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Efecto de las variantes de VKORC1
y CYP2C9 sobre la dosis de
anticoagulantes orales en individuos
chilenos
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Effect of VKORC1 and CYP2C9
variants on dosage of oral anticoagulants in
Chilean individuals

Background: The dose of oral anticoagulants (OAC) shows great variability
among patients. Pharmacogenetic studies have shown that common variants
in genes CYP2C9 (*2 and *3) and VKORCI (-1639G>A) are associated with
lower requirements of OAC. Aim: To study the association between average
maintenance doses of oral anticoagulant therapy required to maintain a stable
INR and CYP2C9 and VKORCI gene variants in Chilean adults. Material and
Methods: Prospective study of patients on anticoagulant treatment and with a
stable international normalized ratio (INR) for prothrombin time for at least
three months. Patients were classified as having high or low acenocoumarol or
warfarin requirements. Peripheral blood DNA genotyping was performed by
polymerase chain reaction and restriction fragment polymorphism or sequen-
cing and electrophoresis. Results: The study included 185 patients, 125 on
acenocoumarol and 60 on warfarin. Patients with VKORCI-1639A allele were
more likely to require lower doses of both drugs than patients with the G allele
(Odds ratio [OR] for acenocoumarol 9.06, and OR for warfarin = 18.7). There
was no association between CYP2C9*2 and*3 and acenocoumarol or warfarin
requirements. Conclusions: There is an association between VKORCI-1639A
variant and anticoagulant doses.

(Rev Med Chile 2015; 143: 1369-1376)
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dos en la prevencién primaria y secundaria

de patologias trombdticas y embolicas. En
Chile, se utiliza tanto acenocumarol como war-
farina, dependiendo de la preferencia del centro
médico’. Actualmente, la prescripcién delos ACO
se realiza en base a la determinacion del INR, ajus-
tado a sexo y edad, controlando semanal y luego

l os anticoagulantes orales (ACO) son utiliza-

mensualmente hasta alcanzar los niveles requeri-
dos. En el caso de ambos anticoagulantes existe
una alta variabilidad en la respuesta terapéutica
y, en consecuencia, en la dosis requerida por cada
paciente. Dado que los ACO tienen un estrecho
intervalo terapéutico y que los efectos adversos por
dosis altas o bajas son graves, es necesario definir
rdpidamente la dosis exacta para cada paciente®’.
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El efecto de los ACOs se mide utilizando el
tiempo de protrombina (TP) y se expresa como
International Normalized Ratio (INR). El INR
se utiliza para estandarizar los resultados entre
distintas preparaciones de tromboplastina usadas
para medir el TP* La dosis de inicio requerida
en adultos para lograr un INR entre 2 y 3 varia
ampliamente (2 a 10 mg de warfarina por dia)’.
La variabilidad en los requerimientos depende de
factores como edad, superficie corporal, funcién
hepidtica e interacciones medicamentosas. Ade-
mads, factores genéticos tienen un rol importante
en la variabilidad inter-individual®.

Los ACO son antagonistas de la enzima vita-
mina K-epdxido-reductasa (codificada por el gen
VKORCI), que tiene como funcién transformar la
vitamina K (VK) de su estado epéxido a VK redu-
cida’®. La VK es cofactor de la enzima y-carboxilasa,
que participa en la formacién de los factores de
la coagulacién II, VII, IX y X°. El catabolismo de
los ACO es mediado por la enzima CYP2C9, que
cataliza la conversién a metabolitos inactivos de
la (S)-warfarina (la forma mads activa) y de ambos
enantiomeros (R/S) del acenocumarol®’.

Estudios en distintas poblaciones revelan la
presencia de variantes genéticas o polimorfismos
que modifican las dosis requeridas de ACO. Se
trata de las variantes CYP2C9*2 y *3 y VKORCI
-1639G>A, que se asocian a mayor sensibilidad
frente a ACOs, menores requerimientos de dosis
y mayor riesgo de sangrado. Esto ha dado origen
a algoritmos que incluyen informacién clinica y
genética para predecir las dosis de inicio y man-
tencidén, con buenos resultados, particularmente
en pacientes que requieren dosis extremas®*°. Estas
variantes han sido evaluadas en poblaciones cau-
cdsicas, asiaticas y africanas, existiendo diferencias
en las frecuencias alélicas entre estos grupos. A la
fecha, no existen publicaciones de andlisis de po-
limorfismos en estos genes en poblacién chilena.

En este estudio, se determind las frecuencias
alélicas y genotipicas de las variantes CYP2C9*2 y
*3y VKORCI -1639G>A, y se evalud su asociacion
con la dosis de ACO requerida para mantener un
INR estable (2 a 3) en pacientes chilenos.

Pacientes y Métodos

Se enrolaron, previo consentimiento informa-
do, a adultos en tratamiento anticoagulante oral
(TACO) de Clinica Alemana de Santiago (CAS)
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y del Programa de Control de TACO del Centro
Médico San Joaquin (CMSJ) de la Red de Salud
UG, recibiendo acenocumarol (Neo-Sintrom®) o
warfarina (Coumadin®), que llevaban al menos
3 meses con INR estable. Los pacientes fueron
clasificados en dos grupos: aquellos con reque-
rimiento de dosis bajas (acenocumarol < 7 mg/
semana o warfarina < 22 mg/semana) y aquellos
con requerimientos mayores a esas dosis (dosis
habitual). Se registré edad, sexo, peso, talla, dosis
requerida y administracién de otros fairmacos. El
estudio fue aprobado por el Comité de Etica de
cada institucidén, de acuerdo a los términos de la
declaracién de Helsinki'.

Genotipificacion

Se obtuvo muestras de sangre periférica y se ex-
trajo ADN por columnas de silicio y por el método
de Lahiri". La genotipificacion de los pacientes de
CAS se realizd a través de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), seguida de digestion mediante
enzimas de restriccién (PCR-RFLP), descrita pre-
viamente'*'?. Para validar esta metodologia se rea-
liz6 secuenciacion de estos fragmentos en pacientes
heterocigotos y homocigotos para cada variante.
El genotipo de los pacientes del CMS] se estudié por
secuenciacion y posterior anélisis por electroforesis
capilar (ABI PRISM 3130, Applied Biosystems,
Carslbad, CA, EE.UU.) usando partidores descritos
previamente, segin protocolo del fabricante'>".

Andlisis estadistico

Los promedios de dosis para cada genotipo se
compararon mediante la prueba de Kruskal-Wa-
llis, con test a posteriori de Dunn. Se utilizé media
y desviacién estandar para el andlisis de la edad y
dosis requerida. Para cada firmaco, se establecié
la relacién entre dosis y polimorfismos mediante
modelo de regresién logistica con SNPStat™. Se
determind la frecuencia alélica y genotipica de
cada variante y, posteriormente, se realizé una
prueba x2 de Pearson para comprobar el equilibrio
de Hardy-Weinberg. Para estudiar la magnitud de
asociacion entre variantes y la dosis baja, se calculd
una razén de probabilidades (Odds Ratio, OR),
evaluando diferentes modelos de herencia para
cada gen y utilizando como criterio de seleccion
el Bayesian Information Criterion. Los analisis
estadisticos fueron realizados con el programa
GraphPad Prism 5.0, GraphPad Software (La Jolla,
CA, EE.UU.).
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Resultados

Se enrolaron 185 pacientes, 101 de CAS y 84
de CMS]. Se excluyeron 14 por datos incompletos,
continuando en el estudio 170 pacientes, de los
cuales 96 eran de CAS y 74 de CMS]J. La descrip-
cién demografica estd en la Tabla 1.

Efecto de VKORCI -1639G>A en los
requerimientos de ACO

Las frecuencias alélicas y genotipicas del po-
limorfismo VKORCI -1639G>A se describen en
la Tabla 2. No se encontraron desviaciones del
equilibrio de Hardy-Weinberg en ninguna de
las variantes estudiadas (Tabla 2). El nimero de
pacientes que requerfan dosis bajas y habituales

para cada genotipo de VKORCI se muestran en
la Tabla 3. Al agrupar los pacientes por genotipo,
el promedio de dosis de acenocumarol fue de 19,4
(GG), 12,5 (GA) v 8,2 mg/semana (AA). Para
warfarina, las dosis promedio fueron 36,0, 31,8 y
16,9 mg/semana (genotipos GG, GA y AA). Las
diferencias entre los genotipos fueron estadisti-
camente significativas tanto para acenocumarol
(K = 43,83; p < 0,0001), como para warfarina
(K=13,30; p =0,0013). El test de Dunn a poste-
riori mostré diferencias significativas entre todos
los grupos para acenocumarol mientras que en
el caso de warfarina, la diferencia entre las dosis
requeridas por los pacientes con genotipos G/G
y A/A no fue significativa (Figura 1). Utilizando
un modelo de regresion logistica se estudié la

Tabla 1. Caracterizacion demografica de la poblacion

Acenocumarol Warfarina
n Pacientes, (CAS/CMSJ) 112 (37/75) 58 (58/0)
Muijeres (%) 59 (52,7%) 22 (40%)
X Edad (rango) 67 (19-89) 62 (25-86)
X IMC (rango) 27 (20-42) 27 (21-38)
% Dosis* (rango) mg/semana 13,2 (3-56) 29,4 (4-75)

Tabla 2. Frecuencia alélica y genotipica de las variantes estudiadas

Frecuencia genotipica observada

G/G G/A A/A Frecuencia alélica
43 84 43 observada
VKORC1 (25,3%) (49,4%) (25,3%)
-1639 Frecuencia genotipica esperada G A
42,5 85 42,5 0,50 0,50
(25%) (50%) (25%)
Valor p 0,878*
Frecuencia genotipica observada Frecuencia alélica
*1/%1 *1/%2 *1/%3 %72 *2*3 *3/%3 CLE L
120 29 13 2 5 1
(70,6%) (17,1%) (7,65%) (1,17%) (2,94%) (0,58%)
CYP2C9
Frecuencia genotipica esperada *1 *2 *3
116,95 31,52 16,59 2,12 2,24 0,59 0,829 0,112 0,059
(68.79%)  (18,54%) (9,76%) (1,25%) (1,31%) (0,35%)
Valor p 0,189*

*No significativo.
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Tabla 3. Dosis requerida para cada genotipo VKORC1

Acenocumarol Warfarina
Genotipo Dosis baja Dosis habitual Dosis baja Dosis habitual
< 7mg/ semana < 22 mg/semana
n % n % n % n %
-1639 GG 0 0 30 31,6 3 25 10 21,7
-1639 GA 5 29,4 47 49,5 1 8,3 31 67,4
-1639 AA 12 70,6 18 18,9 8 66,6 5 10,9
Total 17 100 95 100 12 100 46 100
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Figura 1. Genotipo de VKORCT -1639G>A vs promedio
de dosis de acenocumarol; p < 0,0001 Kruskal-Wallis
(K = 43,83).Test a posteriori de Dunn; ***p < 0,001;
**p < 0,01. Barras indican Desviacién Estandar (DE).

asociacion entre el tipo de dosis y la presencia
del alelo A de VKORCI -1639, los resultados se
muestran en la Tabla 6.

Efecto de CYP2C9 en los requerimientos
de anticoagulantes orales

Las frecuencias alélicas y genotipicas obte-
nidas para las variantes *2 y *3 (variantes, var)
y la variante nativa (*1 o wild type, wt) del gen
CYP2C9 se muestran en la Tabla 2. El nimero de
pacientes que requieren dosis bajas y habituales
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Figura 2. Genotipo de VKORCT -1639G>A vs promedio de
dosis de warfarina; p = 0,0013 Kruskal-Wallis (K = 13,30).
Test a posteriori de Dunn; ***p < 0,001; **p < 0,01; ns = no
significativo. Barras indican Desviacion Estandar (DE).

para cada genotipo de CYP2C9 se muestran en
la Tablas 4 y 5. Los promedios de las dosis por
genotipos agrupados (wt/wt, wt/var y var/var)
tanto de acenocumarol (13,5, 13,4 y 9,1 mg/se-
mana) y warfarina (31,2, 25,7 y 26,3 mg/semana)
no mostraron diferencias significativas (K = 1,46;
p = 0,48 y K = 1,05; p = 0,59, respectivamente).
En el modelo de regresion logistica no se encontré
ninguna asociacion entre dosis baja y la presencia
de la variante CYP2C9*2 o *3 tanto para acenocu-
marol como para warfarina (Tabla 6).

Rev Med Chile 2015; 143: 1369-1376
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Tabla 4. Dosis requerida para cada genotipo CYP2C9

Acenocumarol Warfarina
Genotipo Dosis baja Dosis habitual Dosis baja Dosis habitual
< 7 mg/semana < 22 mg/semana Warfarina

n % n % n % n %
*1/%1 " 64,7 70 73,7 5 41,7 34 73,9
*1/%2 2 11,8 15 15,8 4 33,3 8 17,4
*1/*3 2 11,8 5 5,3 3 25,0 3 6,5
*2/%2 0 0 1 1,1 0 0 1 2,2
*2/*3 2 11,8 3 3,2 0 0 0 0
*3/*3 0 0 1 1.1 0 0 0 0
Total 17 100 95 100 12 100 46 100

Tabla 5. Dosis requerida para cada genotipo CYP2C9, agrupando variantes 2* y 3

Acenocumarol Warfarina
Genotipo Dosis Baja Dosis Habitual Dosis Baja Dosis Habitual
< 7 mg/semana < 22 mg/semana

n % n % n % n %
wit/wt 11 64,7 70 73,7 5 41,7 34 73,9
wt/var 4 23,5 20 21,1 7 58,3 11 23,9
var/var 2 11,8 5 5,3 0 0,0 1 2,2
Total 17 100 95 100 12 100 46 100

Tabla 6. Analisis de asociacion entre la dosis requerida y variantes de los genes VKORC1 y CYP2C9

Farmaco Variante
Acenocumarol (n=112) VKORCT -1639G>A
CYP2C9*2
CYP2C9*3
Warfarina (n = 58) VKORCT -1639G>A
CYP2C9*2
CYP2C9*3
Discusiéon

Los firmacos anticoagulantes tienen un es-
trecho indice terapéutico, por lo que es dificil
estimar la dosis adecuada para mantener un INR
en rango terapéutico’. La dosis requerida puede
variar en forma importante entre los distintos
pacientes, lo que se explica por distintos factores
como: edad, sexo, habitos alimentarios, firmacos
concomitantes y comorbilidades, entre otros. Sin
embargo, la mayor influencia sobre la dosis de

Rev Med Chile 2015; 143: 1369-1376

OR (95% IC) Valor p
9,60 (2,87-32,12) < 0,0001
1,26 (0,38-4,15) 0,71
2,62 (0,75-9,19) 0,15

18,71 (2,75-127,12) 0,0007
1,41 (0,35-5,63) 0,63
12,61 (0,88-181,30) 0,038

ACO es atribuible a factores genéticos (40%), a
diferencia de otras patologias multifactoriales
donde estos factores s6lo explican 10% de la
variacién entre individuos>'. Diversos estudios
han demostrado que de todos los polimorfismos
encontrados, los mds importantes en cuanto a
su asociacién con dosis son -1639G>A en el gen
VKORCI y CYP2C9*2 y *3°.

En estudios en distintas poblaciones, los
polimorfismos en los genes VKORCI y CY2PC9
tienen mayor implicancia en pacientes con re-
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querimientos menores de ACO. Este es el primer
estudio farmacogenético de estas variantes en
pacientes chilenos en tratamiento con ACO.
Las frecuencias alélicas y genotipicas observadas
son propias de nuestra poblacién, con algunas
similitudes a poblaciones europeas caucdsicas y
asidticas sugerentes de una mezcla poblacional'”'8.
Frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C9*2 y
*3 en poblacién general son bastante similares a
las observadas en nuestros pacientes".

De todos los pacientes estudiados, 29 requirie-
ron dosis bajas (17%), lo cual se encuentra dentro
del porcentaje esperado®.

Los resultados obtenidos sugieren una asocia-
cién entre el genotipo VKORCI y la dosis, lo que
queda en evidencia al agrupar los pacientes segtin
la dosis requerida: la mayoria de los pacientes
homocigotos GG requirieron dosis habituales y
cerca de la mitad de los homocigotos AA requi-
rieron dosis bajas.

El OR ajustado, obtenido por anélisis de aso-
ciacion entre dosis y genotipo, demuestra una
fuerte asociacién entre el alelo A en VKORCI y
bajos requerimientos de ambos fdrmacos.

El tamizaje genético podria ayudar a identificar
a los pacientes que requieren dosis habituales o
que pueden requirir dosis baja.

Al comparar el promedio de dosis requerida
de ambos ACOs segtin los genotipos de CYP2C9,
no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos. Investigaciones previas en poblacién
espafiola encontraron una fuerte asociacién entre
requerimiento de dosis bajas y el alelo *3, mientras
que el alelo *2 presenta una asociacién menor?'.
Es posible que la baja frecuencia de las variantes
de CYP2C9y el insuficiente nimero de pacientes
no permitiera determinar esta asociacién en este
estudio. Sin embargo, en el caso del alelo *3, que
también presenta una baja frecuencia en la pobla-
cidn, se encontr6 una asociacién con dosis baja
de warfarina (OR: 12,61), lo que podria deberse
a que el alelo *3 produce una disminucién mas
pronunciada sobre la actividad enzimdtica de
CYP2C9 menor a 5% versus alrededor de 15%
para el alelo *2, ambas en comparacién con la
variante WT7%,

Las proteinas que participan en la cascada de
coagulacién tienen diferente vida media, por lo
que, hasta la inhibicién completa de estos factores,
el paciente requiere monitoreo continuo y hospi-
talizacion, lo que se traduce en un alto costo, tanto
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para el paciente como para el sistema de salud®.
Hoy en dia, se reconoce cada vez mds la impor-
tancia del estudio farmacogenético para establecer
la dosis en pacientes en tratamiento anticoagu-
lante, lo que se ve reflejado en una modificacién
en el afio 2007 del etiquetado de la warfarina por
la FDA (U.S. Food and Drug Administration). En
el folleto se indica que la dosis inicial de 2 a 5 mg
diarios debe ser reducida en pacientes en los que
se conozca la presencia de variantes genéticas de
las enzimas CYP2C9 y VKORCI. Asimismo, en
los tltimos afios se han publicado algoritmos de
dosis de mantenimiento®**, que han permitido
crear una pagina web que permite a los clinicos
monitorizar y estimar la dosis inicial y de man-
tenimiento de sus pacientes en tratamiento con
warfarina (www.warfarindosing.org). La American
Heart Association reconoce la existencia de un
efecto de VKORC1 y CYP2C9 en la dosis requerida,
pero no hace recomendaciones al respecto®. Es
asi como la discusion sobre la relacion costo-be-
neficio de estudiar estas variantes en los pacientes
sigue vigente. En el estudio de Lindner y cols.”, se
establecié un modelo de andlisis de decisién para
simular los resultados clinicos y econémicos del
tratamiento con acenocumarol con y sin tamizaje
genético de los pacientes, dando como resultado
un mayor costo monetario, pero menor niimero
de episodios de hemorragia al realizar el andlisis
genético en los pacientes. Con respecto a la es-
tabilizacion de la dosis mediante el uso de estas
variantes, Kimmel et al.?® demostraron que no
existe diferencia con la aproximacion clinica en
un periodo de 4 semanas. Sin embargo, es en la
primera semana de tratamiento donde conocer el
genotipo del paciente permitirfa comenzar con la
dosis adecuada, interrogante que sigue siendo mo-
tivo de estudio y discusién. En 2010, Epstein et al.
determinaron que la genotipificacién de warfarina
reduce el riesgo de sangrado o tromboembolismo
en pacientes que inician ACO. A pesar de la gran
utilidad que tienen los exdmenes genéticos en
Chile, atn tienen un costo elevado para la pobla-
cién, lo que dificulta su implementacién practica.
Ademads, si bien la utilidad es reconocida, existe
percepcién de conocimiento insuficiente entre
clinicos en Latinoamérica, lo que constituye una
barrera para su uso®. Sin embargo, una vez que
sean mds asequibles y en el caso de pacientes donde
no haya sido posible encontrar la dosis adecuada
en las primeras 24 h, la genotipificacién seria de

Rev Med Chile 2015; 143: 1369-1376
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utilidad para reducir costos al paciente y a los cen-
tros de tratamiento, minimizar efectos adversos y
aumentar la eficacia de los ACO.

En conclusion, nuestro estudio demuestra
que la dosis de mantenimiento tiene una fuerte
asociacion con la variante mds frecuente en el gen
VKORCI (-1639G>A). No encontramos asocia-
cién con CYP2CY, lo que podria explicarse por
su baja frecuencia en la poblacién. Los resultados
de este estudio representan la base para evaluar
la posibilidad de introducir el tamizaje genético
en pacientes chilenos con tratamiento anticoagu-
lante, de forma de asistir a los clinicos en la pre-
diccién de la dosis requerida para reducir costos
al paciente y centros de tratamiento, minimizar
efectos adversos y aumentar la eficacia.
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