disponibilidad de vitamina
K, la nutricién y el uso concomitante de otros farmacos.
Otros genes estan asociados con las dosis requeridas de
warfarina: PROC (rs2069919), EPHX1 (rs4653436), GGCX
(rs12714145),y ORM1 (rs1687390)%. Recientemente, se
ha descrito que los polimorfismos del gene CYP4F2 tam-
bién podrian afectar la respuesta a la warfarina®®. Sin
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embargo, estudios realizados analizando todo el genoma,
buscando variantes que influencien este rasgo, muestran
que es poco probable que se encuentren otros polimorfis-
mos fuera de los genes CYP2C9 y VKORCI con impor-
tantes efectos sobre la dosis de warfarina®?.

Conclusiones

Este estudio confirma una sensibilidad aumentada a la

warfarina en pacientes de nuestra poblacion portadores

de los alelos de CYP2C9*2 y *3, y de VKORC1 1173T.

Estos resultados estan en concordancia con lo reportado

anivel internacional. Ademas, se demuestra el efecto com-

binado (aproximadamente aditivo) de los alelos variantes
de ambos genes.

Actualmente, la determinacion de genotipos es gene-
ralmente realizada en laboratorios especializados y en el
marco de programas de investigacion. La mayoria de los
resultados son consistentes y con alto valor predictivo
(al menos en cuanto a la dosis diaria), lo que hace proba-
ble su utilizacion a nivel clinico en el manejo de los pacien-
tes que inician tratamiento con warfarina®®. En agosto de
2007, laAdministracion de Drogas y Alimentos (FDA) cam-
bi¢ el texto del prospecto que acompafia a la warfarina. En
esta nueva version se resalta la oportunidad del uso de
test genéticos para mejorar la estimacion del calculo ini-
cial para lograr una dosis razonable para cada paciente.
También menciona que existen algoritmos disponibles,
aunque no sugiere el uso de ninguno de ellos®”.

Si bien la determinacion de los genotipos de CYP2C9 y
VKORCT antes del inicio del tratamiento esta en plena
discusion, parece logico realizarlo en pacientes seleccio-
nados. Proponemos, entonces, como una aplicacion clini-
ca de la farmacogenética en un programa preventivo, que
la indicacidn de caracterizacion genotipica debe conside-
rarse a la hora de establecer la mejor dosis individual en
pacientes en quienes se sospecha alto riesgo de sangra-
do o sobreanticoagulacion:

— Pacientes de edad avanzada con comorbilidades y/o
en tratamiento cronico con farmacos inhibidores de
CYP2C9 (amiodarona, inhibidores de la recaptacion de
serotonina, fibratos, omeprazol, etcétera), o con ante-
cedentes de efectos adversos“?.

— Pacientes que sufrieron un efecto negativo con el tra-
tamiento previo con warfarina, ya sea dificultad extre-
ma en lograr estabilizacion del INR, o aumentos brus-
cos del mismo (por encima de 6) sin mediar otras in-
teracciones farmacologicas o nutricionales, y sangra-
dos.

— Individuos jovenes que potencialmente se enfrenta-
ran a un tratamiento anticoagulante oral prolongado.

— Familiares de pacientes previamente diagnosticados
con hipersensibilidad a la warfarina.
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Summary

Introduction: warfarin is a widely used oral anticoagulant.
Its narrow therapeutic range (NTR) and its large
interindividual variability requires strict control when
administered to avoid hemorrhagic accidents.

Objectives:to correlate CYP2C9*2 and *3 and VKORC1
(C1173T) genetic variants with response and adverse side
effects.

Method: CYP2C9*1, *2, *3, and VKORCT1 genotypes
were obtained by a commonly used PCR-RFLP procedure.
The results were analyzed using SPSS 12.0. statistical pack-
age.

Results: there is a tendency to reduce the dosage in
connection with the presence of polymorphic alleles.
CYP2C9*3 carriers require the lower maintenance dosage,
followed by CYP2C9*2 carriers and then by CYP2C9 *1
homozygotes (4.4+1.0 versus 5.442.3 versus 7.0+3.6 mg/
d, p=0.03). CYP2C9*3 carriers also showed an increase in
the anticoagulation risk, which required almost twice the
number of dose adjustments to achieve appropriate anti-
coagulation. As to VKORCI1, T/T homozygotes needed
the lowest dose, followed by the C/T heterozygotes, and
then by the C/C homozygotes (3.6+0.6 versus 5.54+0.5 and
7.9+0.7 mg/d, p <0,001). Risk of overcoagulation was higher
in T/T patients than in C/T or C/C patients. T/T genotype
of VKORCI causes a decrease of nearly 50% in the
warfarine daily dosage for all combinations with CYP2C9.

Conclusions: we confirmed an increased sensitivity
to warfarine in patient carriers of *2 and *3 CYP2C9 alleles
and T VKORCI alleles. We showed a combined effect (ap-
proximately accumulative) of variant alleles in both genes.

Résumé

Introduction: la warfarine est une drogue trés utilisée
comme anticoagulant oral. Etant donné son restreint rang
thérapeutique et sa remarquable variabilité interindividue-
lle, un contrdle rigoureux du dosage s’aveére indispensa-
ble afin d’éviter des accidents hémorragiques.

Objectifs: mettre en rapport les variantes génétiques
de CYP2C9*2 et *3 et VKORCI (C1173T) avec laréponse
et les effets adverses.

Materiel et méthode: les génotypes CYP2C9*1,%2,*3,
et VKORCI résultent par PCR-RFLP et les résultats
analysés au moyen du paquet statistique SPSS 12.0.

Résultats: 1l existe une tendance a réduire la dose par
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la présence d’alléles polymorphiques. Les porteurs de
CYP2C9*3 ont requis une dose plus basse de maintien,
puis les porteurs de CYP2C9*2 et homozygotes CYP2C9*1,
dans cet ordre, (4,4+1,0 versus 7,0+3,6 mg/d, p=0,03). Les
porteurs CYP2C9*3 ont aussi subi une augmentation du
risque de suranticoagulation et ont requis presque le
double d’ajustement de la dose pour atteindre une anti-
coagulation adéquate. Pour VKORCI, les homozygotes
T/T ont requis une dose plus basse, suivis des hétéro-
zygotes C/T et des homozygotes C/C, dans cet ordre
(3,6+0,6 versus 5,5+£0,5 et 7,9+0,7 mg/d, p <0,001). Les
patients T/T ont subi un plus grand risque de suranticoa-
gulation que les C/T et C/C. Le génotype T/T de VKORC1
provoque dans toutes les combinaisons avec CYP2C9 une
diminution de 50% environ de la dose par jour de warfarine.

Conclusions: on confirme une sensibilité augmentée
a la warfarine chez les patients porteurs d’all¢les *2 et *3
de CYP2C9, et T de VKORCI. Un effet combiné (a peu
pres aditif) des alleles variantes des deux génes reste
évident.

Resumo

Introdugdo: a warfarina ¢ uma droga muito usada como
anticoagulante oral. Sua administrag¢do deve ser controla-
da rigorosamente para evitar acidentes hemorragicos
devido a uma aplicag@o terapéutica restrita ¢ a variagdo da
resposta individual.

Objetivos: correlacionar as variantes genéticas de
CYP2C9*2 ¢ *3 y VKORC1 (C1173T) com a resposta ¢ 0s
efeitos adversos.

Material e método: os gen6tipos CYP2C9*1, *2,*3 ¢
VKORCI1 foram obtidos por PCR-RFLP ¢ os resultados
foram analisados usando o programa SPSS 12.0.

Resultados: observa-se uma tendéncia a reducdo da
dose na presenca de alelos polimoérficos. Os portadores
de CYP2C9*3 necessitam doses de manuten¢do mais
baixas, seguidos pelos portadores de CYP2C9*2 ¢
homozigotos CYP2C9 *1 (4,4+1,0 versus 5,4+2,3 versus
7,0£3,6 mg/d, p=0,03). Os portadores de CYP2C9*3
apresentaram também um aumento do risco de
sobreanticoagulacao e necessitam o dobro do niumero de
ajustes de dose para obter uma anticoagulacao adequada.
Para VKORCI, os homozigotos T/T necessitaram a dose
mais baixa, seguidos pelos heterozigotos C/T ¢
homozigotos C/C (3,6+0,6 versus 5,5+0,5 y 7,9+0,7 mg/d, p
<0,001). Os pacientes T/T apresentaram um risco maior de
sobreanticoagulacdo que os C/T ¢ C/C. O genotipo T/T
de VKORCTI produz uma redugéo de aproximadamente 50%
da dose diaria de warfarina em todas as combinagdes com
CYP2C9.

Conclusoes: confirma-se a sensibilidade aumentada a
warfarina de pacientes portadores de alelos *2 y *3 de
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CYP2C9, e T de VKORCI1. Demonstram-se um efeito com-
binado (aproximadamente aditivo) dos alelos variantes de
ambos os genes.
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