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Introduccién. La warfarina es un anticoagulante de dificil manejo por su estrecho margen terapéutico
y los numerosos factores que influyen en la respuesta.

Obijetivo. Determinar la contribucién de variables demograficas, clinicas y genéticas sobre las dosis
de mantenimiento de warfarina en pacientes colombianos.

Materiales y métodos. Se incluyeron 145 adultos de ambos sexos, en anticoagulacién estable
con International Normalized Ratio (INR) entre 2 y 3, al menos, durante dos meses, sin cambio en
las dosis de warfarina ni en el preparado comercial. Previa firma del consentimiento informado de
cada voluntario, se registr6 su edad, sexo, peso, talla, tabaquismo, enfermedades concomitantes,
medicacion simultanea, INR, dosis de warfarina, su indicacion y nombre comercial.

Cada paciente se tipificé para los genes CYP2C9, VKORC1, CYP4F2y PROC, y en 59 de ellos, se
cuantificaron las concentraciones séricas de warfarina. La genotipificacién y la cuantificacién sanguinea
se hicieron mediante minisecuenciacion y HPLC, respectivamente.

Resultados. Los factores de edad, medicacion simultdnea con inhibidores (amiodarona, sertralina,
fluoxetina) o inductores enzimaticos (fenitoina, carbamacepina), los alelos rs1799853 (*2) y rs1057910
(*3) del gen CYP2C9, asi como rs9923231 del gen VKORC1, se asociaron con las dosis de warfarina
requeridas para conseguir anticoagulacion con INR de 2 a 3.

Dichas variables se incluyeron en un modelo de regresion lineal multiple que permitiera predecir la
dosis semanal de warfarina, y se obtuvo un algoritmo que explica el 47,4% de la variabilidad en las
dosis.

Conclusion. La consideracién de las variables clinicas y las farmacogenéticas puede mejorar la
relacion entre seguridad y eficacia de la warfarina, aunque la adopcion de un algoritmo de dosificacion
farmacogenético requiere informacion obtenida con ensayos clinicos.

Palabras clave: warfarina/farmacologia, farmacogenética, anticoagulantes, coagulacién sanguinea,
polimorfismo genético, tiempo de protrombina, vitamina K.

Genetic and bioenvironmental factors associated with warfarin response in Colombian patients

Introduction. Warfarin is an anticoagulant that is difficult to administer because of its narrow therapeutic
margin and the numerous factors that influence patient response.

Objective. Demographic, clinical and genetic variables were characterized to establish the appropriate
maintenance dosages of warfarin.

Materials and methods. The Colombian patients consisted of 145 adults of both sexes. They were
in stable anticoagulation status with international normalized ratio between 2 and 3 for at least two
months, and without changes in the warfarin commercial preparation or in the dosage. After signing
the informed consent, the following data was recorded for each volunteer: age, gender, weight, height,
smoker status, co-morbidity, co-medication, International Normalized Ratio (INR), warfarin dose, and
commercial brand. Each patient was typed for genes CYP2C9, VKORC1, CYP4F2 and PROC; for 59
patients, the serum levels of warfarin were quantified. The genotyping and the blood quantification were
performed by mini-sequencing and HPLC methods, respectively.

Results. Age, co-medication with enzymatic inhibitors (amiodarone, sertraline, fluoxetine) or inducers
(phenytoin, carbamazepine), and the alleles rs1799853 (*2) and rs1057910 (*3) of the CYP2C9 gene,
as well as rs9923231 of the VKORC1 gene were associated with warfarin dose required to achieve
anticoagulation with INR of 2-3. These variables were included in a multiple linear regression model for
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predicting the optimum dose/week of warfarin. This resulted in an algorithm that explained 47.4% of the

variability in the dose responses.

Conclusion: Clinical and pharmacogenetic variables provided a basis for improving the safety and
effective dosage of warfarin; however, the use of a pharmacogenetic algorithm will require patient data

obtained during clinical trials.

Key words: warfarin/pharmacology,

La warfarina (4-hidroxicoumadina) es el anti-
coagulante oral mas prescrito para la prevencion
y el tratamiento de alteraciones tromboembdlicas
arteriales y venosas, pese a estar entre los
medicamentos asociados con alta incidencia de
efectos indeseables; su reaccion adversa mas
comun y peligrosa es el sangrado, que puede
llegar a ser fatal (1).

Al estrecho margen terapéutico del farmaco
se agregan la variabilidad entre individuos en
la respuesta y sus numerosas interacciones
farmacolodgicas, factores que se conjugan para
hacer de la warfarina un medicamento dificil de
manejar, sobre todo en ancianos en quienes su
empleo esta en expansién. Los reportes coinciden
en que un importante nimero de pacientes usuarios
de warfarina oscila entre el riesgo de sangrado y la
insuficiente anticoagulacién (2,3).

La warfarina inhibe la enzima epéxido reductasa de
la vitamina K (VKORC1), impidiendo la activacion
de los factores de la coagulacion I, VII, IX y X,
que dependen de la vitamina K reducida; su efecto
anticoagulante tarda 4 a 5 dias en instalarse,
mientras se agotan dichos factores (3).

Las personas tratadas con este agente se deben
controlar con el tiempo de protrombina, expresado
como el International Normalized Ratio (INR), el cual
mide la suma de la actividad de los mencionados
factores de coagulacién dependientes de la
vitamina K. Para la mayoria de las indicaciones
clinicas (fibrilacién auricular, accidente cerebro-
vascular recurrente, trombosis venosa profunda,
embolismo pulmonar, cardiomiopatia, enfermedad
coronaria), un INR entre 2 y 3 brinda la mejor
relacién entre riesgo y beneficio (3).

Las dosis requeridas para alcanzar un adecuado
estado de anticoagulacion con warfarina dependen
de variables como edad, sexo, indice de masa
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corporal (IMC), contenido alimentario de vitamina
K, enfermedades concomitantes y medicacion
simultanea con farmacos que inducen o inhiben la
ruta metabdlica del medicamento o que alteran la
coagulacion por otros mecanismos (4,5).

Con respecto a la eliminacion del farmaco,
administrado como mezclaracémica de R-warfarina
y S-warfarina, laisoenzima CYP2C9 es responsable
del metabolismo del enantiomero S- (principal
forma activa), mientras el isébmero R-warfarina,
menos activo, es degradado principalmente por
via de la CYP3A4 (3). Por lo tanto, los factores
que modulan la expresion y la actividad de estas
enzimas influyen en la depuracion hepética y en
las concentraciones séricas del farmaco.

Por consiguiente, los factores genéticos relacionados
con polimorfismos de los genes que tienen
que ver con la accién de la warfarina o con su
biotransformacién, también inciden en sus efectos
farmacolégicos; en efecto, algunas variantes
alélicas de los genes VKORC1y CYP2C9 se han
asociado claramente con las dosis anticoagulantes
de warfarina, aunque el papel de otros genes
(PROC, CYP4F2, GGCX, FVIl) también parece
importante en determinados grupos étnicos
(6-12).

En un esfuerzo por mejorar la seguridad y la
eficacia de la warfarina, se han buscado los factores
asociados con la variabilidad en las dosis entre
individuos y entre grupos raciales, y se han disefiado
algoritmos de dosificacion que incluyen variables
demograficas, clinicas y genéticas de diversas
poblaciones, incluido el mestizo colombiano (13).

Dichosprotocolostienenaceptable poderpronédstico
en los grupos étnicos donde son comunes los alelos
incluidos en el algoritmo y, por lo tanto, deben ser
ajustados para otras poblaciones, en el sentido de
incorporar en el modelo los alelos relevantes en
cada grupo étnico (14). A modo de ejemplo, entre
euroamericanos ciertos polimorfismos CYP2C9 y
VKORC1 explican hasta 30% de la variabilidad en
las dosis de warfarina, mientras en afroamericanos
esos mismos polimorfismos sélo explican 8% de la
variabilidad (15).
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Otra limitacién de la mayoria de los algoritmos de
dosificacion propuestos, consiste en que incluyen
Unicamente variantes alélicas relacionadas con
la sensibilidad a la warfarina y dejan por fuera
del modelo otras asociadas con la resistencia al
farmaco (14,16). Debido a la falta de potencia de
los estudios individuales para hacer estimativos
confiables de dosis en diferentes poblaciones,
varios autores han expresado dudas con respecto
al beneficio clinico y la costo-efectividad de tales
algoritmos farmacogenéticos de la dosificaciéon de
la warfarina (3,17,18).

En este estudio nos propusimos determinar la
contribucién de algunas variables demograficas
(edad, sexo, IMC), clinicas (enfermedades
concomitantes, medicacién simultanea, dosis e
indicacién de warfarina) y de polimorfismos de
los genes VKORC1 (rs9923231, rs2359612 y
5417G>T), CYP2C9 (rs1799853 y rs1057910),
CYP4F2 (rs2108622) y PROC (rs2069919), sobre
las dosis de warfarina requeridas para mantener
una anticoagulacién terapéutica y derivar un
algoritmo de dosificacion del farmaco en los
pacientes colombianos.

Materiales y métodos
Pacientes

Este estudio se condujo con pacientes colombianos
de rasgos mestizos, no emparentados, que recibian
warfarina como terapia de mantenimiento a largo
plazo en cuatro centros de atencion ambulatoria
situados en las ciudades de Bogota (Hospital La
Samaritana e IPS Virrey Solis) y Pereira (EPS
Salud Total y Comfamiliar).

Se incluyeron 145 personas de ambos sexos, con
edades entre 20 y 92 afios, en quienes el estado
de anticoagulacién se habia estabilizado con INR
entre 2 y 3, por lo menos durante dos meses, sin
cambio en las dosis del medicamento ni en el
preparado comercial utilizado (warfarina de marca
0 genérica). Mediante entrevista personal se obtuvo
informacion con respecto a edad, sexo, peso, talla,
tabaquismo actual, indicacion para warfarina, su
marca comercial, dosis en mg por semana y valor
del ultimo INR, enfermedades concomitantes y
medicacion simultanea.

Luego se procedié a la toma de la muestra de
sangre o de mucosa bucal para la genotipificacion.
Ademas, por limitaciones de orden presupuestal,
en forma aleatoria se les tomé muestra de sangre
s6lo a 59 voluntarios, para la cuantificacién de
las concentraciones séricas de enantiomeros de
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warfarina, a fin de comparar la actividad de la
enzima CYP2C9.

Se registr6 toda la medicacion simultanea
que el paciente recibia en forma croénica vy,
posteriormente, se analiz6 el potencial de
interacciéon con el INR de cada uno de los farmacos
prescritos concomitantemente con mayor frecuencia
(acetaminofén, acido acetilsalicilico, amiodarona,
amlodipino, fluoxetina, gemfibrozil, glibenclamida,
digital, losartan, lovastatina, metformin, metoprolol,
omeprazol, sertralina y verapamilo).

En las enfermedades concomitantes se incluyé la
cardiovascular (insuficiencia cardiaca, hipertension
arterial, cardiopatia isquémica, arritmia) y la
metabolica (dislipidemia, diabetes mellitus). Se
excluyeron pacientes con enfermedad hepatica,
renal o tiroidea no compensada, sindrome de mala
absorcion, alcoholismo crénico y cancer.

El protocolo fue aprobado en la categoria de
investigaciéon con riesgo minimo por el Comité de
Bioética de la Universidad Tecnoldgica de Pereira,
y por los comités técnico-cientificos de cada una
de las instituciones de salud participantes.

Genotipificacion

Se aplico la técnica de minisecuenciacion o ddNTP
primer extension. Previa extraccion del ADN
gendmico de las células obtenidas de sangre o
mucosa bucal, se procedié a la amplificacién de
dos fragmentos del gen CYP2C9, tres del gen
VKORCT1, uno del gen CYP4F2 y uno del gen
PROC, en los cuales quedaron incluidos los SNP
(single-nucleotide polymorphism) que se iban a
estudiar. La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se llevo a cabo en un volumen total de 23
ul, los cuales contienen 1-10 ng de ADN gendmico,
1X PCR solucion tampoén, 180 pM de cada dNTP,
0,8 mM de MgCl,, 2 U de Tag ADN polimerasa
(Invitrogen®) y 0,5 a 9 pM de cada uno de los
iniciadores (cuadro 1).

La amplificacion de los fragmentos se llevé a cabo en
un termociclador automatico (DNA Thermal Cycler,
MJ Research) con los siguientes pardmetros: un
paso inicial de desnaturalizacion por 2 minutos
a 96°C, seguido por 30 ciclos de amplificacion,
desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, annealing a
55°C por 1 minuto y extensién a 72°C por 1 minuto,
con una extensién final a 60 °C por 1 hora. El exceso
de iniciadores y de nucledtidos fue removido por
adiciénde 1 Ude ExoSAP-IT (Amersham Pharmacia)
e incubacién a 37°C durante 80 minutos, seguido
por 15 minutos a 85°C.
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Cuadro 1. Iniciadores para amplificacion de fragmentos y sondas para reacciones SBE.

Gen SNP Forward (5™- 3’) Reverse (5-3) Sonda (5™~ 3)

CYP2C9 rs1799853 Aggatggaaaacagagacttac ggtcagtgatatggagtaggg gaagaggagcattgaggac
rs1057910 Gaacgtgtgattggcagaaa ctatgaatttggggacttcg ctetgtgcacgaggtccagagatac

VKORC1 rs9923231 Gagggaaatatcacagacgccag ggcttgtcttaaactcctgacce ctgaaaaacaaccattggcc
rs2359612 Aaatcggccaagtctgaacc agctccagagaaggcatcac ctetctctctetetctctetetetete-

tgagggaggcccagcacca

5417G>T Gcggaacctggagataatgg tgcacacctggaggagaaga ctctctctctetetctgeggtaatcecggtee

CYP4F2 rs2108622 Gcecttggaatggacaaaaac gtgttttcggaacccatcac tetetetetetctcagggteccggecaca

PROC rs2069919 Ttgtctaagggtcagagtce taccaagctcaccctactac ctetctctetetetctetetcacce-

tactacctagggcca

SNP: single nucleotide polymorphism

Usando este producto de preamplificacion como
plantilla, se efectuaron las reacciones mdultiple
para la deteccion de los SNP con el método de
minisecuenciacion (SBE, single base extension).

Lasreacciones de SBE se realizaron en un volumen
total de 10 ul:1 ul de agua desionizada, 2 ul del
producto de preamplificacion, 5 ul de SNaPshot
Reaction Mix (Applied Biosystems) y 2 ul de la
mezcla de sondas SBE con concentracién 0,2 uM
(cuadro 1). Los tubos se llevaron a termociclador
para su amplificacion en 35 ciclos con las siguientes
condiciones: desnaturalizacion a 96°C por 10 s,
annealing a 50°C por 5 s y extensién a 60°C por
30 s.

El exceso de nucleétidos fue removido por adicién
de 1 U de SAP (Shrim Alkaline Phosphatase,
Amersham Pharmacia) e incubacién a 37°C
durante 2 horas, seguido por 15 minutos a 85°C.
Se mezcl6 1 ul del producto de la reaccién SBE con
9 ul de Hi-Di formamida y 0,5 ul de GeneScan-120
Liz internal size Standard (Applied Biosystems).

La deteccién se llevé a cabo en el secuenciador
ABI Prism 3100-Avant Genetic Analyzers (Applied
Biosystems) por electroforesis con capilar de 36
cm de longitud y polimero POP-4, en el médulo de
corrida SNP36-POP4. Los datos se analizaron de
acuerdo con el color de los picos y el tamafo de los
fragmentos, mediante el software Genemapper,
version 3.2 (PE Applied Biosystems). La presencia
de los polimorfismos se confirmé por secuenciacion
directa de muestras seleccionadas.

Niveles séricos de warfarina

Minimo 6 horas después de haber consumido la
warfarina (con el farmaco en fase de eliminacion),
a 59 voluntarios se les tomaron muestras de
sangre (10 ml) en tubos al vacio con EDTA y se
centrifugaron a 2.500g por 15 minutos para obtener

el plasma, el cual se conservd a -20°C hasta el
momento del analisis.

Las concentraciones séricas de S- y R-warfarina
se cuantificaron por HPLC mediante un método
previamente descrito (19), con algunas modifi-
caciones. Se utilizaron un HPLC System 2000 plus,
marca JASCO, equipado con bomba de gradiente
cuaternario, automuestreador, horno para columnas
y detector de arreglo de diodos MD 2015 controlado
por EZChrom Elite, version 3.16. Se utilizd una
columna quiral analitica tipo Pirkle (R,R) Whelk-O1
[250 mm de largo x 4,6 mm de diametro interno,
5 um tamafo de particula (Regis Technologies,
USA)]. El sistema de elusién fue isocratico con una
mezcla de metanol y agua en proporcion 70:30,
mas 0,1% de acido acético glacial a 1 ml/minuto. El
detector se programo en el rango de 240-400 nm y
la cuantificacion se realizé a 305 nm.

Losestandares se prepararon adicionandoaplasma
humano libre del farmaco una soluciéon madre de 1
mg/ml de cada enantiémero, para obtener 2 ml de
estandar en el rango de concentracion esperada
(0,1 a 1,1 pg/ml) en los pacientes a quienes se
les administraba warfarina. Los estandares y las
muestras se extrajeron en fase sélida en cartuchos
RP-18, 500 mg (Merck), previamente activados
con metanol (3 ml x 3) seguido de acido acético al
5% (3 ml x 3).

Los estandares o las muestras (2 ml) se acidificaron
con 1 ml de &cido acético al 5% y se aplicaron al
cartucho, el cual se sec6 por succion. El lavado
se realizé con tres porciones de 0,5 ml de &cido
acético al 5%, secando entre lavados. Se hizo un
lavado final con 0,5 ml de acido acético 5%-metanol
(80:20), secando por succidn. La elusién se realizd
con dos porciones de 0,25 ml de isopropanol, de la
cual se inyectaron 50 ul para la deteccion con las
condiciones mencionadas anteriormente.
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Con el fin de establecer los tiempos de elusion de
cada unode los enantiémeros, éstos fueron corridos
inicialmente por separado. Para la cuantificacion se
generaron curvas lineales de calibracion en el rango
de 0,2 a 1,5 ug/ml; cada uno de los estdndares fue
preparado e inyectado en el HPLC por triplicado, lo
que permitié obtener el porcentaje de desviacion
estandar relativa, el limite de deteccion y el limite
de cuantificacion, para lo cual se utilizé el software
EZChrom Elite v3.16.

El limite de deteccion se definid como tres veces la
sefal de ruido vy, el limite de cuantificacién, como
3,3 veces el limite de deteccioén.

Con la finalidad de determinar el porcentaje de
recuperacion de warfarina durante el proceso
de extraccién en fase solida, se prepararon tres
estandares por ftriplicado en plasma libre de
warfarina en concentraciones de 0,25 ug/ml, 0,5
ug/mly 1 ug/ml.

Analisis estadistico

Las variables continuas se compararon con
ANOVA o t de Student. La prueba de ji al cuadrado
se empled para comparar variables categéricas
y para verificar el equilibrio de Hardy-Weinberg.
Se utilizaron los andlisis de regresion simple y
multiple para estimar la influencia de las variables
estudiadas en las dosis de mantenimiento de
warfarina y construir el algoritmo de dosificacion
propuesto. Se utilizaron IC,, y los valores de
p<0,05 se consideraron significativos en test de
dos colas. Los andlisis estadisticos se hicieron
con los software SPSS 15.0 para Windows y Stata
10.1.

Resultados

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los
145 pacientes del estudio se resumenenel cuadro 2.
En el cuadro 3 se presentan las frecuencias alélicas
y genotipicas halladas. La mutacién 5417G>T del
gen VKORC1, asociada con resistencia a warfarina
y de alta prevalencia en etiopes, no se encontré en
nuestra cohorte y tampoco se hallaron individuos
homocigotos mutados *3 ni con la doble mutacion
*2/*3 del gen CYP2C9. Todos los genotipos
estudiados estuvieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg (cuadro 3).

En los analisis univariados los factores no genéticos
que se correlacionaron con las dosis de warfarina
requeridas para conseguir anticoagulacion tera-
péutica estable con INR entre 2 y 3, fueron: edad
(Pearson=-0,22, p=0,007), medicacién simultanea
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Cuadro 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de los
pacientes.

Variable Total de pacientes
(n=145)2

Edad (afios) 55,415
Sexo n (%)

Hombre 72 (49,7)

Mujer 73 (50,3)
Peso (kg) 67+12
Talla (cm) 162+7,7
IMC (kg/m2) 25,4443
Indicacion de warfarina (%)

Trombosis venosa/arterial 51 (35,2)

Protesis valvular 47 (32,4)

Fibrilacion auricular 17 (11,7)

Otras® 30 (20,7)
Warfarina

Dosis (mg/semana) 32,9114

Marca/genérica 16 (11)/129 (89)
INR 2,4+0,29

Enfermedad concomitante (%)

Cardiovascular® 56 (38,6)
Metabolica® 5(3,4)
Ambas 19 (13,1)
Otra/ninguna 65 (44,8)
Mediacion simultanea (%)
Inductor enzimatico® 5(3,4)
Inhibidor enzimatico’ 16 (11)
Otra/ninguna 124 (85,5)

a: las variables cuantitativas se expresan como p+DE y las
cualitativas como n (%).

5 incluye cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular,
hipertension pulmonar y trombofilias.

¢ incluye hipertension arterial, cardiopatia isquémica, insuficiencia
cardiaca y arritmia.

d9:incluye diabetes mellitus y dislipidemia.

e:incluye fenitoina y carbamacepina.

f-incluye amiodarona y antidepresivos (fluoxetina, sertralina).

con amiodarona (si: 21,3+8 mg/semana Vs. no:
33,4111 mg/semana, p<0,0001), conantidepresivos
(uso de sertralina o fluoxetina: 20£5,1 mg/semana
Vs. no uso: 33,4111 mg/semana, p<0,0001) o
con inductores enzimaticos (uso de fenitoina o
carbamacepina: 56,130 mg/semana Vs. no uso:
33,4111 mg/semana, p<0,0001).

Por el contrario, no tienen efectos significativos en
las dosis terapéuticas de warfarina, las variables
sexo (p=0,695), peso (p=0,938), talla (p=0,611),
IMC (p=0,574), indicacion de lawarfarina (p=0,092),
enfermedades concomitantes (p=0,459) y si el
medicamento es de marca o genérico (p=0,416).
Se encontr6 tabaquismo actual solamente en tres
pacientes; por lo tanto, esta variable fue excluida
de los andlisis.

Con respecto a las variables genéticas potencial-
mente influyentes en la respuesta a la warfarina,
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Cuadro 3. Caracteristicas genéticas de los pacientes.

Farmacogenética de warfarina

Gen Genotipo n frec (IC,,,,)° Alelo n frec (IC,,,)? HWE®
CYP2C9
*2:430 CC 119 0,821 (0,758-0,883) o] 263 0,907 (0,873-0,940)
CT 25 0,172 (0,111-0,233) T 27 0,093 (0,060-0,126) 0,838
TT 1 0,007 (0,006-0,210)
*3:1075 AA 131 0,903 (0,855-0,951) A 276 0,952 (0,917-0,981)
CA 14 0,097 (0,049-0,145) C 14 0,048 (0,013-0,083) 0,595
VKORC1
-1639 GG 53 0,366 (0,287-0,444) G 169 0,583 (0,503-0,663)
GA 63 0,434 (0,353-0,515) A 121 0,417 (0,337-0,497) 0,664
AA 29 0,200 (0,135-0,265)
2255¢ CC 51 0,367 (0,287-0,447) C 186 0,669 (0,614-0,724)
CT 84 0,604 (0,523-0,685) T 92 0,331 (0,276-0,386) 0,05
TT 4 0,029 (0,001-0,057)
CYP4F2
1347 CC 85 0,586 (0,506-0,666) C 228 0,786 (0,739-0,833)
CT 58 0,400 (0,320-0,480) T 62 0,214 (0,167-0,261) 0,163
TT 2 0,014 (0,005-0,033)
PROC
1641 CC 88 0,607 (0,528-0,686) o] 225 0,776 (0,728-0,824)
CT 49 0,338 (0,261-0,415) T 65 0,224 (0,176-0,272) 0,961
TT 8 0,055 (0,018-0,092)
frec (IC,,,,)*: frecuencia (intervalo de confianza del 95%).

HWE?: equilibrio de Hardy-Weinberg, valor de p.
2255¢: se genotipificaron 139 pacientes.

los SNP rs1799853 (*2) y rs1057910 (*3) del
gen CYP2C9, y rs9923231 y rs2359616 del gen
VKORCH1, tienen efecto significativo sobre la dosis
de mantenimiento de warfarina: CYP2C9*1/*1=35,7+
144 mg/semana Vs.*1/2=26,5+10,3 mg/semana
Vs. *1/°3=22,8+9 mg/semana, p=0,001; VKORC1-
1639GG=40,5+15,2 mg/semana Vs. GA=30,4+10,3
mg/semana Vs. AA=24,5+13 mg/semana, p<0,0001;
VKORC1 2255CC=40,7+15,5 mg/semana Vs.
CT=29,2+11,7 mg/semana Vs. TT=25,1t5 mg/
semana, p<0,0001. Sélo encontramos un paciente
homocigoto *2/°2, con 25 mg/semana de warfarina;
los SNP rs9923231 y rs2359616 del gen VKORC1
estdn en fuerte desequilibrio de ligamiento
(D=0,93), en tanto que los alelos rs2108622
y rs2069919 de los genes CYP4F2 y PROC,
respectivamente, no mostraron asociacion con las
dosis de warfarina.

Para el andlisis de las influencias combinadas de
los genes influyentes en las dosis de warfarina, por
un lado, agrupamos los pacientes en homocigotos
nativos (*1/*1), heterocigotos (*1/2 o *1/*3) y
homocigotos mutados (*2/*2) con respecto al gen
CYP2C9 vy, por otro lado, consideramos el alelo
-1639G>A del gen VKORC1. La figura 1 muestra
cémo las mutaciones de ambos genes suman sus
efectos individuales para aumentar la sensibilidad
de los pacientes a la warfarina.

Las variables edad, medicacion simultdnea con
inhibidores (amiodarona, sertralina, fluoxetina) ocon
inductores enzimaticos (fenitoina, carbamacepina)
y los genotipos CYP2C92, CYP2C9*3, VKORC1
-1639G>Ay VKORC1 2255C>T, cuyas influencias
resultaron significativas en los analisis univariados,
se incluyeron en un modelo de regresion lineal
multiple por pasos que permitiera predecir la dosis
diaria de mantenimiento de warfarina.

Puesto que los SNP rs9923231 y rs2359616 del
gen VKORCT se encuentran en fuerte desequilibrio
de ligamiento y al reemplazar el genotipo
VKORC1 -1639G>A por el diplotipo conformado
por VKORC1 -1639G>A y VKORC1 2255C>T no
se producen cambios en el valor predictivo del
modelo, asumimos que el SNP rs2359616 no es
factor predictor independiente de las dosis de
warfarina (cuadro 4).

Ademas, enlaconstrucciéndelmodeloencontramos
que la transformacién de la variable dependiente
en la raiz cuadrada de la dosis era la que mejor se
ajustaba a la distribucién normal; por lo tanto, la
ecuacion de regresion propuesta para la prediccion
de las dosis de mantenimiento de warfarina es la
siguiente: raiz cuadrada de la dosis de warfarina
(mg/semana)=7,126 — 0,013 x edad (en afos) —
0,876 x inhibidor enzimatico (si=1, no=0) + 1,243 x
inductor enzimatico (si=1, no=0)—0,573 x CYP2C9
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Figura 1. Dosis de mantenimiento de warfarina en relacién con
los genotipos CYP2C9 (1/x="1/"20 *1/*3) y VKORC1-1639G>A
(AA=homocigoto mutado; GA=heterocigoto; GG=homocigoto
nativo). Las lineas horizontales indican las dosis medianas, las
cajas comprenden los rangos intercuartiles y las lineas verticales
encima y debajo de las cajas indican los valores maximos y
minimos. Los valores extremos se presentan como circulos.

430C>T (0=homocigoto nativo, 1=heterocigoto,
2=homocigoto mutado) — 0,982 x CYP2C9
1075A>C (0O=homaocigoto nativo, 1=heterocigoto) —
0,707 x VKORC1 -1639G>A (0=homocigoto nativo,
1=heterocigoto, 2=homocigoto mutado).

Este algoritmo explica el 47,4% de la variabilidad
en las dosis diarias de mantenimiento de warfarina
en los pacientes del estudio. La estabilidad del
modelo fue confirmada con 1.000 replicaciones de
los datos originales mediante el método bootstrap
sampling, el cual explica un porcentaje de variacion
de 48,5%, lo que indica que nuestro modelo es
confiable (cuadro 4).

La figura 2 muestra que existe significativa corre-
lacion entre la dosis de mantenimiento observada y

Biomédica 2010;30:410-20

la estimada por el algoritmo obtenido a partir de la
regresion mdltiple (R?>=0,46, p<0,0001).

A fin de evaluar el desempefio del algoritmo
en diferentes rangos de dosis, lo aplicamos al
subgrupo de pacientes que requieren dosis bajas
(£21 mg/semana) o altas (=49 mg/semana) de
warfarina para conseguir el INR entre 2y 3. En este
subgrupo (n=57) el poder predictivo del modelo
ascendio a 62,7%.

Por ultimo, de acuerdo con el hecho de que la
relacion S/R de enantiomeros de warfarina en
plasma varia con el genotipo CYP2C9Yy sirve para
evaluar la actividad de la enzima que metaboliza
la S-warfarina, encontramos entre los pacientes
con metabolismo “normal” (EM: CYP2C9*1/*1) una
relacion S/R de 0,295+0,08, mientras los pacientes
con metabolismo “lento” (PM: "2 o *3) exhiben
relaciones S/R significativamente superiores
(*1/72=0,460%0,25, p=0,001; *1/*3=0,470%0,20,
p=0,001).

Discusion

En este estudio se investigd la influencia de
variables demograficas, clinicas y genéticas en la
respuesta a la warfarina de 145 pacientes mestizos
en terapia de anticoagulaciéon estable, con INR
entre 2 y 3. Encontramos que la edad es un factor
que contribuye a la variabilidad en la respuesta
al medicamento, lo cual coincide con la mayoria
de las investigaciones encaminadas a identificar
los factores que inciden en la respuesta a la
warfarina (12-14,20-24); esta correlacion inversa
se explica porque los farmacos que deben ser
biotransformados en el higado se depuran con
mayor dificultad a medida que avanza la edad,
debido a la declinacion de la actividad enzimética
(24).

Cuadro 4. Modelo de regresion lineal multiple y validacion bootstrap con los factores prondsticos significativos de la dosis de warfarina.

Estimativos del modelo (n=145)

Validacién bootstrap (n=1000)

Variable B (ICy,.) EE P R? B(IC,,) Precision (%)
Constante 7,126 (6,527 — 7,725) 0,303 0,000 - 7,155 (6,635 —7,676) 100,4
Edad (afios) -0,013 (-0,023 —-0,000) 0,005 0,012 0,025 -0,013 (-0,022 —-0,004) 100
Medicacién simultanea

Inhibidores -0,876 (-1,343 —-0,408) 0,236 0,000 0,087 -0,855 (-1,307- -0,402) 97,6
Inductores 1,243 (0,450 — 2,035) 0,401 0,002 0,045 1,243 (-0,229 — 2,716) 100
CYP2C9*2 -0,573 (-0,934 —-0,213) 0,182 0,002 0,033 -0,634 (-0,951 —-0,316) 110,6
CYP2C9*3 -0,982 (-1,475 —-0,490) 0,249 0,000 0,056 -0,981 (-1,479 —-0,484) 99,9
VKORCI

-1639G>A -0,707 (-0,906 —-0,509) 0,100 0,000 0,228 -0,711 (-0,925 —-0,497) 100,6

B: coeficiente de regresion; EE: error estandar; P: significancia estadistica; R?: coeficiente de determinacion.
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Figura 2. Correlacion entre las dosis prescritas (eje vertical) y las predichas (eje horizontal) por el modelo propuesto en este estudio.

R2=0,481, p<0,0001.

Por otro lado, se sabe que el tabaquismo también
es uno de los factores ambientales que contribuye a
la variabilidad entre individuos en la respuesta a los
medicamentos, al parecer por induccion de enzimas
del metabolismo de farmacos (25); sin embargo,
puesto que el nimero de pacientes fumadores de
nuestro estudio fue muy bajo (n=3) y dos de ellos
recibian ademas agentes inductores enzimaticos,
esta variable no se incluy6 en los andlisis.

Las interacciones de la warfarina con inhibidores o
inductores de enzimas del citocromo P-450, estan
suficientemente estudiadas. La farmacocinética de
la amiodarona es compleja, porque este agente
interactia con numerosos medicamentos de uso
comun, ya que es un potente inhibidor de varias
enzimas del citocromo P-450, en particular de la
CYP3A4 y la CYP2C9, justamente las isoenzimas
encargadas del metabolismo de los dos is6meros
de la warfarina (3,26). Creemos que ésta es la
explicacion de que los pacientes de nuestro estudio
tratados concomitantemente con amiodarona
(n=13) recibieran dosis de warfarina 36% menores
que los individuos sin medicacion simultanea
(n=93). La sertralina y la fluoxetina también acttian
como inhibidores de enzimas CYP, potenciando la
accion de la warfarina (12,26).

De otra parte, la fenitoina y la carbamacepina
son dos neurofarmacos reconocidos inductores
de varias enzimas del metabolismo de los
xenobibticos, entre las cuales se encuentran las
isoenzimas CYP3A4 y CYP2C9, razon por la cual
pueden incrementar la depuracién hepatica de
una gran cantidad de medicamentos, incluyendo
la warfarina (3,26), lo que explica por qué las

dosis de warfarina necesarias para alcanzar INR
en el rango de 2 a 3 para quienes se prescriben
simultaneamente con fenitoina o carbamacepina
(n=5) son superiores en 65% a las de los pacientes
sin medicacion simultanea.

Resulta interesante que el paciente con la dosis
mas alta de warfarina (95 mg/semana) es portador
de alelos nativos para todos los genes estudiados,
pero, ademas de carbamacepina consumia azatio-
prina, otro farmaco inductor de resistencia a la
warfarina, por un mecanismo aun no definido y
raramente reportado (12,27).

Existen diferencias entre las estatinas con
respecto a su capacidad de interaccionar con los
anticoagulantes coumarinicos, siendo fluvastatina
y simvastatina las mas implicadas en ocasionar
desajustes del INR y riesgo de sangrado por
warfarina (3,28,29). Los pacientes de nuestro
estudio tratados de manera simultdnea con
lovastatina (n=34), utilizan dosis de warfarina
similares a las de los individuos sin medicacion
simultanea (32+12,5 mg/semana Vs. 33,4+11 mg/
semana, respectivamente; p=0,44), lo cual podria
deberse a las bajas dosis de lovastatina utilizadas
entre nosotros (20 mg al dia) y a un menor impacto
de este agente sobre el INR, de acuerdo con la
clasificacién hecha por Holbrook AM et al. (26)
quienes consideran el potencial de interaccion
warfarina-lovastatina sélo como “posible”.

Otro caso de resistencia a la warfarina merece
comentario. Corresponde a una mujer de 26 afios
con trastorno trombofilico hereditario, medicada con
70 mg semanales de warfarina mas danazol, este
ultimo reportado como agente androgénico que
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potencia los efectos de la warfarina e incrementa
el riesgo de sangrado (30); ademas, esta paciente
es homocigota mutada para el alelo -1639G>A,
lo que la haria aun mas sensible a la warfarina. A
este resultado contrario a lo que podria esperarse
de la interacciéon warfarina-danazol y del genotipo
VKORC1 -1639AA, no le encontramos explicacion,
pero podriamos especular que la resistencia al
anticoagulante en este caso es causada por su
trastorno trombofilico de base, el cual aumenta el
riesgo de recurrencia de eventos tromboembdlicos
(31).

Pese a que factores como sexo, talla, peso,
enfermedades concomitantes e indicaciéon de la
warfarina, se han considerado tradicionalmente
como influyentes en las dosis necesarias para
lograr anticoagulacion terapéutica, en concordancia
con nuestros hallazgos ya ha sido reportada en
diferentes grupos étnicos la falta de asociacion
de las dosis de warfarina con las variables sexo
(13,20,21), IMC (12,13), indicacion para el uso de
warfarina (12,23) y enfermedades concomitantes
(12,20-23).

Tampoco encontramos diferencia entre la warfarina
de marca y las genéricas con respecto a las dosis
requeridas para alcanzar un INR en el rango
terapéutico de 2 a 3 [Coumadin® (n=16): 31,311
mg/semana Vs. genéricas (n=129): 33,4+14 mg/
semana, p=0,57]. Aunque la bioequivalencia
entre la warfarina de marca y las genéricas se ha
ratificado mediante ensayos clinicos y metanalisis
(32), queremos destacar este hallazgo dadas las
grandes diferencias de precios entre el producto
de marca y los genéricos, asunto critico en paises
en desarrollo con recursos limitados.

Las frecuencias alélicas y genotipicas halladas se
asemejan a las reportadas en grupos étnicos con
caracteristicas de mestizaje similares alas nuestras
(20,33). De los tres polimorfismos estudiados del
gen VKORC1, uno de ellos (5417G>T), asociado
con resistencia a la warfarina (34,35), no se hallé
en nuestra muestra y no ha sido reportado entre
mestizos, lo que respalda la recomendacién de
aplicar modelos que se ajusten al perfil genético
relevante en cada grupo étnico. El fuerte
desequilibrio de ligamiento hallado entre los alelos
rs9923231 y rs2359616 del gen VKORC1(D'=0,93)
y el hecho de que este ultimo no sea un predictor
independiente de respuesta a la warfarina, coincide
con lo reportado por otros autores (12,14,21).

Diferentes algoritmos propuestos para estimar las
dosis de warfarina que tienen en cuenta variables
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demogréficas, clinicas y genéticas, tienen valores
predictivos entre 31% y 60% de la variabilidad de
las dosis (13,21,22). El modelo propuesto en este
estudio para nuestro propio grupo étnico cae en
este rango (47,4%) y, ademas, confirma que los
mas importantes factores de prediccién son los
polimorfismos -1639G>A del gen VKORCT1 y el
CYP2C9*3. Las asociaciones entre genes y dosis,
segun las cuales la dosis de warfarina disminuye
a medida que aparecen los alelos mutados de
los genes CYP2C9 (*2 y *3) y VKORC1 (-1639A)
(figura 1), hacen un aporte mayor a la variabilidad
entre individuos en las dosis efectivas de warfarina
que el que hacen otras variables demograficas
y clinicas, y esta de acuerdo con numerosos
reportes en diversos grupos étnicos (12,20-
23,36). En efecto, en nuestro modelo las variables
genéticas contribuyen con 31,7%, en tanto que la
edad y la medicacién simultanea aportan 15,7% a
la variabilidad en las dosis (cuadro 4).

En forma similar a como se demostré en el estudio
del Warfarin Pharmacogenetics Consortium (14),
nuestro algoritmo farmacogenético se desempenfia
mejor entre quienes requieren dosis bajas (<21
mg/semana) o altas (=49 mg/semana), al elevar el
R2 de 47,4% a 62,7% en el subgrupo de pacientes
con dosis altas o bajas, que representan 39,3% de
la cohorte completa.

Aunque algunos autores sefialan que el uso de test
farmacogenéticos para la iniciacién del tratamiento
con warfarina no muestra mejores resultados en
seguridad y eficacia y, por lo tanto, no apoyan el
uso de rutina de estas pruebas en la iniciacién del
tratamiento (3,37,38), otros estudios prospectivos
si demuestran que estos algoritmos contribuyen a
mejorar la seguridad y la eficacia de la warfarina
(6-8,12,14,39).

Dado el estrecho margen terapéutico del farmaco y
el alto riesgo de sangrado como principal reaccion
adversa, laadopcion de un algoritmo de dosificacion
que contribuya a reducir el riesgo de hemorragia y
a predecir interacciones potencialmente peligrosas
aportaria una medida preventiva a los programas
de farmacovigilancia. Sin embargo, laincorporacién
de marcadores farmacogenéticos en la dosificacion
de warfarina debe estar justificada en informacion
obtenida mediante ensayos clinicos controlados y
de asignacion aleatoria (18) y en estudios de costo-
efectividad (40).

Otros alelos con influencia significativa en la respuesta
a la warfarina no fueron considerados por nosotros;
tal podria ser el caso de algunos polimorfismos de los
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genes CYP2C9 (*5, "6, *11) (20,41,42) y FVII (11),
cuyas asociaciones con la sensibilidad a la warfarina
fueron recientemente demostradas.

Tampoco se consideraron en esta investigacion
variables potencialmente influyentes, como la
ingestion de vitamina K y de productos naturales,
aunque practicamente todos los pacientes habian
recibido educacién sobre una dieta estandarizada
de vitamina K.

Al dejar por fuera de este estudio los pacientes
cuyos INR no habian podido estabilizarse en el
rango terapéutico de 2 a 3, es evidente que se
introduce un sesgo en la busqueda de variables
determinantes de las dosis de warfarina.

El tamafo de la muestra es probablemente la
limitacion méas importante de esta investigacion,
ya que variables, sin duda, influyentes en las dosis
de warfarina, como el tabaquismo y el genotipo
CYP4F2, no alcanzaron a resultar significativas por
el escaso numero de pacientes fumadores o con
mutaciones; por ejemplo, tal como se ha reportado
en otros estudios (43), nuestros pacientes con
el genotipo CYP4F2 TT usaban 1,37 mg més de
warfarina diaria que los pacientes nativos con los
dos alelos CC, pero el nimero de homocigotos
mutados encontrados (n=2) no permitié alcanzar
significancia estadistica.
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