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Resumen

La warfarina es uno de los anticoagulantes orales mas usados en la terapéutica médica, cuya
dosificacion requiere un monitoreo seroldgico (INR: International Normalized Ratio) debido
a su rango terapéutico estrecho y la potencial gravedad de sus efectos adversos. La enzima
codificada por el gene CYP2C9 es el principal metabolizador de la warfarina. Se ha
determinado la existencia de dos variantes de este gene, relativamente frecuentes en la
poblacidn, que determinan un fenotipo “ metabolizador lento” . Los portadores de estos alelos
variantes requieren dosis menores de warfarina para lograr la anticoagulacién y estan
expuestos a mayor riesgo de sangrado durante la anticoagulacion oral con este farmaco. Se
describe el caso clinico de un paciente que estando bajo tratamiento profilactico con
warfarina sufre un aumento disparado del INRy un episodio de hematuria. Se analiz6 €

genotipo del paciente demostrandose que era homocigoto para uno de estos alelos variantes
(genotipo: CYP2C9 *3/*3). Se discuten las aplicaciones de la farmacogenética en € manegjo

clinico de estos pacientes y la prevencién de los efectos adversos de un farmaco con un rango
terapéutico estrecho.
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Respuesta terapéutica inadecuada a la warfarina en un paciente genéticamente susceptible

Introduccién

Laprincipal enzimainvolucradaen el metabolismo dela
warfarina esta codificada por €l gene CYP2C9, en el que
se han identificado varios polimorfismos que generan
aloenzimas con actividad metabdlicareducida. Lasvarian-
tes principal es —rel ativamente comunes en la pobl aci 6n—
son los alelos CYP2C9* 1 (variante normal) y las formas
aternativas CY P2C9* 2y CY P2C9* 3. Estas Ultimas estan
determinadas por cambios aminoacidicos que generan el
cambio funcional enlaenzima®. Estos polimorfismosge-
néticos (alelos o variantes de un gene frecuentes en la
poblacién) que determinan un fenotipo “ metabolizador
lento”, se han asociado a un riesgo aumentado de sobre-
anticoagulaciony de sangrado en pacientes en tratamien-
to con warfarina®. Los individuos portadores de estas
variantes son mas dificiles de mangjar en el momento del
inicio delaanticoagulacion oral y tienen un riesgo mayor
de complicaciones hemorragicas, comparados con los
homocigotos parael alelo normal®. Estos polimorfismos
explican en buena parte la adopcion de protocolos pro-
gresivos deinduccion, con control seriado del Internatio-
nal Normalized Retio (INR) en d tratamiento conwarfarina

A pesar de estos protocolos de extendido uso, los
accidentes hemorréagicos son mas prevenibles con €l dato
previo delasusceptibilidad a farmaco. Losavancesen el
diagnostico molecular anivel del &cido desoxirribonuclei-
co (ADN) han permitido €l ensayo de procedimientos de
bajo costo y alta especificidad para caracterizar el estado
portador, el tipo y nimeros de alelos de susceptibilidad
genéticade los pacientes que recibirén warfarina.

El gene CYP2C9 esta ubicado en el brazo largo del
cromosoma10 (10g24.2) y codificaunaenzimadependien-
te del citocromo P-450, —principal metabolizador de la
warfarina—, catalizando la conversién del enantidmero S
(el més potente y responsable principal del efecto anti-
coagulanteatravésdelainhibiciéndelavitaminaK epoxi-
do reductasa), ametabolitos 6-hidroxi y 7-hidroxi inacti-
vos. Se han reportado diversas variantes alélicas de
CYP2C9, siendo |os al el os masimportantes: CY P2C9* 1,
considerado € alelo normal (el masfrecuente) y dosaelos
surgidos por sustituciones. CYP2C9*2 —sustitucion de
arginina por cisteina en la posicion 144 de la proteina—
(Argl44Cys), y CY P2C9* 3 —sustitucion deisol eucinapor
leucinaen el coddn 359 (11e€359Leu)® . Estas dos varian-
tes se estima que estan presentes en 30% de la poblacion
confrecuenciasaéicasde 0,12 y 0,08 respectivamente®
Esta extensamente estudiado el efecto de estas dos va-
riantes sobre la actividad enzimaticay € metabolismo de
varios sustratos. Los alelos *2 y * 3 determinan un meta-
bolismo deficientedelahidroxilacion delaS-warfarinain
vitro. Se haestimado quelavariante* 3 tiene unaeficien-
ciade 5% y la*2 de 12% respecto del alelo normal en
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relaci6n con lametabolizacién dewarfarina®. Ambos po-
limorfismos funcionales se han asociado, con evidencias
consistentes, a mayores probabilidades de sangrado y
dosis més bajas de mantenimiento®.

Caso clinico

El pacienteesreferido alaPoliclinicade Genética Cardio-
vascular (Departamento de Cardiologia de laFacultad de
Medicina, Hospita de Clinicasy Comisién Honorariapara
laSalud Cardiovascular [CHSCV]) por hematuriavincula:
daal tratamiento con warfarina. Setratade un paciente de
53 afios, de sexo masculino, que sufretraumatismo demiem-
broinferior izquierdo con fracturadetibiay peroné. Aten-
dido en una policlinica del interior del pais se le inicia
tratamiento con heparina de bajo peso molecular por tres
dias, concomitantemente con warfaring, viaoral, 5 mg/dia.
Posteriormente contindia con esta dosis de warfarina sin
recibir otramedicacion. A los 18 diasdel inicio del trata-
miento presenta hematuria, por lo que suspende la
warfarina. A los19 diasel INR erade 4,97. A los 21 dias
(luego de 72 horas de suspendidalawarfarina) el INR era
de 10. Esingresado anosocomio mutual y seleadministra
vitaminaK. Lahematuriacedey seleotorgael ataconun
INR de 2,50 alos dos dias del ingreso. A los seisy siete
diasde suspendidalawarfarinael INR erade 2,38y 1,81,
respectivamente. De |os antecedentes personales se des-
tacaque el paciente es un ex fumador, que padeci 6 hepa-
titis sin secuelas hace 30 afios, no ingesta excesiva de
alcohal, no recibiamedicacién crénicani serefirieron otras
ingestas de herbajes 0 suplementos alimentarios que su-
girieran interaccion con warfarina, u otrosinhibidores de
ladisponibilidad devitaminaK. Del interrogatorio de an-
tecedentes familiares no surgen datos positivos de even-
tos vinculables a sensibilidad a warfarina u otros farma-
cos dependientes de CYP2C9. Se plantea la hipétesis de
gue el paciente sea portador de unamutacion en CYP2C9
y sesolicitad ingreso a programaparaestudio genémico
en una blsgueda retrospectiva de la causa de su didtesis
hemorréagica.

Material y método

Seextrajo ADN del paciente apartir de unamuestrade 2
ml de sangre periférica, por “kit” de purificacion de ADN
gendmico (Fermentas, Lituania) de acuerdo con € proto-
colo del fabricante. Lasmutaciones C430T (*2) y A1075C
(*3) de CYP2C9 se determinaron utilizando los “kits’ de
amplificacién-restriccion (CY P2C9 C430T-CY P2C9* 2y
CYP2C9 A1075C-CY P2C9* 3), amablemente cedidos para
el proyecto por su fabricante, ~-ATGen Sstemas Molecu-
lares (Uruguay)—, de acuerdo con las recomendaciones
delaempresa. Brevemente, el método utilizalaamplifica-
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¢ion por PCR de segmentos de ADN del geney ladetec-
cion de la presencia/ausencia de la mutacion por diges-
tién con unaenzimade restriccion especificay determina-
cion electroforética de lalongitud de los fragmentos ge-
nerados. La interpretacién del patrén de bandeo indivi-
dual se hace después de electroforesis en geles de
acrilamidaal 6%y tincion permanente con nitrato de plata.

Andlisis gendmico: la interpretacién de los patrones
de bandeo de CYP2C9 paralas mutaciones C430T (*2) y
A1075C (*3), mostré que € paciente eshomocigota para
lavariante 3 (1075C), genctipo CY P2C9 * 3/* 3y no porta
dor del polimorfismo*2 (figural).

Discusion

En un paciente sin evidencias de otras interacciones me-
dicamentosas, €l genotipo *3/*3 de CYP2C9 explicare-
trospectivamente el marcado incremento del INR (hasta
10) y €l evento de sangrado consecuente, como unares-
puesta anormal alas dosis estandar de warfarina. Lava-
riante * 3 tiene una eficiencia en la metabolizacion de la
warfarina95% menor queladel alelo normal, por lo queen
general estos pacientes requieren dosis significativamen-
te menores de warfarinapara alcanzar losvaloresde INR
deseados. La respuesta de estos pacientes a la warfarina
puede ser muy marcada con aumentos disparados de INR
y eventos de sangrado®.

Como parte de laconsultade GenéticaMédicaserea
lizé lainvestigacion delahistoriafamiliar y se asesoro a
pacienteenrelacion consuriesgoy e riesgo familiar. Am-
bos padres del caso indice y sus descendientes serén
portadoresde a menosun aelo deriesgo (*3), por 1o que
de ser expuestos a farmacos metabolizados por CY P2C9
pueden sufrir eventos adversos por sobredosificacién en
relacién con su genotipo. Se recomiendarealizar el estu-
dio genémico correspondiente paralaefectivadetermina-

cion del genotipo de cada individuo. Los resultados del
estudio se comunicaron al paciente en una consulta de
asesoramiento genético y se dirigio un informe escrito a
|os médicostratantes. Lamutacion marca unasusceptibi-
lidad constitucional prevenible, capaz de ocasionar com-
plicaciones iatrogénicas, que acompafia al paciente alo
largo de su vida. Es transmisible como una caracteristica
codominante, que se expresatanto en el homocigota (dos
copias) como en el heterocigota (unacopia) y debe consi-
derarselaextensién delaprevencion aotros miembrosde
lafamiliaqueel andlisisgeneal 6gico identifique como po-
blacion en riesgo presumible.

Estan en estudio las indicaciones previas de genoti-
pado en pacientes que ingresan por primeravez alatera-
piaanticoagul ante con warfarina. Aungue no se recomien-
dael screening poblacional, laindicacion parece obviaen
pacientes donde se busca la causa del evento de sobre-
anticoagulacion o sangrado cuando existe la posibilidad
técnicadeladeterminacion.

A pesar de la busqueda de otros polimorfismos en
regionesreguladoras de CYP2C9, | os principal es causan-
tes de disfuncion siguen siendo los polimorfismos *2 'y
*36), Las frecuencias de los genotipos homocigotas * 2/
*2 y *3/*3 o doble heterocigotas *2/*3 estan en 1,6%
1,8% y 0,4%, respectivamente, sumando 3,8% mientras
gue los heterocigotas (* 1/*2 y * 1/*3) con frecuencias de
19%Yy 12,1% representan 31% de una poblacién caucasica
en terapia anticoagulante, contra 65,1% de los*1/*1 en
una publicacién recientel”),

Independientemente de lo acertado o no de laindica-
cion hecha al paciente del tratamiento anticoagulante en
relacion con su traumatismo, el caso nos advierte del in-
cremento del riesgo relativo de aumento indeseado del
INRy sus complicaciones en unafraccion de arededor de
30% de la poblacién frente a tratamiento con warfarina.
Este caso ilustralaimportanciadelaevaluacion de SNPs
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Figura 1. Visualizacién del polimorfismo A1075C de CYP2C9 en gel de acrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata. Carril 1:
marcador de peso molecular (provisto en el kit): banda de amplificacion (170 pb) y los dos posibles productos de digestion [(134
pb para el alelo A (*1); 156 pb para el alelo C (*3)]. Carril 2: individuo heterocigota AC (*1/#3). Carril 3: paciente indice homocigota
mutado CC (*3/*3). Carril 4: individuo homocigota AA (*1/*1). El paciente no present6 la mutacion *2 (dato no mostrado).

PB: pares de base. A: adenina. C: citosina. *1: alelo normal.
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(Simple Nucl eatide Polymorphisms) enlaexplicacion dela
reaccionindividual alosfarmacosy laimportanciadelos
conceptos de estratificacion clinicaparalaidentificacion
de subgrupos de mayor riesgo. Casos como este, y otros
similares descriptosen labibliografiainternacional ®), des-
tacan la utilidad de nuevas herramientas, como |os andli-
sis genémicos en la implementacién de una medicina
individualizada identificando alos pacientes que mas se
beneficiarian de intervenciones terapéuticas especificas
0 minimizando los riesgos de ef ectos farmacol 6gicos ad-
versos, o ambos.

El conocimiento del perfil gendmico de |os pacientes
comienzaaser unaherramientaconfiableen el proceso de
tomade decisionesen lasterapiasindividualizadas, orien-
tadas a generar |os mayores beneficios, minimizando los
riesgos®. Lasimplificacion, € abaratamientoy laautoma:
tizacion de los diagnésticos moleculares y la ventgja del
diagnaostico por Unicavez, asi como €l facil acceso ainfor-
macion gendmica relevante, hacen que sea una opcion a
tener en cuenta frente a pacientes de alto riesgo. El valor
de estos diagnosticos vamas alla de laterapiaindividual
y laintervencion farmacol 6gicaactual y seextiendenala
prevencion en intervenciones futuras en el paciente por-
tador y delascomplicacionesy losaccidentes en losfami-

liares cuando debieran ser sometidos alamismaterapia.

Consideramos que se deberecurrir aestetipo dediag-
nasticos para explicar eventos adversos, como aumentos
disparados del INR o sangrados, y tener en cuenta esta
informacién en futuras intervenciones farmacol 6gicas en
el pacientey en familiares portadores. La hermandad de
un paciente homocigota tiene las mismas probabilidades
derecibir lacombinacion de alelos de riesgo asi como su
progenie. La investigacion del genotipo en estos parien-
tes se debe considerar especialmente cuando: 1) existe
consanguinidad; 2) la frecuencia del alelo es dtaen la
poblacién; 3) seconocee efecto del alelo en heterocigosis
(generafenatiposintermedios). Ademas, enlasindicacio-
nes mas frecuentes de terapiaanti coagul ante con warfarina
ladeterminacion del genotipo del paci ente deberiatomar-
Se en cuenta en situaciones de alto riesgo presumiblein-
dependientemente de los antecedentes personales o fa
miliares (tablal1). Laeleccion defarmacostipo aspirinao
los nuevos anticoagulantes orales como los inhibidores
directos de la trombina, pueden ser opciones cuando es-
tén accesibles para estos pacientes®).

El AreaGenéticaMolecular delaCHSCV y laCétedra
de Cardiologiadel Hospital de Clinicas, motivadospor las
alentadoras posibilidades preventivas de esta temética,

Tabla 1. Indicaciones sugeridas de genotipado de mutaciones en CYP2C9 *2 y *3

En el paciente
(durante el tratamiento o como antecedente)

En los familiares
(previo a intervencion terapéutica
o por solicitud preventiva)

Dificultad en la estabilizacién del INR.

Aumento anormal o brusco de los valores de INR
(especialmente mayor a 6) en las dosis de induc-
cién habituales.

Deterioro en el control de la anticoagulacion o
eventos de sangrado.

Concomitancia de tratamiento con otros medica-
mentos inhibidores de o competidores de
CYP2C9.

Informacion previa de existencia de alelo(s) de
riesgo en familiar.

Antecedente de efectos adversos frente a farma-
cos metabolizados por CYP2C9.

Informacion previa de existencia de alelo de ries-
go en familiar.

Antecedente de efectos adversos frente a farma-
cos metabolizados por CYP2C9 en familiar.

Presuncion de portadores por analisis
genealdgico.

Homocigosis presumible para alelos de riesgo
por consanguinidad parental o alta frecuencia del
alelo en la poblaciéon, o ambos.

INR: International Normalized Ratio
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iniciaron un proyecto piloto que apuntaadefinir laestra-
tegia de determinacion del genotipo de los pacientes para
el geneCYP2C9 afin demejorar el mangjoy lacalidad de
su tratamiento anticoagulante con warfarinay disminuir
los riesgos de accidentes hemorrégicos. Los detalles del
mismo se pueden consultar en: www.cardiosalud.org

Summary

Warfarin isone of themost used oral anticoagulant whose
dosage needs a serol ogic assessment (INR: International
Normalized Ratio) dueto its narrow therapeutic range and
the virtually severe secondary effects. The main
metabolizer of warfarinisthe codified enzimefor CY P2C9
gene. There are two variants of this gene, relatively fre-
guent, that determine a ‘poor metabolizer’ phenotype.
Carriersof thesevariant allelesare at higher risk of bleed-
ing during oral anticoagulation and need low warfarin
doses to reach anticoagulation. A clinical case of a pa
tient under prolilactic warfarin treatment who presented a
peek increase of INR and an hematuriaepisodeisreported.
The genotype of the patient was analized showing that it
was homocygote for one allele (genotype: CYP2C9 *3/
*3). Application of pharmacogenetic in clinical manage-
ment and the prevention of secondary effects are dis-
cussed.

Résumé

La warfarine est un des anti-coagulants oraux des plus
utilisés en thérapeutique médicale, dont la dose requiert
un monitorage sérologique (INR: International Normalized
Ratio) vu son rang thérapeutique étroit et la potentielle
gravité de ses effets secondaires adverses. L'enzyme
codifiée pour le géne CY P2C9 est le principa métaboliseur
delawarfarine. On adéterminé deux variantes de ce géne,
d'un relativefréquence danslapopulation, qui déterminent
un phénotype “métaboliseur lent”. Les porteurs de ces
alléles variants requiérent des doses plus réduites de
warfarine pour atteindre I’ anti-coagulation et sont exposés
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aun plusgrand risgue de saignement pendant I’ anticoagu-
|ation orale avec cette substance. On décrit lecasclinique
d’un patient qui, sous ce traitement prophylactique avec
warfarine, souffre une augmentation subite du INR et une
épisode d hématurie. On analyse le génotype du patient
pour démontrer enfin qu’il était homocygote pour |’ un de
cesalléesvariants (génotype: CY P2C9* 3/* 3). On discute
les applications de la pharmacogénétique au traitement de
ces patients et la prévention des effets secondaires adver-
ses d'un médicament arang thérapeutique étroit.
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