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RESUMEN

Introduccion: la warfarina es el anticoagulante oral
més usado en nuestro pais y uno de los mas usados a
nivel mundial. Variantes polimérficas en varios genes
influencian la respuesta individual a este farmaco, es-
pecialmente de CYP2C9 y de la apolipoproteina E.
Nos proponemos estudiar la influencia en una pobla-
cién de pacientes uruguayos de estas variantes en la
variabilidad interindividual en la respuesta a la war-
farina y el riesgo de efectos adversos durante el trata-
miento anticoagulante oral.

Material y método: se incluyeron 55 pacientes en
tratamiento crénico con warfarina. Se relevaron datos
sobre dosis de mantenimiento, respuesta farmacoci-
nética y efectos adversos. Se determing el genotipo de
los pacientes para las variantes *1, *2y *3 de CYP2C9
y E2, E3 y E4 de apolipoproteina E.

Resultados: los portadores de la variante *3 son los
que requirieron dosis diarias de mantenimiento me-
nores, seguidos por los portadores del alelo *2 y luego
los homocigotos *1 (p=0,049). Los portadores de la va-
riante *3 tuvieron también una mayor frecuencia de
la tasa internacional normalizada (INR) por encima
del rango deseado y requirieron mas ajustes de dosis

paralograr una adecuada anticoagulacién; los eventos

PALABRAS CLAVE:

adversos fueron més frecuentes en los pacientes de ge-
notipo *1/*3, tanto en relacion al riesgo de sangrado
como de sobreanticoagulacién. La presencia del alelo
E4 de la ApoE se asocia levemente a una mayor sensi-
bilidad a la warfarina.

Conclusiones: en el presente estudio, realizado en la
primera poblacién nacional proveniente de una poli-
clinica de hipocoagulacién, se confirma una mayor
sensibilidad a la warfarina de los portadores de alelos
variantes *2 y *3 de CYP2C9y de la variante E4 de la
ApoE, lo que puede tener importancia en la individua-
lizacién de la dosis y los riesgos durante el tratamiento
con este farmaco. La determinacion del genotipo del
paciente deberia tomarse en cuenta en: situaciones de
alto riesgo presumible, para explicar fisiopatolégica-
mente eventos adversos durante la anticoagulacién y
en pacientes jovenes sometidos a procedimientos de
cirugia cardiaca, que se enfrentan potencialmente a
varios afnos de anticoagulacién. Se continuara este
primer estudio para la evaluacién ulterior del compo-

nente genémico de riesgo en la anticoagulacion.
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SUMMARY

Introduction: warfarin is the most frequently used
oral anticoagulant in Uruguay and worldwide. Poly-
morphic variants in various genes modulate indivi-
dual response to this drug, especially CYP2C9. We
studied the influence of these genetic variants on inte-
rindividual variability in response to warfarin and the
risk of adverse reactions in an uruguayan population.
Materials and methods: the study involved 55 pa-
tients undergoing chronic oral anticoagulant treat-
ment with warfarin. Data on daily maintenance dose,
pharmacokinetic response and adverse reactions was
collected. CYP2C9 *1, *2 and *3, and Apoe E2, E3 and
E4, genotype was determined by standard procedu-
res.

Results: carriers of CYP2C9 *3 allele required the
lesser manteinance dose, followed by *2 allele carriers
and then *1 homocygotes (p=0.049). CYP2C9 *3 alle-
le carriers had more episodes of above de range Inter-
national Normalized Ratio and required more dose
adjustments to achieve a proper anticoagulation; ad-
verse events were more frequent in patients with
CYP2C9 *1/#3, regarding bleeding events as wells as
overanticoagulation. Presence of ApoE E4 allele is as-
sociated with a moderately elevated sensibility to
warfarin.

Conclusions: this study is the first carried out on
this subjet in an uruguayan population and confirms
an increased sensibility to warfarin and risk of adver-
se effects in carriers of CYP2C9 *3 allele and in ca-
rriers of ApoE E4 variant, wich could be useful in
warfarin dose and risk individualization during
treatment with this drug. Genotypic data should be
considered when establishing the best individual
dose for individuals at high risk of bleeding, in those
who suffered an adverse effect with this drug for
physiopathlogic diagnosis and in young patients who
underwent cardiac surgery who would potentially
face a long term anticoagulant therapy. We will con-

tinue evaluating genomic components of risk during

anticoagulation
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INTRODUCCION

La warfarina es el anticoagulante oral mas usa-
do en nuestro pais y uno de los méas usados a ni-
vel mundial. Esta ampliamente demostrada su
efectividad en la prevencion del accidente cere-
brovascular en los pacientes con fibrilacién au-
ricular ©. Debido a su rango terapéutico estre-
cho, a su uso en pacientes ancianos y con dafio
en el arbol vascular, se asocia con un riesgo sig-
nificativo de sangrado y requiere un monitoreo
frecuente del tratamiento. Por otra parte, las
dosis de mantenimiento y la respuesta a este
farmaco, en relacion al efecto anticoagulante y
la necesidad de ajustes, es muy variable entre
los pacientes @. Parte de esta variabilidad inte-
rindividual es debida a caracteristicas genéti-
cas de los pacientes . Actualmente, en la “era
gendmica” de la medicina 4), se comienzan a co-
nocer algunos de los genes que determinan esta
variabilidad y que pueden influir en las conduc-
tas terapéuticas ®.

El principal de estos genes, vinculado fun-
damentalmente a una mayor sensibilidad a la
warfarina, es CYP2C9 (10q24.2) ©). Este gen
codifica una hidroxilasa dependiente del cito-
cromo P-450, principal metabolizador de la
warfarina . Se han reportado diversas va-
riantes alélicas (polimorfismos) de este gen,
dos de los cuales son funcionalmente relevan-
tes: los alelos CYP2C9*2 (Argl144Cys) y
CYP2C9*3 (Ile359Leu) (figura 1A). Dichas va-
riantes tienen un metabolismo deficiente de la
hidroxilacién de la S-warfarina in vitro. Se ha
estimado que la variante *3 tiene una eficien-
ciade 5% y la *2 de 12% respecto del alelo nor-
mal en relacién al metabolismo de la warfarina
®. En los portadores del alelo *3 el clearance
de warfarina esta entre un 40% y un 75% del
de los homocigotos *1/*1 ¥, Asimismo, varios
estudios han analizado la asociacién de estos
alelos con diversos fenotipos vinculados al tra-
tamiento anticoagulante con warfarina (10-12),
De estos estudios se destaca que existe una
fuerte asociacién entre los alelos variantes de
CYP2C9 y el requerimiento de dosis menores
de warfarina (es decir, se trataria de alelos que
aumentan la sensibilidad a la warfarina deter-
minando un fenotipo “metabolizador lento”) y
el riesgo de complicaciones hemorragicas 19,

Se ha planteado que el polimorfismo de
apolipoproteina E (ApoE) (19q13.2) modifique
los requerimientos de anticoagulantes cuma-
rinicos 1. La ApoE juega un rol fundamental
en el metabolismo de los lipidos plasmaéticos,
que funciona como ligando de receptores de
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particulas lipoproteicas, y posiblemente afecte
los niveles plasmaticos y la captacién hepatica
de vitamina K. Dos polimorfismos simples en
el gene ApoE dan lugar a tres isoformas protei-
cas denominadas e2, e3y e4 (figura 1B), exten-
samente estudiadas en relacién con la patolo-
gia cardiovascular aterosclerética y sus efectos
sobre la concentracién de lipidos plasmaticos
(15, Los primeros estudios que analizan especi-
ficamente la respuesta a la warfarina en fun-
cién del genotipo de ApoE, sugieren esta in-
fluencia, si bien no dan resultados concluyen-
tes (16,17)‘

Dadas las diferencias en las frecuencias de di-
versos alelos en diferentes poblaciones, el efecto
de genotipos especificos sobre la respuesta a far-
macos puede ser también variable de poblacién a
poblacién; por este motivo, las asociaciones far-
macogenéticas deben ser validadas para cada
grupo étnico o poblacién humana particular 19,
Si bien hay abundante bibliografia sobre el efec-
to de las variantes de CYP2C9 en poblaciones
europeas y norteamericanas, no hay datos sobre
las mismas en Latinoamérica. En relaciéon con
los polimorfismos de ApoE, recién se estan em-
pezando a publicar trabajos en relacion con su
influencia sobre el tratamiento con warfarina y
de obtenerse resultados consistentes seria otro
de los factores genéticos a tener en cuenta a la
hora de individualizar el tratamiento. Por lo
tanto, en este trabajo nos planteamos como obje-
tivo evaluar la influencia en una poblacién de
pacientes uruguayos del genotipo de CYP2C9 y
de ApoE en la variabilidad interindividual en la
respuesta ala warfarina y el riesgo de efectos ad-
versos durante el tratamiento con este farmaco.

MATERIAL Y METODO

PACIENTES

Se incluyeron pacientes en régimen de anticoa-
gulacién croénica controlados en la Policlinica
de Anticoagulacién del Servicio de Cardiologia
del Hospital de Clinicas, entre setiembre de
2004 y junio de 2005. Luego de la consulta de
control habitual y habiendo obtenido su con-
sentimiento, se realiz6 una entrevista en la que
se recabd la informacién previamente estipula-
da. Se obtuvieron datos sobre el seguimiento de
cada paciente que se tenia en la ficha estandari-
zada de la policlinica. La realizacién de este es-
tudio no alteré la practica habitual y la aplica-
cién de los protocolos establecidos para control
de la anticoagulacion en estos pacientes. En ca-
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sos en que la historia del paciente o la historia
familiar era sugestiva de un componente gené-
tico en la enfermedad cardiovascular, se inclu-
y6 ala familia en los programas preventivos de-
sarrollados por la Policlinica de Genética Car-
diovascular.

Se consideraron las variables: sexo, edad, in-
dicacion de anticoagulacion y tabaquismo. Se
tomo la dosis diaria de mantenimiento de war-
farina indicada y se consider6 como una dosis
alta 8 mg/dia. Ello surge de la media mas un
desvio estandar de la mejor estimacion que te-
nemos de la dosis que se administra en nuestra
policlinica 19, Se consideraron variables clini-
cas indicadoras de la respuesta farmacocinéti-
ca: valores minimo y méximo de la tasa interna-
cional normalizada (INR), cantidad de ajustes
de dosis necesarios, cantidad de INR por enci-
ma y por debajo del rango objetivo. Estos se
analizaron en relacién con la cantidad de con-
troles realizados. Creemos que estas tres varia-
bles definidas son mas significativas de la difi-
cultad en el manejo que normalizando las mis-
mas al tiempo de seguimiento o a la asiduidad
de consulta, o ambas, particularmente en el
medio en que se realizé el estudio. Se registra-
ron los eventos adversos y la ocurrencia de inte-
racciones farmacolégicas con consecuencias cli-
nicas (sangrado o aumento del INR al introdu-
cir otra medicacion). Se definié como evento ad-
verso el aumento de INR por encima de 5 (so-
breanticoagulacién) y la ocurrencia de sangra-
dos de cualquier entidad. Se consideraron san-
grados mayores a los fatales, intracraneanos,
oculares y que requirieron transfusion o inter-
nacién. La indicacién de anticoagulacion se cla-
sific6 en: 1) prétesis valvular, aunque tuviera
otra indicacién; 2) fibrilacién auricular, aun-
que hubiera sufrido un evento tromboembdli-
co; 3) trombosis venosa profunda o tromboem-
bolismo pulmonar, o ambos; 4) sindromes pro-
trombdéticos, y 5) otros, que incluye accidente
cerebrovascular.

Los resultados de los diagnésticos molecu-
lares fueron comunicados a los pacientes y los
médicos tratantes en una consulta de asesora-
miento genético y mediante un informe escri-
to, luego de finalizado el estudio.

DIAGNOSTICOS MOLECULARES

A partir de una muestra de sangre periférica
(83 ml) se extrajo acido desoxirribonucleico
(ADN) del paciente mediante el uso de un kit
de purificacién de ADN genémico (Fermen-
tas, Lituania) de acuerdo con el protocolo
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FIGURA 1. A) Esquema que representa la estructura y las variantes alélicas estudiadas del gene CYP2C9. Las barras verti-
cales representan los nueve exones del gene. Las flechas indican las variantes alélicas estudiadas en los exones 3 (¥2) y 7
(*3). B) Esquema que representa la estructuray las variantes alélicas estudiadas del gene ApoE. Las barras verticales re-
presentan los cuatro exones del gene. Las flechas indican las variantes alélicas estudiadas en el ex6n 4. Debajo se repre-
sentan las tres isoformas proteicas de ApoE (E3, E2 y E4) resultantes de estos polimorfismos.

pb: pares de base; Kb: kilobases; AA: aminoacidos.

del fabricante. El genotipo de los pacientes
para las variantes *1, *2 y *3 del gene
CYP2C9; y E2, E3 y E4 del gene de la apoli-
poproteina E fue realizado utilizando kits
diagnésticos comerciales (ATGen Sistemas
Moleculares, Celsius, Uruguay). Brevemen-
te, el método utiliza la amplificacién por
polymerase chain reaction (PCR) de seg-
mentos de ADN del gene y la deteccién de la
presencia/ausencia de la variante alélica en
estudio por digesti6on con una enzima de res-
tricciéon especifica y posterior determina-
cion electroforética de la longitud de los
fragmentos generados (figura 2).

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis se realiz6 utilizando el paquete es-
tadistico SPSS (SPSS para Windows version
10.0.1). Las variables continuas se expresa-
ron en media + 1 DSy seinformo la cota supe-
rior e inferior cuando se entendi6 convenien-
te. Para la comparacion de las edades se us6
ANOVA de una via. Se asumié6 que el resto de
las variables continuas no tenian una distri-
bucién normaly, por lo tanto, se utilizaron los
tests de Mann-Whiney y Kruskal Wallis. Las
variables nominales se describen mediante
frecuencia absoluta y relativa en porcentaje.
Para su comparacion se utilizé el test de chi
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FIGURA 2. A) Visualizacién de los polimorfismos C430T (*2) y A1075C (*3) de CYP2C9 en gel de acrilamida al 6% tefiido con
nitrato de plata. Al: CYP2C9*2: Carril 1: marcador de peso molecular (provisto en el kit): banda de amplificacién (278
pb) y los dos posibles productos de digestién [223 pb para el alelo C (*1); 262 pb para el alelo T (*2)]. Carril 2: individuo he-
terocigota CT (*1/*2). Carril 3: individuo homocigota CC (*1/*1). A2: CYP2C9*3: Carril 1: marcador de peso molecular
(provisto en el kit): banda de amplificacién (170 pb) y los dos posibles productos de digestion [134pb alelo A (*1); 156 pb
alelo C (*3)]. Carril 2: individuo homocigota AA (*1/*1). Carril 3: individuo heterocigota AC (*1/*3).

B) Gel de acrilamida (6%) tenido con nitrato de plata que muestra las variantes de ApoE analizadas. Carril 1: individuo
heterocigota E3/E2 Carril 2: marcador de peso molecular (provisto en el kit): banda de amplificacién (288 pb) y los posi-
bles productos de digestion: 195 pb para el alelo E4; 168 pb para el alelo E2 y 145 pb para el alelo E3. Carril 3: individuo
heterocigota E3/E4. Carril 4: individuo homocigota E3/E3.

pb: pares de base; A: Adenina; C: Citosina; T: Timina.

cuadrado o test exacto de Fisher cuando co-
rrespondia. Se consider6 significativo un va-
lor p de dos colas menor o igual a 0,05.

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

RESULTADOS

En el periodo mencionado se refirieron 55 pa-
cientes y fueron todos incluidos y analizados.
Las caracteristicas de los mismos se presentan
en la tabla 1. La mayoria fueron mujeres, la
edad media 59 anos y 71% estaban anticoagu-
lados por tener una proétesis valvular o tener fi-
brilacién auricular, o ambas. La dosis de man-
tenimiento diaria oscilé entre 1,7 mg/dia (11
mg/semanales) y 16,4 mg/dia (115 mg/semana-
les) con una media de 6,0 mg/dia.

Se identificaron 28 (51%) individuos porta-
dores del genotipo *1/*1, 15 (27%) del genotipo
*1/*2y 12 (22) del genotipo *1/*3. No se encon-
traron individuos homocigotos o heterocigotos
compuestos para los alelos variantes estudia-
dos. Hubo 15 (27%) individuos portadores del
alelo E4 de la ApoE.
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CYP2C9

En latabla 2 se muestran las caracteristicas de
los pacientes separados de acuerdo al genotipo
de CYP2C9. No hubo diferencias significativas
en cuanto edad, sexo, tabaquismo e indicacién
de la anticoagulacién. Hubo una mayor fre-
cuencia de portadores del genotipo ApoE E4+
entre los individuos de genotipo CYP2C9 *1/*1
respecto del resto, si bien la diferencia tampo-
co fue estadisticamente significativa (36% ver-
sus 20% y 17%).

En relacion con la respuesta farmacocinética
y el riesgo de efectos adversos (tabla 3), los por-
tadores de la variante *3 son los que requirieron
dosis diarias de mantenimiento menores, segui-
dos por los portadores del alelo *2 y luego los ho-
mocigotos *1 (p=0,049). Ningln paciente de los
portadores del alelo *3 y solo dos (13%) de los *2
tenia indicada una dosis de warfarina alta (= 8
mg/dia) (p=0,015). Los portadores de esta va-
riante tuvieron también una mayor frecuencia
de INR por encima del rango deseado y requirie-
ron mas ajustes de dosis para lograr una adecua-
da anticoagulacién, aunque estas diferencias no
alcanzaron significacion estadistica.

Los eventos adversos fueron més frecuen-
tes en los pacientes de genotipo *1/*3, tanto en
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TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES
PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO
Pacientes incluidos 55
Sexo femenino n (%) 31 (56)
Edad (afios, M+DS) 59 + 16
Fumadores n (%) 8 (15)
Genotipo CYP2C9 n (%)
*1/*%1 28 (51)
*1/%2 15 (27)
*1/*3 12 (22)
Presencia de ApoE E4 n (%) 15 (27)
INR objetivo n (%)
Entre 2y 3 30 (55)
Mayor 3 25 (45)
Indicacién: n (%)
Proétesis valvular 22 (40)
Fibrilacién auricular 17 (31)
TEP y/o TVP 8 (15)
Sindrome protrombético 3(5)
Otras 5(9)
Dosis diaria de warfarina (mg/d, M=DS) 6,0 + 3,2
INR méaximo M+DS 4,0+ 1,3
INR minimo M*+DS 1,7+ 0,6
INR realizados M+DS 13+7
INR altos / INR realizados n/n, M=DS 0,20 = 0,17
INR bajos / INR realizados n/n, M=DS 0,31 + 0,25
Ajustes de dosis / INR realizados n/n, 0,30 = 0,26
M=DS
Superaron INR de 5 n (%) 31 (56)
Sangrados n (%) 30 (55)
Sangraron y/o superaron INR de 5 n (%) 31 (56)
Sangrados mayores n (%) 2 (4)
Interaccion con otro farmaco n (%) 10 (18)

relaciéon al riesgo de sangrado como de so-
breanticoagulacién (p=NS). Ningin paciente
de genotipo *1/*1 presenté un sangrado ma-
yor. Los portadores del alelo *2 no presentaron
un riesgo aumentado de sangrado.

APOE

Para analizar el efectos de las variantes de ApoE
se dividi6 a los pacientes en funcién de si eran
portadores o no del alelo E4. En este analisis se
evidencia que: no hay diferencias significativas
en las caracteristicas basales de los grupos asi
conformados (tabla 2); y que la presencia del ale-
lo E4 de la ApoE se asocia levemente a una ma-
yor sensibilidad a la warfarina (tabla 4). Si bien
los pacientes portadores de este alelo requirie-
ron dosis diarias de warfarina similares a los no
portadores (6,1+3,2 versus 6,0+ 3,2 mg, p=NS),
y no hubo diferencias significativas en la tasa de
eventos adversos, mas pacientes portadores del
alelo E4 superaron un INR de 5 (33% versus
10%, p=0,037) y el INR méximo alcanzado por
ellos fue mayor (4,4+1,7 versus 3,9+1,1) aun-
que la diferencia en este caso no fue significati-
va. Ademas, més pacientes de este grupo sufrie-
ron una interaccion farmacolégica clinicamente
significativa (33% versus 13%, p=NS).

PRESENCIA DE ALELOS DE RIESGO

Se analizaron los resultados de la anticoagula-
cién en todos los pacientes clasificados en tres
grupos; los que no tenian variantes genéticas
consideradas sensibilizadoras frente a los efec-
tos de la warfarina en ninguno de los dos genes
analizados, los que tenian en uno y los que te-
nian en ambos (tabla 5). Las dosis de manteni-
miento de warfarina fueron 7,2+3,8 mg,
5,6+2,6 mgy 4,9+3,1 mg, respectivamente, y
a pesar de ello el INR méximo alcanzado fue
creciente entre estos tres grupos (p=NS); 33%
de los que no tenian una variante sensibiliza-
dora recibian dosis altas (versus 20% de los
otros dos grupos, p=NS). Los que no tenian
ninguna variante no presentaron nunca INR
por encima de 5 (versus 23% en los que tenian
en uno de los genes y 40% en los que tenian en
ambos, p=0,043), no presentaron sangrados
mayores, muy pocas veces tuvieron interaccio-
nes con otros farmacos y requirieron menor
numero de ajustes de dosis.

COMBINACION DE GENOTIPOS

Entre los individuos *1/*1 para CYP2C9
(n=28), los portadores del alelo E4 de ApoE
(n=10) reciben una dosis de mantenimiento
de warfarina algo menor que los individuos
que no portan este alelo (6,7+3,3 versus
7,2+3,9 mg, p= NS). Esta diferencia no se ob-
serva entre los portadores de alelos variantes
de CYP2C9: ya que, entre los que tienen algu-
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TABLA 2. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO CLASIFICADOS EN FUNCION DEL GENOTIPO
PARA CYP2C9'Y APQE.
*1 /%1 *1 /%2 *1 /%3 »

Pacientes n 28 (51) 15 (27) 12 (22)
Sexo femenino n (%) 17 (61) 6 (40) 8(67) NS
Edad (afos, M=DS) 63 = 14 556 + 16 53 =19 NS
Fumadores n (%) 3(11) 2 (13) 3(25) NS
Presencia de ApoE E4 n (%) 10 (36) 3 (20) 217 NS
INR objetivo n (%) NS

Entre 2y 3 18 (64) 6 (40) 6 (50)

Mayor 3 10 (36) 9 (60) 6 (50)
Indicacién: n (%) NS

Prétesis valvular 11 (39) 9 (60) 2(17)

Fibrilacién auricular 10 (36) 3 (20) 3(33)

TEP y/o TVP 4 (14) 2 (13) 2(17)

Sindrome protrombético 0 0 3(25)

Otras 371D 1(7) 1(8)

E4(+) E4() »

Pacientes n 15 (27) 40 (72)
Sexo femenino n (%) 8 (53) 23 (58) NS
Edad (afios, M=DS) 58 =19 59 = 15 NS
Fumadores n (%) 2 (13) 6 (15) NS
INR objetivo n (%) NS
Entre 2y 3 9 (60) 21 (563)
Mayor 3 6 (40) 19 (47)
Indicacién: n (%) NS
Proétesis valvular 6 (40) 16 (40)
Fibrilacién auricular 5(33) 12 (30)
TEP y/o TVP 1(7D 7(18)
Sindrome protrombético 0 3 (7N
Otras 3 (20) 2 (5)
na de las variantes de CYP2C9 (n=27) los por-  DISCUSION

tadores del alelo E4 (n=5) de ApoE reciben do-
sis similares a los que no (4,9*= 3,1 versus
5,0+2,1 mg). Los dos individuos que portan los
genotipos *1/*3 de CYP2C9 y E4+ de ApoE
son los que requieren las dosis més bajas de
warfarina (2,5 mg/dia); ambos han presentado
INR por encima de 5 y sangrados.

110

En el presente estudio, realizado en la primera
poblacién nacional proveniente de una policli-
nica de hipocoagulacion, se confirma una ma-
yor sensibilidad a la warfarina de los portado-
res de alelos variantes de CYP2C9 y de la va-
riante E4 de la ApoE, lo que puede tener im-
portancia en la individualizacién de la dosis y
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TABLA 3. RESPUESTA A LA WARFARINA Y EFECTOS ADVERSOS EN FUNCION DEL GENOTIPO PARA CYP2C9.

*1/*1 *1/*2 *1/%3 P
Pacientes n (%) 28 (51) 15 (27) 12 (22)
Dosis diaria de warfarina (mg/d, M+DS) 7,0 £ 3,6 54 +23 44 +1,0 0,049
Dosis < 7mg/d n (%) 15 (54) 9 (60) 11 (92) 0,068
Dosis < 8 mg/d n (%) 17 (61) 13 (87) 12 (100) 0,015
INR méaximo M+DS 3,8+1,3 42+12 42+14 NS
INR minimo M=DS 1,7+ 0,7 1,7+ 0,5 1,7+ 0,6 NS
INR realizados M+DS 137 137 12+ 8 NS
INR altos / INR realizados n/n, M+DS 0,16 = 0,14 0,22 + 0,16 0,26 + 0,23 NS
INR bajos / INR realizados n/n, M=DS 0,32 = 0,25 0,29 + 0,23 0,29 + 0,28 NS
Ajustes de dosis / INR 0,26 = 0,23 0,26 = 0,17 0,44 = 0,36 NS
realizados n/n, M*=DS
Superaron INR de 5 n (%) 3(11) 2(13) 4 (33) NS
Sangrados n (%) 15 (54) 7 (47) 8 (67) NS
Sangraron y/o superaron INR de 5 n (%) 16 (57) 8 (53) 8 (67) NS
Sangrados mayores n (%) 0 1(7) 1(8 NS
Interaccién con otro fairmaco n (%) 5 (18) 3 (20) 2 (17) NS

de los riesgos durante el tratamiento con este
farmaco. Si bien son pocas las variables estu-
diadas en las que se han alcanzado diferencias
significativas, las tendencias son siempre
coherentes. Considerando el caracter multi-
factorial de las variables en estudio, pudiera
ocurrir que el efecto genético que se busca evi-
denciar sea de una magnitud que no puede ser
bien apreciada con nuestra muestra. Ademas,
como se observa en la tabla 2, hay una mayor
frecuencia de portadores del alelo E4 de ApoE
entre los individuos de genotipo *1/*1 para
CYP2C9, lo que probablemente sea debido al
azar ya que ambos genes segregan indepen-
dientemente, por lo que los genotipos de ApoE
se deberian distribuir homogénemente entre
los genotipos de CYP2C9. Esta asimetria segu-
ramente estd produciendo una atenuacién de
los efectos observados en este trabajo, ya que
estos dos genotipos tienen efectos contrarios
sobre la respuesta a la warfarina.

Las diferencias encontradas entre los pa-
cientes portadores de los tres genotipos de
CYP2C9 més frecuentes en la poblacién son
concordantes con lo reportado en la bibliogra-
fia y con la fisiopatologia molecular de estas
variantes. El producto del alelo *2 tiene una
menor interaccion con el cofactor citocromo

P450 oxidoreductasa, lo que reduce la activi-
dad maxima de la enzima 29, mientras que el
producto del alelo *3 tiene una menor afinidad
por la warfarina debido a que la sustituciéon
Ile359Leu afecta al sitio de unién al sustrato
21 Esta variante tiene una eficiencia en la me-
tabolizacion de la warfarina 95% menor que la
del alelo normal, por lo que en general estos
pacientes requieren dosis significativamente
menores de warfarina para alcanzar los valo-
res de INR deseados. Por otra parte, la varian-
te *2 mantiene cierta actividad residual, por lo
que es de esperar que en estado heterocigota
reduzca levemente la dosis de warfarina re-
querida y no aumente significativamente los
riesgos de sangrado.

Son menos conocidos los efectos de los poli-
morfismos de ApoE sobre la respuesta a la
warfarina (141617, En este estudio se muestra
una tendencia a un mayor nimero de compli-
caciones (INR altos e interacciones farmacolé-
gicas) en los portadores del alelo E4. La vita-
mina K es transportada por quilomicrones y
captada por el higado a través de receptores de
ApoE @2, Asimismo, se ha demostrado que es-
te polimorfismo tiene influencia sobre fenoti-
pos patoldgicos, como la osteoporosis, a partir
de sus efectos sobre los lipidos plasmaticos y el
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TABLA 4. RESPUESTA A LA WARFARINA Y EFECTOS ADVERSOS EN FUNCION DEL GENOTIPO PARA APOE.

E4(+) E4() P
Pacientes n (%) 15 (27) 40 (72)
Dosis diaria de warfarina (mg/d, M+DS) 6,1 + 3,2 6,0 = 3,2 NS
Dosis < 7mg/d n (%) 8 (53) 27 (68) NS
Dosis < 8 mg/d n (%) 9 (60) 33 (83) 0,08
INR méaximo M+DS 44+ 17 39+11 NS
INR minimo M=DS 1,7+ 0,5 1,7+ 0,7 NS
INR realizados M=DS 12+ 6 137 NS
INR altos/INR realizados n/n, M=DS 0,20 + 0,14 0,20 + 0,19 NS
INR bajos/INR realizados n/n, M+DS 0,26 + 0,19 0,33 = 0,27 NS
Ajustes de dosis/INR realizados n/n, M+DS 0,29 + 0,16 0,30 + 0,29 NS
Superaron INR de 5 n (%) 5(33) 4 (10) 0,037
Sangrados n (%) 8 (53) 22 (55) NS
Sangraron y/o superaron INR de 5 n (%) 9 (60) 23 (58) NS
Sangrados mayores n (%) 2 (5) NS
Interacciéon con otro farmaco n (%) 5(33) 3(13) 0,086

transporte de vitamina K @%, por lo que este
podria ser un mecanismo que explique estos
hallazgos.

El conocimiento del genotipo de CYP2C9
permite una mejor valoracion clinica tanto en
situaciones posteriores al inicio del tratamien-
to como anteriores cuando se consideren ries-
gos por antecedentes personales o familiares,
o por la extension del tratamiento. Las indica-
ciones deben estar centradas en la prevencién
de accidentes hemorragicos. Se puede plan-
tear el uso de dosis menores de inicio de warfa-
rina (1-1,5 mg versus 5 mg), particularmente
en pacientes de alto riesgo, o portadores cono-
cidos o posibles de alelos variantes ?425, La
monitorizacién mas estrecha del INR, sobre
todo durante el establecimiento de la anticoa-
gulacién, en portadores de estas variantes
puede resultar en la prevencién de las compli-
caciones. El conocimiento del genotipo meta-
bolizador de la warfarina deberia tenerse en
cuenta en situaciones como: enfermedad in-
tercurrente, cambios de medicacién o aumen-
tos de dosis y cuando se administran farmacos
que son metabolizados competitivamente por
el sistema del citocromo P-450 @26), Asimismo,

en estos pacientes se deben evitar farmacos in-
hibidores de CYP2C9 como el gemfibrozil y las
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dihidropiridinas, u otros que modifiquen el
INR como la amiodarona y ciertos antibiéticos
27, La identificacién de pacientes con altera-
ciones severas en el metabolismo de la warfari-
na los haria candidatos para otro tipo de tera-
pias anticoagulantes como otros derivados de
la cumarina cuyo metabolismo es menos in-
fluenciado por CYP2C9: fenoprocumona,
fluindiona o acenocumarol, o los nuevos inhi-
bidores de la trombina orales.

Una de las limitantes para una mas potente
evaluacion de las correlaciones genotipo-
fenotipo en este estudio reside en el relativa-
mente pequenio nimero de pacientes incluido,
teniendo en cuenta las miltiples interacciones
posibles y el efecto buscado, lo que hace que la
mayoria de las diferencias entre los pacientes
con distinto genotipo no alcancen significacién
estadistica en esta muestra poblacional. Sin em-
bargo, como se esperaba del disenio con las limi-
taciones expuestas, los hallazgos coinciden con
lo reportado en la bibliografia internacional en
estudios con un mayor nimero de pacientes y
las tendencias encontradas son plenamente
coincidentes para los fenotipos analizados, un
claro indicador de la concordancia de nuestra
poblacién con otras analizadas. La frecuencia
(49%) de portadores de alelos variantes encon-



) FARMAGOGENEITICA DEL TRATAMIENTO CON WARFARINA
DRES. VICTOR RAGGIO, PATRICIA ESPERON, MARIANA LORENZQ Y COLABORADORES

TABLA 5. CARACTERISTICAS, RESPUESTA A LA WARFARINA Y EFECTOS ADVERSOS EN LOS PACIENTES PORTADORES DE NINGUNA,
UNA 0 DOS VARIANTES ALELICAS CONSIDERADAS SENSIBILIZADORAS FRENTE A LA WARFARINA EN LOS DOS GENES ESTUDIADOS.
Presencia de alelo(s) considerado(s) sensibilizador(es)
Dos Uno Ninguno P

Pacientes n (%) 5(9) 32 (58) 18 (33) NS
Sexo femenino n (%) 2 (40) 18 (56) 11 (61D NS
Edad (afios, M=DS) 46 = 21 59 = 16 62 + 14 NS
Fumadores n (%) 1(20) 5(16) 2 (1D NS
INR objetivo n (%) NS

Entre 2y 3 2 (40) 17 (53) 11 (61)

Mayor 3 3 (60) 15 (47) 7(39)
Indicacién: n (%) NS

Proétesis valvular 3 (60) 11 (34) 4 (44)

Fibrilacién auricular 1(20) 10 (81) 6 (33)

TEP y/o TVP 0 5(16) 3@17)

Sindrome protromboético 0 309 0

Otras 1(20) 39 1(6)
Dosis diaria de warfarina (mg/d, M+DS) 4,9 + 3,1 5,5+ 26 72+ 3,8 NS
Dosis < 7mg/d n (%) 3 (60) 22 (69) 11 (56) NS
Dosis < 8 mg/d n (%) 4 (80) 26 (81) 12 (67) NS
Dosis > 8 mg/d n (%) 1(20) 6 (19) 6 (33) NS
INR maximo M+=DS 45=*+14 43+14 3,6 0,7 NS
INR minimo M+DS 1,9+05 1,7+05 1,8 +0,8 NS
INR realizados M+DS 155 12+ 7 147 NS
INR altos / INR realizados n/n, M+DS 0,20 = 0,12 0,23 = 0,19 0,14 = 0,14 NS
INR bajos / INR realizados n/n, M+DS 0,24 + 0,22 0,29 + ,024 0,35 = 0,25 NS
Ajustes de dosis / INR realizados n/n, M+DS 0,31 +£ 0,13 0,33 = 0,27 0,24 + 0,25 NS
Superaron INR de 5 n (%) 2 (40) 7(23) 0 0,043
Sangrados n (%) 4 (80) 15 (47) 11 (61) NS
Sangraron y/o superaron INR de 5 n (%) 4 (80) 17 (53) 11 (61) NS
Sangrados mayores n (%) 0 2 (6) 0 NS
Interaccién con otro farmaco n (%) 2 (40) 6 (11) 2 (4) NS

trada en la poblacién estudiada es mayor que la
esperada. Segin los datos de poblaciones ex-
tranjeras @ y de estudios previos en la pobla-
ci6én uruguaya 29 los portadores de alelos va-
riantes de CYP2C9 rondarian 30%-35%. Las dos
explicaciones posibles para este hecho son: que
se trate de un desvio al azar o a un efecto de se-
leccién involuntario por parte de los investiga-

dores o los pacientes, o ambos, que resultara en
que aquellos pacientes con un curso mas compli-
cado de su anticoagulacion fueran incluidos pre-
ferencialmente en el estudio. Esto se afirma,
ademas, si atendemos a que la frecuencia de san-
grados (55%) es mayor que la observada en otro
estudio reciente de la misma policlinica 19. Aun-
que la prevalencia de estas variantes esta sobre-
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valorada en esta poblacién, la frecuencia obteni-
da de 49% es un indicador importante de la pre-
valencia en los pacientes con las complicaciones
mencionadas en la poblacién hipocoagulada.

La sensibilidad a la warfarina es un rasgo
multifactorial, que depende de factores no gené-
micos como la edad, el indice de masa corporal,
la disponibilidad de vitamina K, la nutricién y el
uso concomitante de otros farmacos. Asimismo,
otros genes han sido involucrados: tanto varian-
tes infrecuentes de CYP2C9 (no analizadas en
este trabajo) 49, como polimorfismos en los ge-
nes del factor IX 81, de CYP2C19 y de CYP2A6
32, Los polimorfismos del gene de la vitamina K
epoxido reductasa (VKORC1) también afectan
la respuesta a la warfarina ¢® | aparentemente
con un peso tan importante como el de CYP2C9
39 Mutaciones en este gene, ademds, se han
asociado con resistencia a la warfarina 5. Nos
proponemos incluir en el futuro alguno de estos
genes, especialmente VKORC]1, para continuar
con nuestra estrategia de enfoque del compo-
nente genémico de riesgo en la anticoagulacién.

No se han realizado trabajos retrospectivos
que analicen el efecto de estas variantes gené-
ticas sobre los riesgos teratogénicos de la war-
farina administrada accidental o erréneamen-
te durante el embarazo.

CONCLUSIONES

Hemos puesto en practica el estudio de varian-
tes para dos genes relacionado con la sensibili-
dad ala anticoagulacién con warfarina, en una
poblacién de pacientes de nuestro medio y ob-
tenido resultados que son de utilidad para el
manejo clinico de los mismos. Los pacientes
portadores del alelo *3 de CYP2C9 son los que
requieren dosis diarias de mantenimiento de
warfarina menores, requieren mas modifica-
ciones de dosis para mantener el INR en el
rango deseado y tienen mayor riesgo de san-
grado y sobreanticoagulacién durante la anti-
coagulacién oral. Los portadores del alelo E4
de la ApoE tienen también una tendencia ma-
yor a complicaciones durante la anticoagula-
cion oral pero el efecto de esta variante es mas
leve. Ademas, detectamos una posible interac-
cién no descripta entre CYP2C9 y ApoE sobre
la respuesta a la warfarina que ameritaria un
mayor estudio.

La deteccion de los pacientes sensibles a la
warfarina por su genotipo permite prever
eventos futuros y un manejo individualizado
de la indicacién y el control de la anticoagula-
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cién. En casos como el de la warfarina, donde
las dosis individuales se deben ajustar de
acuerdo a la respuesta clinica, se observa una
buena correlacién con las dosis empiricas de-
terminadas para cada genotipo @9, por lo que
en algunas situaciones se puede usar el conoci-
miento del genotipo del paciente como guia du-
rante el inicio de la anticoagulacién. Se ha de-
mostrado que es particularmente importante
el efecto de estas variantes en el momentodela
induccién de la anticoagulacién. Estudios re-
cientes que analizaron prospectivamente el
impacto de las variantes *2 y *3 de CYP2C9,
muestran que el riesgo de tener al menos un
INR por encima del rango se multiplicaba por
entre tres y seis veces en la primera semana de
tratamiento. Este impacto de las variantes ge-
néticas no se observaba a la tercera semana de
tratamiento, presumiblemente como resulta-
do de una exitosa individualizacién de la dosis
87, Hemos reportado previamente el caso de
un paciente homocigoto *3/*3 en quien se de-
bi6 suspender en las primeras semanas el tra-
tamiento por un aumento disparado del INR y
sangrado, al recibir dosis estandar de warfari-
na ©8), Se han comenzado a realizar estudios
prospectivos para valorar la utilidad de “geno-
tipar” alos pacientes previo al inicio de la anti-
coagulacion oral, con resultados preliminares
que indican la factibilidad y eficacia de este en-
care cuando se puede sospechar un riesgo au-
mentado (39:40),

El conocimiento del genotipo de CYP2C9
permite una aproximacién cualitativa, y, con
la sumatoria de otros elementos, valora la difi-
cultad de manejo y el riesgo de eventos adver-
sos. Proponemos que la determinacion del ge-
notipo del paciente deberia tomarse en cuenta
en situaciones de alto riesgo presumible, para
explicar fisiopatolégicamente eventos adver-
sos durante la anticoagulacién y en pacientes
jovenes sometidos a procedimientos de cirugia
cardiaca, que se enfrentan potencialmente a
varios anos de anticoagulacion.
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