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Efecto de las variantes de CYP2C9 sobre
la dosis de losartan en hipertensos
chilenos

CRISTIAN PEDREROS-ROSALES'?, ROBERTO JALIL MILAD',
MARCELA LAGOS LUCERO?**, SANDRA SOLARI GAJARDO?

Association between cytochrome P4502C9
polymorphisms and losartan dosing
in hypertensive patients

Background: Losartan is widely used in many clinicals settings. Its dosage
is related to the genetic characteristics of CYP2C9 enzymatic activity, which
metabolizes losartan to its active form E-3174, responsible for the antihyper-
tensive effect. Aims: To identify the frequency of allelic variants CYP2C9*2
and CYP2C9%3 in hypertensive patients and to compare genotypes with a
healthy Chilean population. To relate polymorphisms with the losartan dosing
to obtain an optimal blood pressure. Material and Methods: We studied 30
patients with controlled essential hypertension using losartan with normal liver
function, and 202 healthy people. Peripheral blood DNA genotyping was per-
formed by polymerase chain reaction to identify the polymorphisms. Allelic and
genotypic frequencies were compared. Results: In hypertensive patients, allelic
frequencies were 0.85 (CYP2C9%1), 0.05 (CYP2C9*2) and 0.1 (CYP2C9*3).
Genotypic frequencies were 73.3% (CYP2C9%1/*1), 6.7% (CYP2C9*1/*2),
16.7% (CYP2C9*1/*3) and 3.3% (CYP2C9*2/3); observing a significantly
higher frequency of the allele CYP2C9*3 (p=0.041) and CYP2C9*1/*3 genoty-
pe (p=0.04). A non-significant tendency to need a larger dose of losartan was
observed with the CYP2C9 * 3 allele, with an odds ratio (OR) of 1.46 (95%
confidence intervals (CI) 0.01-18.64). The same tendency was observed with
the need to use losartan twice a day, obtaining an OR of 5.88 (CI 0.54 -62.14).
Conclusions: There could be a relationship between the presence of CYP2C9
polymorphisms and the pathogenesis of hypertension. The presence of CYP2C9*3
is associated with the need for higher doses of losartan, possibly due to a decrease
in the conversion of losartan to E-3174.
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por primera vez en 1990, como el primer
antagonista no-péptido, altamente selectivo
del receptor 1 (AT1) de angiotensina II' y desde
entonces es ampliamente usado en el tratamiento
de la hipertension arterial y la insuficiencia cardia-
ca®’. Pese alo anterior, hasta hoy no hay consenso

l osartdn fue descrito para su uso humano

en relacion a su posologia, siendo recomendado
usar “una o dos veces al dia”**, lo que posible-
mente tiene que ver, entre otras condiciones, con
diferencias genéticas en la actividad enzimdtica del
metabolismo de la droga que conduce a una varia-
bilidad muy amplia interindividual en la respuesta
al firmaco, resultando en una eficacia alterada®.
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Estudios in vitro®’ e in vivo®® demostraron que
losartdn se metaboliza por CYP450, particular-
mente por su isoenzima CYP2C9'. Tras la ingesta
oral de una dosis, losartdn es rapidamente absor-
bido y luego metabolizado por CYP2C9 lo que da
origen a la formacién de siete metabolitos''. Los
productos monohidroxilados y los conjugados de
4cido glucurénidos son mucho menos activos que
losartdn, mientras que el 14% aproximadamente
se transforma en 4cido 5-carboxilico, también
llamado E-3174>'!'y que es 10 veces mds poten-
te que el losartdn como antagonista del receptor
AT1'% Después de la ingestion, se obtienen valores
plasmaticos maximos de losartdn a la hora y a las
3 hen el caso de E-3174 y se ha observado que el
area bajo la curva de concentracién plasmadtica
(AUC) es 4 veces mayor que losartdn, siendo
E-3174 finalmente el responsable del efecto an-
tihipertensivo®.

En humanos, la subfamilia CYP2C correspon-
de aproximadamente a 18% de las proteinas CYP
que se encuentran en los microsomas hepdticos,
siendo responsable de catalizar 20% de las reaccio-
nes metabdlicas de distintas drogas’. CYP2C9 es la
principal isoenzima involucrada en la oxidacién
de diversos firmacos de uso habitual como son
warfarina'4, fenitoina'®, varios anti-inflamatorios
no esteroidales's, tolbutamida'’ y de algunos
antihipertensivos, como irbersartin'® y losartan’.
Por otra parte, se ha identificado la presencia de
CYP2C9 en tejidos cardiovasculares y se sugiere
que esta enzima tendria un rol fisiolégicamen-
te relevante en la produccién de eicosanoides
vasoactivos, lo cual pudiera ser importante en
la modulacién del tono vascular, especialmente
porque CYP2C9 es la epoxigenasa principal de
CYP450 en aorta y arterias coronarias'® y se sabe
que su actividad metaboliza dcido araquiddnico a
acido eicosatrienoico (EET), el cual es un potente
vasodilatador® y ademas tendria un rol protector
en la homeostasis del endotelio®..

Tal como ocurre con otras isoformas de CYP,
el gen CYP2C9 es altamente polimérfico y sus
variantes tienen repercusiones clinicas que pueden
resultar en toxicidad o alteracion en la eficacia de
algunos farmacos’. El alelo CYP2C9*1, es con-
siderado normal o “wild-type”?, mientras que
CYP2C9*2 (Argl144Cys) y CYP2C9*3 (Ile359Leu)
son las variantes mds frecuentes entre la poblacién
caucdsica’. Estos dos polimorfismos se asocian a
una disminucidn en la transformacién de losar-
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tan a E-3174 tanto in vitro', como in vivo'>?3-2¢,
observiandose una baja actividad enzimdtica en la
variante alélica CYP2C9*2 y atin menor en el caso
de CYP2C9*3. Estos efectos son mds acentuados
en el caso de ser homocigoto para estas variantes’,
pudiendo llegar a una conversién de losartdn a
E-3174 menor de 1% en el caso de presentarse
el genotipo CYP2C9%3/*3, a quienes se les llama
“metabolizadores lentos™"".

En la literatura internacional, hay varios estu-
dios que relacionan el efecto de las variantes de
CYP2C9 en el metabolismo de losartdn, pero no
existe evidencia sélida ain que permita relacionar
los diversos genotipos con su uso clinico. Existen
muy pocos estudios en poblacién hispanoameri-
cana y dado que losartdn se usa ampliamente en
nuestro pais, nos parece importante conocer la
relacion entre los polimorfismos de CYP2C9 y el
uso de losartdn considerando la falta de informa-
cién en nuestro grupo étnico. Dicha informacién
puede ser relevante en varios aspectos. Entre otras,
permitiria ajustar el tratamiento para lograr un
buen control tensional durante las 24 h del dia, lo
que incluye mantener el descenso nocturno de la
presion arterial (DIP) por su conocido beneficio
sobre el riesgo cardiovascular y dano de 6rgano
blanco?. Ademds de lograr este objetivo clinico,
se agrega el beneficio econémico que implica usar
el farmaco de acuerdo con la posologia correcta.

Este estudio tiene como objetivos identificar
la frecuencia de las variantes alélicas CYP2C9*2 'y
CYP2C9%3 en un grupo de pacientes hipertensos
chilenos usuarios de losartin como tratamiento
antihipertensivo y comparar los genotipos encon-
trados con la poblacién normal chilena, ademds
de relacionar los diferentes polimorfismos con la
dosis y posologia de losartén.

Pacientes y Métodos

Tras aprobacién del Comité Etico Cientifico de
la Facultad de Medicina de la Pontificia Universi-
dad Catdlica de Chile y, firma de consentimiento
informado, se reclutaron 30 pacientes hipertensos
usuarios de losartan atendidos en el Centro Médi-
co San Joaquin de la Red de Salud UC-CHRISTUS.
Para reducir al minimo otros factores que podrian
influir en dosis y posologia del firmaco, se excluy6
a todos los pacientes con patologias y medicacién
que pudiera modificar la respuesta enzimdtica
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de CYP2C9, ademds de aquellos con obesidad
morbida por posibles cambios en la distribucién
del fairmaco. De esta forma se logré un grupo ho-
mogéneo de pacientes para estudio. Los criterios
de inclusién y exclusion se detallan en la Tabla 1.
Para realizar comparaciones de variantes alélicas
y genotipicas entre hipertensos y sanos, se utiliz6
una base de datos del Laboratorio de Biologia Mo-
lecular UC con 202 voluntarios sanos que tenian
genotipificacion del gen CYP2C9.

Genotipificacion

En cada paciente, se obtuvo muestra de sangre
venosa periférica y se extrajo ADN segin el méto-
do de Lahiri y Nuremberg®. La identificacién de
genotipos y amplificacién de variantes CYP2C9*2
y CYP2C9*3 se realiz6 a través de reaccién en
cadena de polimerasa (PCR) y se utilizaron par-
tidores descritos previamente en la literatura®. El
andlisis posterior se hizo por electroforesis capilar
con deteccion fluorescente (ABI PRISM 3130,
Applied Biosystems Carslbad, Ca, EE. UU.). Con
el software Sequencing Analysis® 5.2 se realizd
el procesamiento automdtico, obteniéndose el
electroferograma de la muestra para su andlisis.

Andilisis estadistico

La frecuencia genotipica se estableci6 por
conteo directo de individuos que poseen cierto
genotipo dividido por el ndmero total de indi-
viduos genotipificados. Las frecuencias alélicas
se establecieron por conteo directo del doble

de individuos homocigotos para el alelo, mds el
numero de individuos heterocigotos. Ese valor se
dividi6 luego por el doble del total de individuos
(nimero total de cromosomas).

La significancia estadistica de las diferencias
entre las distintas poblaciones se establecié me-
diante una prueba Chi-Cuadrado de Pearson o
test exacto de Fisher cuando las frecuencias fueron
menores al 5%. El software utilizado para exami-
nar la existencia de diferencias en las frecuencias
alélicas entre pacientes y poblaciéon general fue
Epi Info™ 3.5.2.

Se calcul6 una razén de probabilidades (Odds
Ratio, OR) que se utilizé como indicador de que
un paciente pudiera requerir mayores dosis de
losartén o usarlo mds frecuentemente en presencia
de un alelo especifico (alelo *3).

Resultados

El promedio de edad fue 51,4 afos con una
desviacion estandar (DE) de 9,6 y el indice de masa
corporal (IMC) promedio fue de 29 k/m?. Los
pacientes fueron mayoritariamente de sexo feme-
nino (70%). La creatinina sérica (Scr) promedio
fue de 0,78 mg/dL y todos los pacientes tenfan un
promedio de PA < 140/90 mmHg. Sélo 10% usaba
losartan dos veces al dia (b.i.d) y la mayoria (90%)
lo usaba 1 vez al dia (q.d). La mayoria usaba una
dosis de 50 mg/dia (80%), 13,3% usaba 100 mg/
dia y s6lo 6,7% usaba 25 mg/dia (Tabla 2).

Tabla 1. Criterios de Inclusion y Exclusion

Criterios de Inclusion
HTA esencial

IMC < 35

VFGe por MDRD > 45 mL/min
Funcién hepatica normal

Losartdn como parte del tratamiento

Criterios de Exclusion

HTA secundaria

Obesidad con IMC > 35
Diabetes Mellitus

VGFe por MDRD < 45 ml/min
Insuficiencia hepatica clinica
Consumo problemético de OH*
Trastorno psiquidtrico severo**

Uso de farmacos relacionados con CYP2C9

HTA: Hipertension arterial; IMC: {ndice de masa corporal; VFGe: Velocidad de filtracién glomerular estimada; MDRD: Modifi-
cation of Diet in Renal Disease. *Edwards G et al. Alcohol-related disabilities. Geneva, World Health Organization, 1977 (WHO
Offset Publication, N32). **Con diagndstico por psiquiatra o en tratamiento.
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Tabla 2. Estadistica descriptiva de los pacientes
enrolados en este estudio

Edad (afnos) promedio (DE) 51,4 (9,6)
Sexo

Masculino 9 (30%)

Femenino 21 (70%)
Indice de Masa Corporal (kg/m2) 29
Creatinina plasmética (mg/dL) promedio 0,78
Presion Arterial (mmHg) promedio

Presion arterial sistélica 131

Presion arterial diastolica 82
Dosis de Losartan (%)

25 mg 0,67

50 mg 80

100 mg 13,33
Posologfa de Losartan (%)

q.d 90

b.i.d 10

g.d. significa una vez al dia (del latin quaque die). b.i.d. sig-
nifica dos veces al dia (del latin bis in die).

Frecuencias alélicas y genotipicas

Las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas
para el gen CYP2C9 se compararon con poblacién
sana chilena (n = 202). Se observé una diferencia
significativa en la presencia del alelo *3, siendo
mayor en la poblacién hipertensa usuaria de
losartan (p = 0,041) y lo mismo ocurri6 en la pre-
sencia del genotipo *1/*3 en los sujetos hipertensos
(p=0,04). No se observo diferencias significativas
para el resto de los alelo y genotipos (Tablas 3y 4).

Entre los pacientes estudiados no se observd
homocigotos para los alelos *2 ni *3, mientras que
en la poblacién general se observé 0,5% de homo-
cigotos para la variante *2. Para los heterocigotos
compuestos (*2/*3) las frecuencias genotipicas
en los pacientes fueron de 3,3%, mientras que la
poblacién general es de 2%.

Asociacién de polimorfismos en el gen CYP2C9 y
uso de losartdn

La mayoria de los pacientes, para lograr ade-
cuado control tensional, se encontraba usando
losartdan 50 mg (80%) en una sola toma al dia
(90%). Todos los pacientes con alelo *2 usaban
losartdn en dosis 100 mg s6lo una vez al dia.

Tabla 3. Frecuencias alélicas del gen CYP2C9 en poblaciéon general y pacientes en tratamiento
con Losartan

Alelo *1 (frecuencia) Alelo *2 (frecuencia) Alelo *3 (frecuencia)

Poblacion general (n = 202, Alelos = 404) 350/404 (0,866) 39/404 (0,096) 15/404 (0,037)
Pacientes HTA (n = 30, Alelos = 60) 51/60 (0,85) 3/60 (0,05) 6/60 (0,1)
(x?) P value 0,73 0,241 0,029
(Fisher) P value 0,041

Tabla 4. Frecuencias genotipicas del gen CYP2C9 en poblacion general y pacientes en tratamiento
con Losartan

*1/*1 (%) *1/*2 (%)

Poblacién general 153/202 33/202 (16,3)
(n =202) (75,7)

Pacientes HTA 22/30 2/30

(n = 30) (73,3) (6,7)

(x?) P value 0,775 0,167
(Fisher) P value 0,271
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*1/*3 (%)

*2/%2 (%) *2/*3 (%) *3/*3 (%)

11/202 1/202 4/202 0/202
(5.9 0,5 ) )
5/30 0/30 1/30 0/30

(16,7) (0) (3.3) (0)

0,024 0,699 0,634 -

0,040 1,000 0,503 =
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Tabla 5. Riesgo de requerir mayor dosis de losartan segun alelo

Alelo *3 (%) Alelo *1 (%) OR IC
Losartan 100 mg 4/60 (6,7) 41/60 (68,3) 1,46 (0,01 -18,64)
Losartan 50 mg 1/60 (1,7) 7/60 (11,7) 1 —

Tabla 6. Riesgo de requerir mayor frecuencia de uso de losartan segun alelo

Alelo *3 (%) Alelo *1 (%) OR IC
b.i.d. 4/60 (6,7) 47/60 (78,3) 5,88 (0.54 - 62.14)
q.d. 2/60 (3,3) 4/60 (6,7) 1 —

g.d. significa una vez al dia (del latin quaque die). b.i.d. significa dos veces al dia (del latin bis in die).

Al comparar la presencia de un alelo *3 versus
alelo *1 con las dosis habituales de losartan 50 mg
y 100 mg, se determiné un OR de 1,46 (IC 0,01-
18,64), lo que confiere mayor riesgo a la presencia
de un alelo *3 de requerir mayor dosis de losartdn
(Tabla 5). Asi mismo, se compard la presencia de
alelo *3 versus alelo *1 en relacién con la mayor
frecuencia de uso de losartdn y se obtuvo un OR de
5,88 (IC 0,54-62,14), lo que confiere mayor riesgo
de requerir mds frecuentemente el firmaco (b.i.d.)
en pacientes con presencia de alelo *3 (Tabla 6).

Discusiéon

La hipertension arterial es una de las causas
mads importante de morbilidad y mortalidad en
el mundo entero, pero sélo 53% de los pacientes
hipertensos con tratamiento médico logra un
buen control tensional®. Dentro de los firmacos
que ha mostrado mds beneficios en el manejo de
la hipertension esta losartdin que fue aprobado
por la FDA hace ya 20 afios. Durante ese tiempo,
investigadores habian desarrollado una completa
base de conocimiento acerca de sus beneficios®'.
Muchos de éstos representan un efecto de clase
que es compartido por el resto de los bloqueadores
de AT1, mas losartdn tiene propiedades que son
Unicas. Por ejemplo, tiene un efecto uricosurico*
y ademds atentia la agregaciéon plaquetaria®, lo
cual no se ve con el uso de otros bloqueadores de
AT]1. Esto le confiere beneficios sobre el resto de
los fairmacos de su clase y contribuye a su amplio
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uso actualmente. En Chile la hipertension arte-
rial tiene una prevalencia de 27,6%?* y losartdn
constituye un firmaco de gran uso en esta pobla-
cién, ya que estd cubierto por el sistema de salud,
tanto publico como privado. Sin embargo, hasta
ahora no existian estudios locales de asociacién
entre las variantes genéticas mas frecuentes del
gen CYP2C9 y las dosis y posologia de losartan.
Nuestra investigacién permite crear una hipétesis
y factibilidad de estudio para la gran cantidad de
pacientes usuarios de losartdn.

Al comparar las frecuencias alélicas de los
pacientes hipertensos usuarios de losartdn con la
poblacion general chilena, se observé datos simi-
lares para los alelos *1 y *2 en el gen CYP2C9. Sin
embargo, se observd significativamente una mayor
frecuencia del alelo *3 en la poblacién hipertensa.
De la misma forma, al comparar las frecuencias
genotipicas de los pacientes con la poblacién
general, se observé un mayor nimero de hetero-
cigotos *1/*3 en el gen CYP2C9 (Tablas 3y 4). En
andlisis previos donde se caracterizé la presencia
de polimorfismos de CYP2C9 en paciente usuarios
de warfarina, también se demostr6 una tendencia
en estos pacientes a ser portadores del alelo *3 al
compararlos con personas sanas dentro del mismo
grupo poblacional®. Esta tendencia podria estar
dada por una asociacién de estos polimorfismos
con alguna condicién que predispone a los pa-
cientes a padecer enfermedades cardiovasculares
y particularmente a ser hipertensos. Asi como se
ha demostrado que CYP2C9 participa en la ho-
meostasis del endotelio®, también se ha observado
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que polimorfismos en CYP2C9 se relacionan con
enfermedades cardiovasculares”.

Dada la baja frecuencia del alelo *2 en la po-
blacién de estudio, no fue posible determinar una
asociacién entre este alelo y la dosis o posologia
de losartdn, no obstante, se observa una tendencia
a requerir mayor dosis. Los resultados de inves-
tigaciones previas en poblaciones de otras partes
del mundo han demostrado el impacto de las
variantes *2 y especialmente *3 del gen CYP2C9
y una actividad enzimética reducida. Por lo tanto,
es necesario un mayor nimero de pacientes para
poder evaluar correctamente si esta variante puede
influir sobre la dosis y posologia de losartén.

En el caso del alelo *3, que también presenta
una baja frecuencia en la poblacidn, si fue posible
encontrar una asociaciéon con la necesidad de
usar mayor dosis de losartdn y una frecuencia de
uso de 2 veces al dia, fenémeno que podria ser
explicado debido a que el alelo *3 confiere una
menor actividad enzimdtica de CYP2C9. Existen
estudios que replican esto, demostrando que ésta
ultima variante se asocia a menor respuesta antihi-
pertensiva al losartan® e incluso menor respuesta
antiproteintrica en pacientes con enfermedad
renal crénica®. Nuestro estudio no consideré a
la proteinuria como variable, pero serd de interés
incluirla en un préximo estudio con mayor nd-
mero de pacientes.

Hoy en dia, se reconoce cada vez mds la impor-
tancia del estudio fdrmaco-genético para estable-
cer la dosis de distintos formacos, sobre todo en las
enfermedades cardiovasculares, como por ejemplo
llegando incluso a recomendarse su andlisis para
ajustes en el uso de ciertos beta-bloqueadores en
el caso de polimorfismos de CYP2D6* y particu-
larmente en el caso polimorfismos de CYP2C9 y
VKORCI en pacientes que usan warfarina®.

Por el momento no existe una recomendacién
de tamizaje genético en todos los pacientes hiper-
tensos, ya que no existe suficiente evidencia para
establecer que las variantes genéticas por si solas
tengan impacto en la respuesta a la terapia. Sin
embargo, demostrar que las variantes de CYP2C9
son un factor de riesgo para presentar hipertension
o que podrian predecir la dosis o posologia de un
farmaco tan usado y dtil como losartdn, permiti-
ria ajustar de forma mds precisa el tratamiento y
acercarse mds al adecuado control tensional, lo que
se traduciria en reduccién de la morbimortalidad
en estos pacientes.
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Este es el primer estudio farmaco-genético
de losartdn en poblacién hipertensa chilena. La
mayor presencia de la variante *3 y del genotipo
*1/*3 podria sugerir alguna relacién entre este
polimorfismo del gen CYP2C9 y la patogenia de
la hipertensién. Los resultados indican una fuerte
asociacion entre la variante *3 del gen CYP2C9 que
le confiere mayor riesgo al paciente portador de
necesitar mayor dosis de losartdn o necesidad de
usarlo 2 veces al dia. El siguiente paso es realizar
una medicién del nivel plasmético de losartdn y
de su metabolito E-3174 en un mayor nimero de
pacientes con distinto genotipo y verificar el real
impacto de estos polimorfismos y el metabolismo
de la droga.

Finalmente, los resultados de este estudio
presentan un base para disefiar un estudio mas
ambicioso de tamizaje en poblacién hipertensa
usuaria de losartdn y su correlacién con las dis-
tintas variables clinicas analizadas habitualmente
en poblacién hipertensa con buen y mal control
tensional para determinar si existe un impacto
clinico de dichas variantes genéticas.
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