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ABREVIATURAS

ACO = Anticoagulante Oral
AINE = Antiinflamatorio No Esteroideo
CYP = Citocromo P-450

ddNTP = Dideoxyribonucleotide Triphosphates (didesoxirribonucleotido
trifosfatado)

DNA = Desoxyribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucleico)

dNTP = Deoxyribonucleotide Triphosphates (desoxirribonucleétido trifosfatado)
ECV = Enfermedad Cardiovascular

IMSS = Instituto Mexicano del Seguro Social

INC = Instituto Nacional de Cardiologia

INMEGEN = Instituto Nacional de Medicina Gendmica

INR = International Normalized Ratio (Relacién Normalizada Internacional)
MAF = Minor Allele Frequency (Frecuencia del alelo menor)

mRNA = Messenger Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico Mensajero)

NCBI =National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional para la

Informacion Biotecnoldgica)

IEHS = National Intitute of Enviromental Health Sciences (Instituto Nacional de

Ciencias de Salud Ambiental)

OMS = Organizacién Mundial para la Salud



pb = Pares de bases

PCR = Polymerase Chain Reaction (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
RAM = Reaccion Adversa por Medicamento

RNA = Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico)

rs = Ref SNP cluster (grupo referencia del SNP)

SNP = Single Nucleotide Polymorphisms (Polimorfismos de un Solo Nucle6tido)
SRS = Substrate Recognition Site (Sitio de Reconocimiento de Sustrato)
TP = Tiempo de Protrombina

UTR = Untranslated Region (Regién no Traducible)

V max = Tasa Maximo de Metabolismo

VKA = Vitamin K Antagonist (Antagonista de la Vitamina K)

VKORCL1 = Vitamin K Epoxide Reductase Complex Subunit 1(subunidad 1 del

Complejo de la Vitamina K Epoxido Reductasa)



RESUMEN

Introduccion. El acenocumarol y la warfarina son los anticoagulantes orales (ACO)
cumarinicos mas utilizados en la prevencidbn de eventos tromboembdlicos en
pacientes con enfermedades cardiovasculares (ECV) del Instituto Nacional de
Cardiologia (INC). Estos farmacos poseen un estrecho rango terapéutico, por lo que
se observa una enorme variabilidad interindividual, dénde el fondo genético juega un
papel muy importante. La enzima codificada por el gen CYP2C9 es el principal
metabolizador de los anticoagulantes orales. Pacientes portadores de variantes
alélicas en este gen, pueden expresar una proteina con actividad alterada que afecta
la farmacocinética de los ACOs, lo que puede ocasionar un fracaso terapéutico y
poner en peligro la vida del paciente portador.

Objetivo. Identificar variantes genéticas novedosas en el gen CYP2C9 caracteristicos
de pacientes que requieren una dosis alta de acenocumarol o warfarina, que pudieran
servir de marcadores farmacogenémicos Optimos para el Mexicano-Mestizo.

Material y método. En este estudio, se identificaron y estudiaron 7 pacientes
Mexicanos-Mestizos con fenotipo de resistencia a ACOs, se les secuencio la region
promotora y codificante del gen CYP2C9 siguiendo los protocolos de Seattle SNPs
Variant Discovery Resourse utilizando un analizador genético 3130xI de Applied
Byosistems, el andlisis de las secuencias se realiz6 con SeqgqmanPro™ de Lasergene®
utiizando las secuencias de referencia del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) y el International Institute of Environmental Health Sciences
(NIEHS).

Resultados. Se encontraron 4 SNPs o polimorfismos de un solo nucleétido en el
intron y exén 9, asi como en la regién UTR-3’, los cuales ya han sido reportados,
ninguno de ellos tiene asociacion clinica.

Conclusiones. No se identificaron variantes novedosas en el gen CYP2C9 sugiriendo
que pueden existir otros factores clinicos o variantes genéticas que expliqguen la
resistencia a anticoagulantes orales en estos pacientes, sin embargo los resultados
obtenidos enriqguecen la informacion genomica de nuestra poblacion (Mestizos

Mexicanos).






INTRODUCCION

Las Enfermedades Cardiovasculares son la principal causa de muerte en el
mundo y en nuestro pais 1. Los anticoagulantes orales de tipo cumarinico son la
terapia mas comun para el tratamiento y prevencion en los eventos
tromboembdlicos. Estos medicamentos tienen una ventana terapéutica muy
estrecha, por lo cual se observa una gran variabilidad en la respuesta en los
pacientes que los toman, lo que dificulta lograr un nivel terapéutico adecuado, por
un lado, se encuentra la hemorragia como principal reaccion adversa por
medicamento (RAM) asociada y en por otro lado la ineficacia del anticoagulante
que deja desprotegido de tromboembolismo al paciente, ambos puede poner en
peligro la vida del paciente 2.

Los anticoagulantes cumarinicos mas utilizados son: la warfarina, el acenocumarol
y fenprocumon, una de las herramientas para mejorar la respuesta a estos
medicamentos es la FarmacogenOmica, donde se puede estimar la dosis
individual 6ptima de cada paciente para alcanzar los efectos terapéuticos y
minimizar los riesgos de sangrado o eventos tromboembodlicos en funcion de las
caracteristicas clinicas y genéticas del paciente 3. Los polimorfismos genéticos
mas utilizados en la farmacogendémica son los que afectan el metabolismo o el
sitio de accion de los cumarinicos, que estan en los genes: CYP2C9, VKORCL1 y
CYP4F2. Hoy en dia, el gen CYP2C9 ha sido ampliamente estudiado, este gen
codifica al citocromo P450 2C9, cuya funcién es metabolizar los cumarinicos.
Existen muchos polimorfismos en este gen gue expresan proteinas con una
actividad metabdlica disminuida o nula, las variantes alélicas mas comunes son
CYP2C9*2 y CYP2C9*3, por lo que los pacientes portadores de estas variantes

geneéticas requieren una menor dosis de acenocumarol y warfarina.

Una caracteristica importante en nuestra poblacion es su reciente mestizaje entre
los grupos Amerindios, Caucéasicos provenientes de Europa y Africanos traidos en
condicion de esclavos en el siglo XVI con la conquista. Debido a esta

particularidad es necesario conocer cuales alelos estan presentes en nuestra



poblacion y su frecuencia, con la finalidad de conocer la asociacion y efectividad
de los medicamentos que se prescriben.

Hasta la fecha, no sé a podido comprender la resistencia de individuos a
anticoagulantes orales como acenocumarol o warfarina desde la perceptiva
genomica; hasta hoy dia, son pocos los trabajos publicados donde se estudia la
resistencia a algun ACO desde una base farmacogendmica, y es inexistente
trabajo alguno de investigacion farmacogenémica que estudie el problema en
poblacién Mexicana-Mestiza

Este estudio se enfoca en identificar la existencia de caracteristicas genéticas que
caractericen a los pacientes Mexicanos-Mestizos que presentan resistencia a
acenocumarol y warfarina. Los pacientes con resistencia a los anticoagulantes de
tipo cumarinico como la warfarina y el acenocumarol requieren una dosis mucho
mas alta, de la que por sus caracteristicas y antecedentes personales deberian,
para alcanzar un INR terapéuticamente estable y asi protegerles contra

complicaciones tromboembodlicas.

Se buscaron variantes genéticas novedosas en el gen CYP2C9 (proteina
encargada del metabolismo de los ACO) que pudieran explicar el por qué de la
resistencia en estos individuos; para esto se realizO secuenciacion capilar por
método de Sanger de la region promotora y codificante del gen CYP2C9. La
técnica de secuenciacion es considerada como el “estandar de oro” para la

deteccién de mutaciones.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO.
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1.1. PROMESAS Y OPORTUNIDADES DE LA FARMACOGENOMICA

on el Proyecto Genoma Humano (1990-2003), se pretendia que el

conocimiento genomico diera lugar a una nueva medicina, enfocada

principalmente a la prevencion, lo que marca el inicio de la era de la
medicina “predictiva e individualizada”.

Basado en el “Dogma Central de la Biologia” (el ADN se transcribe en ARN, el
ARN mensajero se traduce en proteinas, las proteinas participan en procesos
biolégicos) la farmacogendmica toma la premisa de que la informacién genética
del individuo tiene un papel determinante en la respuesta a farmacos y por tanto,
era posible explicar una respuesta farmacolégica a partir de un genotipo 4.

Por lo cual la farmacogenémica surge a partir de la secuenciacion del genoma
humano, para identificar las variaciones genéticas presentes en el DNA de un
paciente, que asociadas con sus caracteristicas personales, como: edad, tipo de
alimentacion, peso, estilo de vida, enfermedades concomitantes, se pueda explicar
la respuesta a un medicamento en particular.

De ahi que una de las promesas de la farmacogenémica es mejorar la eficacia y
seguridad de los medicamentos o farmacos, de una manera individualizada. Es
importante sefalar que los términos farmacogendémica y farmacogenética son
conceptos diferentes pese a que son utilizados por algunos autores como
sinbnimos. La Farmacogenética nace en los afios 50’s y se enfoca en estudiar la
relacion de las variantes genéticas y su asociacion con la respuesta a los
farmacos, mientras que la Farmacogendmica no sélo estudia la asociacion de las
variantes genéticas con la respuesta a farmacos, ya que integra los factores
medioambientales, comorbilidad del paciente, su raza, edad, género, las
interacciones farmacoldgicas que se pudieran presentar, factores nutricionales,
patogénesis y severidad de una enfermedad, que pudieran modificar la
sensibilidad, respuesta y seguridad del farmaco.

Tanto la farmacogenética y la farmacogendmica se enfocan en el estudio de
variantes y la expresion del gen que codifica a las proteinas transportadoras de
farmacos, receptores en donde se une el farmaco (farmacodinamica) o enzimas
responsables del metabolismo (farmacocinética), las cuales se asocian con las
diferentes respuestas que pueden presentar los pacientes a un mismo farmaco.

Lo cual puede proporcionar la informacion necesaria para prescribir el mejor
tratamiento, a la dosis necesaria, que cause menos toxicidad para cada paciente,
con lo que se pueden evitar algunas reacciones adversas causadas por farmacos.

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza | 1
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La variabilidad que se observa en respuesta a los farmacos pueden estar
asociadas a variantes genéticas, conocidos como polimorfismos genéticos, a
través de los cuales se puede explicar las variaciones tanto en cantidad como en
actividad que puede presentar una proteina que participa en la actividad que
realiza el farmaco. 6

1.1.1 LOS POLIMORFISMOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO

Nuestro genoma costa de aproximadamente 30 mil genes, de los cuales
aproximadamente el 10% tiene asociacion con la farmacogenémica ‘. Entre
humanos compartimos el 99.9% de similitud en las letras que forman la secuencia
del ADN o genoma humano; y aun asi, es remarcable la extraordinaria diversidad
en los seres humanos a nivel genético, ya que nuestras diferencias que nos dan
identidad, se deben a la variaciéon de menos del 0.1% del DNA 8. En este sentido,
estas variantes genéticas son las que se estudian en farmacogenética y
farmacogenoémica °.

La forma mas comun de las variantes en el DNA se conoce como “polimorfismos
de un solo nucleétido” o SNP (por sus siglas en inglés, single nucleotide
polymorphisms), los cuales comprenden las sustituciones de una base
nitrogenada en un nucleétido (A, C, G 6 T) por otra letra. Los SNPs pueden
presentarse dentro de los exones, intrones o region promotora de un gen. Los
SNPs dan cuenta aproximadamente del 90% de la variacidbn y se encuentran
dispersos por todo el genoma humano (1 SNP cada 100 a 1000 pares de bases)
que contiene aproximadamente 6.4 millones de pares de bases 1°. Se han
estimado de 10 a 30 millones de SNPs en los humanos, de los cuales menos del
1% codifican un cambio en el aminoéacido de la proteina .

1.1.1.1 Importancia de los SNPs

Los SNPs, son las variantes genéticas que se presentan con una frecuencia
mayor al 1% en una poblacién, algunos son utilizados como biomarcadores
farmacogenomicos, teniendo una mayor utilidad aquellos asociados con alguna
reaccion adversa a medicamentos o efectos adversos a medicamentos (RAM).

Una reaccion adversa a un medicamento se define como: cualquier reaccion
nociva no intencionada que se presenta a la dosis que normalmente se usa en el
ser humano para profilaxis, diagndéstico o tratamiento o para modificar funciones
fisioldgicas.

2
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En el tratamiento con anticoagulantes orales de origen cumarinico, se pretende
determinar la dosis Optima para alcanzar los niveles terapéuticos e identificar a los
pacientes que pudieran estar en riesgo elevado de experimentar alguna RAM, y
asi mismo, determinar mejor los enfoques terapéuticos en estos pacientes * 1112,

Diversos estudios han reportado que la variabilidad en respuestas a un farmaco se
debe a diferencias interétnicas entre las personas, por la diferencia de frecuencias
alélicas de polimorfismos funcionales relacionados con la absorcion, distribucion,
metabolismo, y excrecion de farmacos, asi como sus blancos terapéuticos. 3

Pese a las bondades que la farmacogenomica puede ofrecer, entre las razones
por las cuales la implementacion clinica de la informacién farmacogendmica ha
sido minima hasta ahora, se encuentran: la resistencia del médico para abandonar
la estrategia de “ensayo y error”, su inexperiencia para elegir el farmacos correcto,
o simplemente su ignorancia para ajustar dosis con base al perfil genético del
paciente. Es preciso admitir que existen una gran cantidad de medicamentos con
una ventana terapéutica amplia lo que se traduce en un margen de seguridad mas
grande, con efectos terapéuticos facilmente medibles a través de pruebas o
herramientas de laboratorios que son sencillos y que ante un evento inesperado o
una falla terapéutica, en muchos casos, existe la opcion de recurrir a
medicamentos alternativos, sin mayores secuelas para el paciente; en tales
circunstancias las pruebas farmacogenéticas y farmacogenémica no ofrecen un
costo-beneficio que justifique su utilidad. En contraste, la terapia anticoagulante
con ACOs puede tener mayores ventajas, integrando estudios genéticos, donde
ciertos SNPs pueden ser Utiles en la prediccién de dosis, pudiendo evitar efectos
adversos que pueden poner en peligro la vida del paciente.

1.1.2 FARMACOGENOMICA EN MEXICO

En los ultimos 10 afios, México se ha comprometido con el desarrollo de una
infraestructura humana y tecnolégica, con un especial énfasis en el desarrollo de
una plataforma nacional de medicina genémica para mejorar el cuidado de la
salud de los mexicanos 4. Es asi como nace el Instituto Nacional de Medicina
Genoémica (INMEGEN) en el 2004 5.

El objetivo de la investigacion gendmica en nuestro pais, es contribuir al cuidado
de la salud de los mexicanos a través del desarrollo de proyectos de investigacion
cientifica con tecnologia de vanguardia, formacion de recursos humanos de
excelencia y generacion de aplicaciones gendmicas para mejorar la atencion de la
salud, con apego a principios éticos universales y de respeto a los Derechos
Humanos.

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza | 3
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Al igual que otras poblaciones latinas, los mexicanos constituyen una poblacion
mestiza de reciente formacidon conformada principalmente por origenes
ancestrales Amerindio y Europeos y en menor proporcion Africano y Asiatico, lo
cual representa diversos y serios desafios para los estudios genéticos, pero
también representan un poderoso recurso para el andlisis de las bases genéticas
de enfermedades complejas.

Estudios recientes en poblaciones latinoamericanas han demostrado la existencia
de patrones de contribucién ancestral diferenciales entre e intra grupos, que
correlacionan con la densidad poblacional indigena antes de la conquista de
América y con los patrones de crecimiento demografico actuales en dichas
regiones 16 17-18,

El conocimiento de la frecuencia de las variantes genéticas, a través de la
investigaciébn gendmica, dara lugar a aplicaciones predictivas y con tratamientos
mas efectivos, que ayudaria a reducir el costo en la atenciéon de los pacientes. A
través de este nuevo enfoque en la gendémica poblacional, se pretende predecir la
susceptibilidad de los individuos a desarrollar alguna enfermedad, implementar
estrategias preventivas, encontrar blancos terapéuticos especificos, asi como
individualizar los tratamientos farmacologicos, basadas en las necesidades
clinicas y las caracteristicas genéticas de las poblaciones.

La promesa de la farmacogenética y la farmacogendmica es: convertirse en un
instrumento que contribuya a identificar el farmaco adecuado, a la dosis adecuada,
en el individuo adecuado, y unicamente se ird logrando a medida que se entienda
de qué manera las variantes genomicas se traducen en la asociacion a la
respuesta a los farmacos y éstas a su vez, tengan un impacto clinico que permita
mejorar la relacién de seguridad-eficacia de un farmaco.
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1.2. ANTICOAGULANTES ORALES

n farmaco ideal es aquel que trate y prevenga efectivamente

enfermedades ademas de que no tenga efectos adversos. Sin embargo,

un farmaco es raramente efectivo y totalmente seguro en todos los
pacientes. Una constante de la farmacoterapia es la forma variable en como las
personas responden a los medicamentos. En efecto, siempre que se emplean
farmacos se encuentran individuos que responden de manera esperada, otros con
falla terapéutica y en algunos se presentan efectos indeseables que superan los
beneficios.

Los anticoagulantes cumarinicos mas utilizados son: la warfarina, el acenocumarol
y fenprocumon. La warfarina es el anticoagulante més utilizado a nivel mundial, en
nuestro pais se prescribe en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), asi
como en la préactica clinica privada, el acenocumarol es el anticoagulante mas
utilizado en Europa, Argentina, Chile, India, Ucrania, Israel, Canada, en nuestro
pais se prescribe en los Institutos Nacionales de Salud y Hospitales de la
Secretaria de Salud *°.

Los anticoagulantes orales de tipo cumarinico son empleados de manera
profilactica en el paciente con el fin protegerlo de eventos tromboembdlicos en
distintas condiciones clinicas y patolégicas como: sindrome coronario agudo,
cardiopatias congénitas, enfermedad tromboembdlica venosa, coagulacién
intravascular diseminada, enfermedad vascular cerebral, trombosis venosa
profunda, embolismo pulmonar, fibrilacion auricular, sindrome antifosfolipidico, en
remplazo de valvulas cardiacas mecanicas y bioldgicas 2 20-21,

Estas patologias antes mencionadas, forman parte del extenso grupo de
Enfermedades Cardiovasculares (ECVs), entendiéndose como todo tipo de
enfermedades relacionadas con el corazon y los vasos sanguineos, las cuales son
la principal causa de muerte en el mundo (40%). En el 2008, en nuestro pais mas
de 87 mil personas fallecieron a causa de alguna ECV, representando esto el 26%
de muertes totales para ese afio 2> 23, Las ECVs con mayor porcentaje de muertes
en México fueron: Enfermedades Isquémicas Cardiacas con 11.1% del total de
muertes, seguido de las Enfermedades Cerebrovasculares (5.6%) y en tercer lugar
las Enfermedades Hipertensivas con 2.9 % de las muertes totales registradas en
el 2008 24,

La anticoagulacion basada en farmacos cumarinicos es definitivamente el
tratamiento de eleccion en nuestro pais debido a que son baratos y son accesibles
para nuestra poblacion. Estos farmacos tienen un estrecho intervalo terapéutico
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debido a la gran sensibilidad al farmaco, producto de la variabilidad interindividual
del paciente. Algunos de ellos no alcanzan los niveles terapéuticos, otros tienen
una respuesta excesiva (niveles supraterapéuticos) que incrementa el riesgo de
efecto adverso de hemorragia, especialmente en las primeras semanas de iniciada
la terapia. El tratamiento con cumarinicos esta asociado al incremento en la
incidencia de hemorragia, la cual es una complicacion reconocida que afecta
aproximadamente el 1% de los pacientes y cerca de la mitad de esos pacientes
mueren anualmente debido a complicaciones hemorragicas 2°.

Es por esto, que existe la necesidad de vigilar el efecto terapéutico mediante
pruebas de laboratorio para establecer la eficacia y seguridad en el tratamiento
anticoagulante. El método de referencia es la prueba de Tiempo de Protrombina
(TP) en plasma pobre en plaquetas con citrato de sodio, que expresado en el
sistema INR propuesto por la Organizacion Mundial para la Salud (OMS) hace
mas de 20 afios, permite evaluar la eficacia del tratamiento de los anticoagulantes
cumarinicos L.

La expectativa anual de hemorragias durante terapias a largo plazo con
anticoagulantes cumarinicos es de 2% - 5% para hemorragias graves, 0.5% - 1%
para hemorragias fatales, y 0.2% - 0.4% para hemorragias intracraneales;
convirtiéndose en una de las principales causas de emergencias médicas por
reaccion adversa a estos farmacos 2.

1.2.1 ASPECTOS QUIMICOS DE LOS ANTICOAGULANTES CUMARINICOS

La warfarina fue la primer cumarina sintetizada en 1948 y desde 1953 comenzoé a
ser prescrita para el mantenimiento de un estado de anticoagulacion prolongado
en tratamientos a largo plazo. La estructura minima necesaria para la actividad
anticoagulante, es el esqueleto 4-hidroxicumarina con un subsiguiente carbono
no-polar en la posicién 3’ (fig.1.1) 26.

La sintesis de estos compuestos origina productos racémicos, por lo que los
preparados de tales anticoagulantes en el mercado son ofrecidos como un
racemato, es decir una mezcla de cada enantiomero y cabe mencionar que no se
han identificado ventajas para administrar solo un enantimero. Los enantiomeros
(R)- y (S)- de los anticoagulantes de tipo cumarinico difieren entre si tanto en
actividad y potencia anticoagulante, metabolismo, eliminacion e interacciones con
otros medicamentos. 26-27



[Identificacién de Mutaciones en CYP2C9 Asociadas a resistencia de ACO] TESIS LICENCIATURA

(R.S)-Warfarina (R,S)-Fenprocumon

(R.S)-Acenocumarol 4-Hidroxicumarina

* Carbono quiral

HAEWE Anticoagulantes 4-hidroxicumarinicos mas empleados. Comparten estructura 4-
hidroxicumarina y difieren en el sustituyente en posicion 3. La warfarina es el mas utilizado a nivel
mundial y el mejor documentado.
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1.2.2 FARMACOLOGIA DE LOS ANTICOAGULANTE CUMARINICOS ORALES

Los anticoagulantes de tipo cumarinico, como el acenocumarol y la warfarina
inhiben el ciclo de la vitamina K de su forma oxidada a reducida, o que genera
gue se disminuya la forma reducida de la vitamina K (KH2). Como la vitamina K
reducida es un cofactor para la carboxilacion de los residuos de glutamato en la
region N-terminal de los factores de coagulacion, la catélisis de dicha reaccion
post-ribosdmica se ve limitada, esto afecta su funcionalidad en la coagulacion (fig.
1.2 y 1.3). Aun y cuando los anticoagulantes cumarinicos inducen la sintesis
defectuosa de todas las proteinas y factores de coagulacion dependientes de la
vitamina K, su mecanismo de accidon se debe principalmente a la disminucién de
los niveles plasmaticos de protrombina funcional y, a la disminucion de la cantidad
de trombina, que se puede unir a la fibrina, lo que reduce la trombogenicidad de
los coagulos.

Tanto el acenocumarol como la warfarina son rapidamente absorbidos después de
su administracion oral, aproximadamente un 99% se une a proteinas
principalmente a albumina, la mayoria de sus metabolitos son excretados por la
orina, solo en el caso de la warfarina algunos de sus metabolitos son excretados
por la bilis.

|[=HN—-CH-CO-| [=HN-CH-CO-] [—HN-CH-CO- |
] | l
Cle CH, CH,
Higado CH Higado Sangre /K
| (Vitamina K)  -----. O ©
COOH 'HOOC: COOH 00C COO
Ca® Ca?*

Activacién de los factores mediante y-carboxilacion. La vitamina K es necesaria para
dar funcionalidad a los factores de coagulacidn sintetizados en el higado, catalizando la adhesién de un
grupo -COOH (carboxilo) extra al carbono en posicién Y de los residuos de 4cido glutdmico en el extremo
N-terminal de la cadena polipeptidica de los factores Il, VII, IX y X; a esto se le denomina y-carboxilacidn.
Esta modificacidn postribosémica permite la unién a Ca?*, el cual es esencial para el enlace del factor a la
superficie acida de los fosfolipidos expuestos por las plaquetas y el endotelio vascular 27,
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y-Glutamil Carboxilasa
(GGCX)
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Yitamina K 2.3-Epoxido
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CHs
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b Vitamina K epdxido
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Ciclo de la vitamina K y accion de los VKAs. Las 4-hidroxicumarinas inhiben la enzima
VKORC1 involucrada en la regeneracion de la forma reducida de la vitamina K, necesaria como coenzima
de GGCX en la y-carboxilacion de factores no funcionales (prozimdgenos) a factores funcionales
(zimbégenos). Esto detiene indirectamente la produccion de las formas funcionales biolégicamente de los
factores de coagulacién II, VII, IX, X, asi como las proteinas anticoagulantes C, Sy Z 354,
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1.2.3 EFECTOS ADVERSOS DE LOS ACOs

Farmacos como los Anticoagulantes orales (ACO) cumarinicos son sometidos a
ajuste de dosis a priori de acuerdo con caracteristicas clinicas del paciente y
ajustes a posteriori, con base en la respuesta del paciente. Esta estrategia de
‘ensayo y error” puede entrafiar riesgos en la seguridad del paciente, en base a un
ajuste empirico de las dosis. A pesar del extenso uso por mas de seis décadas, la
terapia con cumarinicos continda siendo muy desafiante debido a la seguridad y
efectividad de la dosis que debe ser determinada durante los primeros meses y
segundo, el mantenimiento de dosis debe ser ajustada por cambios en los
pacientes como peso, dieta, estado de enfermedad y, uso concomitante con algun
otro medicamento. La gran cantidad de factores que interactian con los ACOs
ocasionan su estrecho indice terapéutico, haciendo complicada la estabilizacion
de dosis en el paciente, eso se traduce en malos resultados en la terapia que van
desde la subcoagulacion (incrementando el riesgo de trombosis) a la
sobrecoagulacién (incrementando el riesgo de serias y fatales hemorragias) 2-2°.
En el 2011 la warfarina fue el farmaco nimero 1 en producir hospitalizaciones
debido a RAMs 20,

La eficacia y seguridad en la dosificacion de ACOs necesita ser determinada en
cada paciente gque inicia en tratamiento con anticoagulantes cumarinicos mediante
pruebas de laboratorio que permitan llegar a una terapia Optima sin presentar
efectos adversos. El método para determinar la eficacia de los cumarinicos es la
prueba de Tiempo de Protrombina (TP) en plasma pobre de plaqueta con citrato
de sodio como anticoagulante, expresado en el sistema INR (International
Normalized Ratio) propuesto por la Organizacion Mundial para la Salud (OMS)
hace mas de 20 afios. El nivel optimo del INR terapéutico depende de la
enfermedad que padece. Para los pacientes en los que desea prevenir eventos de
trombosis venosa profunda y en cirugia de alto riesgo trombatico el INR debe ser
de 2.0 a 2.5; para los pacientes en tratamiento de trombosis venosa profunda,
embolia pulmonar y cirugia de cadera se deben anticoagular entre 2.0 y 3.0 de
INR; para los pacientes con trombosis venosa recurrente, embolia pulmonar,
prétesis valvular cardiaca, infarto del miocardio, oclusién arterial distal e injertos
arteriales se debe manejar un INR de 3.0 a 4.5. El riesgo de hemorragia es
particularmente elevado cuando el INR es igual o mayor a 4.5, particularmente en
los primeros 90 dias de tratamiento 2 1.

En estas circunstancias es deseable incorporar en la practica médica, nuevas
estrategias que contemplen variables (clinicas y genéticas) que aumenten el valor
predictivo de dosis que requiere el paciente, para identificar a aquellos que se
beneficiaran o no del tratamiento farmacoldgico.
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1.3. FARMACOGENOMICA DE LOS ACOs

ctualmente la dosis de los cumarinicos es determinada de acuerdo a las

caracteristicas clinicas de cada paciente y en base al resultado de INR

(obtenido dias después de iniciado el tratamiento), en ese momento se
puede realizar un ajuste en la dosis, hasta obtener el INR terapéutico 6ptimo en
cada paciente.

La farmacogendmica es una herramienta en el tratamiento con anticoagulantes
cumarinicos que puede estimar la dosis inicial mas cercana a la optima en cada
paciente, para que logre el nivel terapéutico optimo y minimice los riesgos de
sangrado. La dosis inicial de cada paciente se calcula en funcién al genotipo del
paciente con polimorfismos genéticos que estan asociados al metabolismo o el
sitio de accion del farmaco, en conjunto con sus caracteristicas clinicas, estadio de
la enfermedad, enfermedades concomitantes y otros medicamentos prescritos.
Las variantes genéticas de cada paciente, que estan asociados o que afecta a la
respuesta de un farmaco, no cambiara durante toda la vida del paciente, s6lo en
caso de trasplante de 6rganos o tejidos 0 en caso de transfusion de sangre.

Se han asociado variantes en los genes que codifican al citocromo P450 2C9 y en
la subunidad 1 del complejo de la vitamina K epdxido reductasa que pueden
afectar la respuesta tanto a acenocumarol como de la warfarina. Los SNPs
presentes en el gen del citocromo P450 2C9 (CYP2C9) afectan la actividad de la
principal proteina involucrada en el metabolismo de estos farmacos. Por otra parte
el gen que codifica la subunidad 1 del complejo de la vitamina K epdxido
reductasa (VKORC1) es sitio blanco de los cumarinicos influyendo en la
farmacocinética y farmacodinamica respectivamente; los SNPs en VKORCL1 estan
asociados con la sensibilidad a los ACOs, mientras que los polimorfismos en
CYP2C9 se asocian en el tiempo que puede tardar un paciente en lograr el nivel
terapéutico con la dosis que requiere. Los genes CYP2C9 y VKORC1 tienen una
influencia de aproximadamente un 40% de la variabilidad en los requerimientos de
dosis de los cumarinicos 3.

Existe una nomenclatura para referir a genes, variantes genéticas o alelos y
productos proteicos codificados. Por convencion cuando se hace referencia al gen
gue codifica la enzima se emplea la misma nominacién proteica (CYP2C9) pero
en letra italica (CYP2C9). Cada una de las variantes o alelos del gen se
representan con un numero separado por un asterisco del correspondiente gen;
por ejemplo los alelos CYP2C9*3 y CYP2C9*2.
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1.3.1 GEN CYP2C9

A mediados del siglo pasado se descubrieron cumulos de pigmentos en los
hepatocitos, los cuales absorben luz a 450 nm, por lo que se les denomino
citocromos P450 (CYP), luego se esclarecio que tales pigmentos correspondian a
un enorme grupo de enzimas localizadas en la fraccion microsomica (membranas
del reticulo endoplasmico liso) de los hepatocitos. Todas las enzimas tienen una
naturaleza hemoprotéica y comparten similitudes estructurales entre si, por la cual
fueron clasificadas como una superfamilia, y tienen como funcion el metabolismo
de compuestos exdgenos y endodgenos del organismo.

Las enzimas de la superfamilia CYP450 tienen una clasificacion y nomenclatura
propia. Las enzimas de una misma familia designadas por un namero arabigo
(CYPL1, CYP2) tienen una homologia en la secuencia de aminoacidos no menor de
40%; cada familia se divide en subfamilias (designadas por una letra después del
namero arabigo: CYP1A, CYP3A) cuya homologia es mayor al 77% en su
secuencia de aminoacidos. Cada enzima especifica se designa por un segundo
nimero arabigo (CYP1A2, CYP2C9) #t. En humanos se han descrito al menos 18
familias y 44 subfamilias de enzimas CYP, de las cuales sélo las familias CYP1,
CYP2 y CYP3 tienen importancia en el metabolismo de farmacos33-34,

El metabolismo hepatico de los farmacos mediante CYP P450 involucra la sintesis
de residuos polares en la estructura del farmaco como via principal de eliminacion.
En el 2008 Zanger et al %2 revisaron la ruta de eliminacion de los 200
medicamentos mas vendidos en los EEUU y se encontrd que cerca de 80% de los
farmacos son metabolizados por las familias 1, 2 y 3 del CYP450 y que la mayor
contribucion la hacen las isoenzimas CYP3A4/5 (37%), CYP2C9 (17%), CYP2D6
(15%), CYP2C19 (10%), CYP1A2 (9%), CYP2C8 (6%) y CYP2B6 (4%). Las
enzimas CYP1A2, CYP2C8 y CYP3A4, que carecen de polimorfismos funcionales,
son responsables del metabolismo de la mitad de estos farmacos, mientras la otra
mitad se metaboliza por la ruta de las isoenzimas CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 y
CYP2D6, cuyos genes son ricos en polimorfismos que causan cambios en la
expresion, selectividad o actividad de la enzima, lo que se refleja en la variabilidad
de respuesta a un farmaco sustrato.

1.3.1.1 Enzima CYP2C9

Las enzimas de la subfamilia 2C actlan como monooxigenasas que catalizan el
metabolismo oxidativo de muchos sustratos endobiéticos (hormonas esteroideas
sexuales, derivados de los acidos grasos y vitaminas) y xenobidticos (farmacos,
contaminantes y carcindgenos). Después de la enzima CYP3A4, CYP2C9 es la
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enzima mas predominantemente expresada en el higado humano responsable de
aproximadamente 18% del total del contenido proteico microsomal CYP del higado
humano 333,

La actividad de CYP2C9 frente a farmacos es la de transformarlos a metabolitos
inactivos mediante hidroxilaciébn, para posteriormente ser excretados
principalmente por orina. Los sustratos de CYP2C9 son moléculas débilmente
acidas con un aceptor de enlace de hidrogeno. Actualmente mas de 100 farmacos
han sido identificados como sustratos de CYP2C9, lo que corresponde del 10% al
20% de los farmacos prescritos actualmente. CYP2C9 metaboliza todos los
antagonistas de vitamina K, casi todas las sulfonilureas orales, farmacos
hipoglucemiantes, la mayoria de los farmacos antiinflamatorios no esteroideos, y
muchos antagonistas del receptor de la angiotensina 32 34 36,

1.3.1.2 Metabolismo de los ACOs

La warfarina es un medicamento que se presenta como racemato, la (S)-warfarina
es tres veces mas potente que la (R)-warfarina. El enantiomero (S)- en la
warfarina es el responsable principal del efecto anticoagulante. La warfarina por
via oral se absorbe por completo, en plasma se une a la albumina en un 99%, en
el higado se absorbe como warfarina libre, donde ejerce su efecto anticoagulante,
su metabolismo se realiza por varias enzimas del citocromo P450 2.

Sin embargo, desde un punto de vista clinico, la (R)-warfarina es mas activa como
anticoagulante, debido a que la (S)-warfarina es metabolizada por el citocromo
P450 2C9 en el primer paso y de forma muy eficiente, convirtiéndolo en 6 -y 7 —
hidroxi-warfarina que se excreta en la bilis; a diferencia de la (R)-warfarina que se
metaboliza por CYP1Al, CYP1A2 y CYP3A4 en un metabolito tipo alcohol que es
inactivo y se excreta por la orina 34,

Los pacientes con un alelo *2 o *3 del CYP2C9, tienen un metabolismo disminuido
para eliminar al enantiomero mas activo que es la (S)-warfarina, comparados con
los pacientes que no poseen ningun alelo variante (CYP2C9 *1/*1), por lo que la
eliminacién del metabolito activo de (S)-warfarina, es 3 veces menor para los
portadores de un genotipo CYP2C9 *1/*3 y 10 veces menor en los portadores de
CYP2C9 *3/*3. Por lo que los pacientes portadores de los alelos *2 y *3 del
CYP2C9 se han asociado con un aumento en la respuesta a la warfarina.

Al igual que (S)-warfarina, en el acenocumarol, el enantiomero (S)- es mas potente
gue el (R)-acenocumarol y es metabolizado por CYP2C9. Las enzimas CYP1A2,
3A4, 2C9 y 2C19 metabolizan (R)-acenocumarol, pero una diferencia entre la
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farmacocinética de warfarina y acenocumarol es que (S)- y (R)-warfarina tiene una
vida media de aproximadamente 32 y 43 horas, mientras que (S)- y (R)-
acenocumarol tienen una vida media de 2 y 8 horas, por lo que el (R)-
acenocumarol es en gran parte responsable de la respuesta anticoagulante,
debido a la vida media tan corta del (S)-acenocumarol 37-39,

Los pacientes con un alelo variante CYP2C9 tienen un mayor riesgo de presentar
una sobrecoagulacion al inicio de la terapia, es curioso que los pacientes que
poseen CYP2C9 *3, requieren una menor dosis de mantenimiento de
acenocumarol, pero no sucede lo mismo con los pacientes con CYP2C9 *2. La
eliminacion del (S)-acenocumarol en un paciente con un alelo *3 del CYP2C9 es
mas de 15 veces menor que un paciente sin alelos variantes (CYP2C9 *1/*1), lo
gue hace que la vida media se prolongue en estos pacientes (CYP2C9 *1/*3). Por
lo que el efecto del genotipo de CYP2C9, se traduce en el tiempo necesario para
lograr la estabilidad de la terapia con acenocumarol y warfarina 38 39,

Por lo tanto la farmacocinética de warfarina y acenocumarol por el CYP2C9 se
considera un ejemplo clasico de la farmacogenética, donde las dos variantes que
han demostrado tener mas implicaciones clinicas para su dosificacion y la
prevencion de los eventos adversos son CYP2C9 *2 y CYP2C9 *3. Los pacientes
portadores de los alelos *2 y *3 tienen mas probabilidad de necesitar una dosis
mas baja de warfarina y acenocumarol, y requieren un tiempo mas largo para
llegar a un INR estable al iniciar el tratamiento ademas, de que poseen un mayor
riesgo de complicaciones hemorragicas. Ademas de estos dos alelos, se ha
demostrado que los alelos *4, *5 y *11 también afectan la eliminacién de los
anticoagulantes cumarinicos.

1.3.1.3 Polimorfismos en CYP2C9

De los 57 genes que conforman todo el sistema citocromo P450 en los humanos
40 aproximadamente media docena de genes que codifican para alguna enzima
CYP son polimorficos, ocasionando las principales determinantes en la variabilidad
interindividual en la farmacocinética y respuesta a los farmacos, por lo que son
responsables (en parte) de las principales RAMs que se presentan por warfarina,
acenocumarol o fenprocumon 2. El gen que codifica para CYP2C9 es rico en
polimorfismos, estas variantes genéticas (SNPs) pueden ser causa de una
marcada variabilidad interindividual en la expresion, selectividad y actividad
catalitica de la proteina; lo que puede resultar en una baja proteccion
antitromboembdlica o en complicaciones hemorragicas, produciendo el fracaso
terapéutico en algunos pacientes; CYP2C9 explica solo el 17% de la varianza en
la dosis en warfarina 3.
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Ciclo oxidativo del esqueleto cumarinico por CYP2C9. Para la oxidacion de los (S)-
enantiomeros en los microsomas, se requiere de las enzimas CYP2C9 y P450-reductasa, ademas de O:
(oxigeno molecular). En pocas palabras, la enzima CYP oxidada [Fe3*] se combina con el (S)-sustrato para
formar un complejo binario. El NADPH dona 1e" a la flavoproteina P450 reductasa, la cual a su vez, reduce
el complejo oxidado de CYP-cumarina. Se introduce un segundo e” procedente del NADPH a través de la
misma P450 reductasa, lo que permite reducir el O2y formar un complejo de oxigeno “activado”-CYP-
cumarina. Este complejo a su vez transfiere el oxigeno activado al farmaco sustrato para formar el
producto cumarinico oxidado. Las enzimas CYP se encuentran adosadas a la estructura membranosa del
reticulo. Utilizan una molécula de Oz, pero sélo emplean un atomo para la oxidaciéon del sustrato
(monooxigenasas) mientras que el otro sera reducido para formar agua.
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El alelo conocido como CYP2C9*1 es denotado como el alelo ancestral, alelo
silvestre o wild type y es el mas comun entre todos los grupos étnicos estudiados,
por lo que es considerado el alelo de referencia. El gen CYP2C9 presenta
numerosos SNPs principalmente en la region promotora y codificante del gen, se
han descrito hasta la fecha mas de 58 SNPs que producen una alteracion en la
funcionalidad de la proteina expresada, CYP2C9*2 y CYP2C9*3 son las variantes
alélicas mas comunes, en ellas la simple sustitucién de una base en la regién
codificante produce la expresién de proteinas no sindénimas que son asociadas
con disminucion en la actividad catalitica, por lo que la eliminacién de los ACOs se
ve profundamente reducida entre pacientes portadores, por tal razon, requieren de
dosis menores para evitar el riesgo de hemorragias. Las diferencias interétnicas
pueden ser responsables de respuesta de un medicamento entre grupos étnicos
por las diferencias en la frecuencia alélica entre los grupos como Africanos,
Asiaticos, Caucasicos y Mestizos (como nuestra poblacién) 36 41,

CYP2C9 (10g24)
*2 *6 3 *4 *5
R1114C 818delA I350L 13597  D360E

+H——"—H

H'ANM Gen CYP2C9 y SNPs de relevancia. El esquema muestra la distribucién de los exones
del gen, asi como posicion de las variantes alélicas *2 y *3 que son las de mayor importancia clinica.

Cuadro 1.1. Caracteristicas de gen CYP2C9

Ubicacion 10g24.1 Longitud Proteina 490 aminoacidos

Longitud gen 55 734 pb Longitud RNAm 1876 pb

Cuadro 1.2. Frecuencia de variantes alélicas CYP2C9

Alelo Frecuencia Alélica
Africanos Asiaticos Caucasicos Mestizos Mexicanos
CYP2C9*2 4% 0% 11% 5.1%
CYP2C9*3 2% 39 7% 3.9%

Fuentes: Kircheiner et al (34) y Castelan-Martinez et al (42).
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Cuadro 1.3. Longitud de exones y SNPs reportador en el gen CYP2C9

Exén Longitud pb # SNP reportados

1 193 4

2 163 13

3 150 89

4 161 142

5 177 4

6 142 6

7 188 112

8 142 6

9 545 32

Cuadro 1.4. Variaciones en el gen CYP2C9
Localizacién
Variante
R. promotora R. codificante R. intrénica Region UTR-3’

Sustitucidn 548 399 15 6
Delecion 11 2 0 1

Fuentes: The Human Cytochrome P450 Allele Nomenclature Committee (41) y Mendalian genes/Cytochrome P450 (43)

Cuadro 1.5. Variantes alélicas en CYP2C9

Alelo Ei:::(i’)ct,i:(e) NCBIr:: SNP Localizacién Varia,c.i én con?;::;zzdcon
protéica CYP*1/*1

CYP2C9*2 430C>T rs1799853 Exdn 3 Arg144Cys Decrece
CYP2C9*3 1075A>C rs1057910 Exon 7 lle359Leu Decrece
CYP2C9*4 1076T>C rs56165452 Exon 7 lle359Thr -
CYP2C9*5  1080C>G  rs28371686 Exon 7 Asp360Glu Decrece
CYP2C9*6 818delA rs9332131 Exon 5 Alelo nulo No tiene actividad
CYP2C9*7 55C>A rs67807361 Exdn 1 Leul9lle -
CYP2C9*8 449G>A rs7900194 Exon 3 Arg150His Decrece

Fuente: The Human Cytochrome P450 Allele Nomenclature Committee (41), Kircheiner et al (34) y Kircheiner et al (36)
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CYP2C9*2

La variable alélica CYP2C9*2 se debe a una transversion de citocina por timina en
el nucledtido 430; lo que codifica la sustitucion de arginina por cisteina en el
residuo de aminoacido 144. La sustitucion de aminoacidos no se encuentra
localizada en ninguno de los 6 sitios SRS (sitio de reconocimiento de sustrato)
conocidos del centro activo de la proteina, por lo que no esta asociado con la
disminucion en la capacidad de union de los sustratos cumarinicos como
CYP2C9*3. Sin en cambio, la variante *2 juega un rol en la interaccion de CYP2C9
con la enzima CYP-reductasa para oxidar el farmaco sustrato, por lo que la tasa
maximo de metabolismo (V max) es reducido al 40% frente al alelo ancestral 4°. La
frecuencia de CYP2C9*2 es mucho mayor en poblacién Europea y del 0% en
poblaciones Asiaticas (tabla 1.5) 4.

CYP2C9*3

La variable alélica CYP2C9*3 se produce por la transversion de adenina por
citocina en el nucleétido 1075, esto se traduce en la sustitucion de leucina por
isoleucina en el amino acido 359. Esta variacion esta localizada en proximidad al
centro activo de la enzima (asi como las variaciones *4 y *5) conocido como 5-
SRS (sitio 5 de reconocimiento de sustrato), lo cual causa una disminucién en la
capacidad de union al sustrato cumarinico, asi como disminuciéon de acceso al
centro catalitico. Esto ocasiona que la capacidad metabdlica de CYP2C9*3 sea de
3-11%, con respecto al alelo *1. Principalmente portadores del genotipo *3/*3,
tienen riesgo mas elevado de experimentar una severa hemorragia durante el
tratamiento con ACQOs 34 40,45,

CYP2C9*5

El alelo *5 es una transversion en el nucleétido 1080 (ex6n 7) que se da por el
cambio de la base pirimidica citosina y por una guanina, una base de purina; esto
produce el cambio de &cido aspéartico por acido glutdmico en la posicién 360 de la
proteina, lo que traen la consecuente alteracion de la funcionalidad protéica. Los
portadores del alelo CYP2C9*5 tienen una efectividad catalitica reducida, por lo
que eliminan farmacos sustratos de una manera mas lenta en comparacion con
las personas que expresan la proteina wild type. Ha sido identificada entre
Africanos Americanos “°.
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CYP2C9*6

La variable alélica CYP2C9 *6 es un polimorfismo nulo derivado de la delecion de
una base de adenina en el nucleétido 818, con lo que resulta en un coddén de
“Stop” temprano y la produccion truncada e inactiva de la proteina CYP2C9. Este
hallazgo indic6 que la ausencia de la actividad CYP2C9 es compatible con la vida.
Se ha descubierto en poblaciones Africanas principalmente, y ya ha sido reportado
en Mexicanos 4748,

1.3.2 OTROS GENES ASOCIADOS A LA RESPUESTA DE ACOs

1.3.2.1 VKORC1

El gen VKORC1 codifica el principal componente sensible a los ACOs, la
subunidad 1 del complejo de la vitamina K epoxido reductasa (VKORC1), un
sistema de enzima multicomponente lipido-proteina localizado en la membrana del
reticulo endoplasmico del hepatocito estd asociado a la variabilidad en los
requerimientos de dosis 3% 4%, SNPs en VKORC1 alteran los niveles de expresion y
funcionalidad de la enzima codificada, afectando los requerimientos de
cumarinicos, los cuales ejercen su efecto farmacodindmicos por inhibicion de
dicha enzima . El efecto de las variantes alélicas es relativamente similar para
los 3 cumarinicos mas empleados. El genotipo VKORC1 explica el 23% de la
varianza en la respuesta de la terapia anticoagulante con cumarinas 3'.

En el 2005 Rieder et al.>! identificaron 5 principales haplotipos que podrian estar
evolutivamente conformados en 2 grupos principales: uno de requerimientos de
dosis baja conocido como haplotipo del Grupo A (H1, H2) , y uno de requerimiento
de altas dosis conocido como haplotipo del Grupo B (H7, H8, H9). Demostraron
que ciertos haplotipos en el gen VKORC1 serian Utiles en la estratificacion de
pacientes en grupos segun el requerimiento de ACO en: bajas, intermedias y alta
dosis; ayudando a explicar la asociacion entre origen ancestral de alelos y la dosis
en un paciente. La dosis en el grupo A se debe a una reduccién en la expresion
del mRNA, mientras que en el grupo B existe incremento en la expresion de
MRNA. La variante alélica -1639G>A ha sido propuesta para imputar el grupo que
pueden ayudar a predecir el requerimiento de dosis de anticoagulantes orales
cumarinicos en cada paciente 4950 52,
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Cuadro 1.6. Variantes alélicas en VKORC1

Cambio de Nombre o NCBI dbSNP  Variante presente en .
‘o s Localizacion . Fenotipo
nucleétido  sinénimo rst Haplotipo
-1639G>A 3673G>A Promotor rs9923231 H3, H4, H6, H7, H8, HO Dosis baja
1137C>T 6484C>T Intrén 1 rs9934438 H3, H4, H6, H7, H8, HO Dosis baja
3730G>A 9041GA 3-UTR rs7294 H7 H8 Dosis alta

Fuente: NCBI/Gene (53) y Pharm GKB (39)

1.3.2.2 CYP4F2

Recientemente se descubrid el gen que codifica la isoenzima CYP4F2, la cual se
encarga del metabolismo de la vitamina K; demostrando asi mismo un impacto en
los requerimientos de una dosis estable en los anticoagulantes orales. La variante
genética CYP24F2 V433M (rs2108622; Val433Met, 1347 C>T) resulta en una
capacidad decrecida del metabolismo de la vitamina K, resultando en un
incremento en los requerimientos de dosis estable °.

El SNP V433M ha sido agregado a la breve lista de genes con un efecto clinico
relevante en los requerimientos de warfarina y acenocumarol, aunque el
mecanismo de su efecto es actualmente investigado. El efecto del polimorfismo
V433M puede ser solo clinicamente evidente cuando los pacientes necesitan de
dosis altas de ACO, la variante incrementa el promedio de dosis en homocigotos
al compararse con homocigotos portadores de alelo salvaje. Este SNP da cuenta
de ~1 mg/dia de diferencia en los requerimiento de dosis entre pacientes con
genotipo T/T y portadores C/C %4,
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1.3.3 FACTORES CLINICOS ASOCIADOS A LA DOSIS DE ACOs

La sensibilidad a los ACO es un rasgo multifactorial dependiente de factores
clinicos como: el peso, altura, edad, indice de masa corporal, factores
nutricionales, uso concomitante de farmacos, enfermedades asociadas, medio
ambiente, estado de fumador, consumo de alcohol y que junto con los factores
genéticos contribuyen al requerimiento de dosis en un individuo, asi como al
riesgo de ineficacia o adversidad en la terapia anticoagulante .

1.3.3.1 Edad

La edad avanzada ha demostrado incrementar los riesgos de sangrado. Pacientes
de edad avanzada tienen aproximadamente 5 veces mas incidentes de
hemorragias graves y fatales con ACOs. Los pacientes de edad avanzada estan
en un mayor riesgo de hemorragia debido principalmente a que su requerimiento
de dosis de anticoagulante es menor, ya que tienen una depuracion metabdlica
reducida. Adicionalmente, tienen una alta prevalencia de condiciones comorbidas
y, un probable consumo de medicamentos que interactian farmacol6gicamente
con los cumarinicos 2 %8,

1.3.3.2 Condiciones comodrbidas

La presencia de comorbilidades representa otro factor potencial en el incremento
de riesgo a hemorragia durante la terapia con ACO. La insuficiencia cardiaca,
hepatica o renal, el abuso de etanol, cancer, conteo/funcién reducido de
plaquetas, hipertension sin controlar, anemia, y diabetes, entre otras
enfermedades, han sido asociadas con riesgo de una hemorragia peligrosa al
estar en tratamiento con anticoagulantes orales 2 °7.

1.3.3.3 Co-medicacion

Entre los medicamentos concomitantes que frecuentemente son consumidos por
pacientes en terapia con ACO son los agentes antiplaquetarios como la aspirina o
clopidogrel, debido al efecto inhibitorio adicional en el sistema de anticoagulacion,
provocando un mayor riesgo de una hemorragia severa. Otros medicamentos que
potencian el efectos de los anticoagulantes cumarinicos son los antibidticos
(cotrimoxazol, eritromicina, isoniazida, metronidazol y miconazol), medicamentos
utilizados en padecimientos cardiacos (amiodarona, clofibrato, propafenona,
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propranolol y sulfinpirazona), la fenilbutazona, piroxicam, cimetidina, omeprazol y
rifampicina. Algunos medicamentos que inhiben la actividad de los anticoagulantes
cumarinicos son: alopurinol, fluoroquinolonas, barbitaricos, AINES, griseofulvina,
nafcilina, carbamazepina, clordiazepoxido, colestiramina sulfametoxazol vy
fluconazol .

1.3.3.4 Factores nutricionales

Los alimentos de hojas verdes ricos en vitamina K tales como: la espinaca, la col
rizada, la lechuga, aguacate, pueden modificar la actividad del acenocumarol y
warfarina, por lo que su consumo debe ser establecido, sin necesidad de
eliminarlos de la dieta del paciente. Alimentos que contienen coenzima Q, Gingko
biloba y vitamina E pueden influir también en el efecto de los cumarinicos. El
consumo excesivo de suplementos alimenticios puede resultar en valores
fluctuantes de INR. ElI consumo excesivo de alcohol conduce a disfuncién hepatica
con lo que puede incrementar el efecto de ACOs al disminuir el metabolismo
hepatico 8.

1.3.3.5 Otros

Personas con mayor area de superficie corporal o indice de masa corporal
requieren mayor dosis de anticoagulante cumarinico. Se ha encontrado que
personas con género femenino estdn asociadas con un mayor riesgo de
hemorragia durante la terapia anticoagulante con cumarinicos o también llamados
antagonistas de la vitamina K (VKAs) 2 5°.
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1.4. RESISTENCIA A ANTICOAGULANTES ORALES

lgunos pacientes necesitan de dosis mayores a las esperadas para lograr
Aun INR dentro de rango terapéutico. Son raros los casos de resistencia a

cumarinicos y, hasta la fecha no se han podido disefar herramientas para
la identificacion de pacientes que requieren de dosis elevadas de warfarina o
acenocumarol para lograr un efecto terapéutico estable.

1.4.1 ¢QUE ES LA RESISTENCIA A LOS ACOs?

La resistencia a los anticoagulantes cumarinicos ha sido descrita como la
inhabilidad de prolongar el tiempo de protrombina o elevar la relacion normalizada
internacional dentro de un rango terapéutico, cuando el farmaco es dado en dosis
prescritas normales. Sin embargo, un alto requerimiento de dosis de
acenocumarol o warfarina no establece por si mismo el diagnostico de resistencia
a ACOs. La prevalencia de resistencia a los cumarinicos varia por poblacion de
pacientes y es dificil de determinar. La dificultad radica en gran parte en
contabilizar los factores en la dieta y en definir las variaciones metabdlicas entre
los individuos.

El rango de dosis normal recomendado diaria 0 semanalmente de acenocumarol o
warfarina para mantener en intervalo terapéutico el TP o INR depende de la
poblacion estudiada. Sin embargo pacientes que necesitan dosis de 5 a 20 veces
mayor a la dosis estandar pueden ser considerados resistentes. Para la warfarina
(la mas estudiada) se ha definido un valor de dosis particular para considerar a un
paciente con resistencia, estd es de 105 mg por semana (15 mg/dia, siendo la
dosis de mantenimiento diaria normal de 2-10 mg/dia ©°.
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1.4.2 ¢CUALES SON LAS CAUSAS DE LA RESISTENCIA?

Se ha postulada que la resistencia heredada es causada por factores genéticos
que dan como resultado, ya sea un rapido metabolismo del farmaco (una forma de
resistencia farmacocinética) o disminucion de la actividad del farmaco (resistencia
farmacodinamica).

Los polimorfismos en VKORC1 y CYP2C9 pueden jugar un rol importante y estar
asociados al incremento en la sensibilidad a warfarina o acenocumarol. Sin
embargo, el mecanismo genético de la resistencia aun no es del todo entendido, a
pesar de varios casos reportados de personas con resistencia heredada
confirmada por patrones similares de resistencia en miembros de la familia
inmediata del individuo. Mas de un mecanismo es probable. Esto se convierte
entonces, en un amplio campo de busqueda de polimorfismos genéticos (SNPs)
para una mejor comprension de la resistencia heredada.

Pérez-Andreu et al. 3 han sugerido que la variante CYP24F2 V433M (rs2108622;
Val433Met, 1347 C>T) puede jugar un papel importante en el paciente con altos
requerimientos de dosis. La variante genética resulta en una capacidad decrecida
para el metabolismo de la vitamina K, resulta en el incremento de requerimientos
de dosis estable de hasta 2-4% entre los portadores de la variante

Se han descrito varias mutaciones raras que inducen un cambio de aminoécidos
en la proteina VKORCL1 en pacientes resistentes, pero no en una poblacion en
general; algunas variantes raras se han asociado con requerimientos altos de
dosis de warfarina en algunos grupos étnicos judios de Etiopia y descendientes
del grupo judio Askenazi, con una frecuencia del 5% y 4% respectivamente °1.
Estos son portadores de la variante Asp36Tyr (rs61742245), la cual ha sido
asociada con mayores requerimientos de dosis de warfarina con promedio de mas
de 70 mg/semana %2. También se ha encontrado en region codificante SNP que
codifica el cambio Ala41Ser, donde el paciente heterocigoto tiene un requerimiento
de dosis alta de warfarina de 15.5 mg/dia 3.

Hasta la fecha, no sé a podido comprender la resistencia de individuos a
anticoagulantes orales desde la perceptiva gendmica. Este estudio se enfoca en
identificar variantes en el gen CYP2C9 que pudieran explicar el fenotipo en
pacientes Mexicanos-Mestizos que requieren de altas dosis de acenocumarol o
warfarina para alcanzar un INR terapéuticamente estable y asi protegerles contra
complicaciones tromboembodlicas.

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza | 25






CAPITULO 2

DISENO EXPERIMENTAL.






[IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN CYP2C9 ASOCIADAS A RESISTENCIA DE ACO] IRIZIRYTHIHIN (I

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

a contribucion del gen CYP2C9 en la dosis y mantenimiento de los ACOs ha

sido ampliamente estudiada alrededor del mundo, en diferentes poblaciones

como la Asiatica, Caucasica y Negra, pero muy poca en poblaciones mestizas
como la nuestra. La poblacion Mexicana en un complejo mestizaje de grupos étnicos
gue tiene su origen en el siglo XVI por la mezcla entre ancestros Amerindios, grupos
Caucasicos provenientes de Europa (en particular desde Espafia) y en una menor
proporcién de ancestros Africanos traidos a México en condicion de esclavos 4.
Debido a esta particularidad de mestizaje en nuestra poblacion, la necesidad que
justifica este trabajo de investigacion es la de generar y profundizar en el
conocimiento farmacogenémico de nuestra poblacion Mestiza, al secuenciar la region
promotora y codificante del gen CYP2C9 en busca de variantes novedosas en los 7
pacientes resistentes a cumarinicos que pudiera explicar el porqué del fenotipo

expresado.
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2.2. HIPOTESIS

ara determinar si existen variables genéticas que caractericen el fenotipo de
resistencia a acenocumarol y warfarina en los pacientes que requieren de altas
dosis para lograr un INR terapéutico 6ptimo y estable, se ha planteado la
hip6tesis de que pueden existir variantes genéticas novedosas en el gen CYP2C9, lo
que ocasionaria la expresion de una proteina con una capacidad metabdlica alterada

asociado al fenotipo observado en dichos pacientes.
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2.3. OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar variantes genéticos novedosas en el gen CYP2C9 caracteristicos de
pacientes que requieren una dosis alta de acenocumarol o warfarina para lograr un
INR terapéutico 6ptimo y estable.

2.2.1.1 OBJETIVOS PARTICULARES

© Identificar pacientes con un INR estable que requieran de una dosis extrema de
acenocumarol o warfarina en la Clinica de Anticoagulantes del Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

© Caracterizar el fenotipo de los pacientes que requieran de una dosis extrema de
acenocumarol o warfarina.

©® Determinar el genotipo de los genes VKORC1, CYP2C9 y CYP4F2 en los
pacientes con una dosis extrema de acenocumarol o warfarina y un INR
terapéutico 6ptimo y estable.

® Secuenciar la regiéon promotora y codificante del gen CYP2C9.

® Identificar si existe alguna variante genética en CYP2C9 que pudiera modificar la
expresion y por lo tanto la actividad enzimatica de la proteina CYP2C9,
involucrada en el metabolismo del acenocumarol y la warfarina.
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2.4. MATERIAL Y METODO

2.4.1 POBLACION DE ESTUDIO

Este trabajo de tesis se desprende del proyecto de investigacion “Estudio comparativo
entre la dosis guiada por genotipo-fenotipo y el manejo estandar en pacientes que
inician anticoagulaciéon con acenocumarol” que se realiza en el Instituto Nacional de
Medicina Genomica (INMEGEN) y en el Instituto Nacional de Cardiologia (INC) desde
el 2008, con la finalidad de conocer la variantes clinicas y genéticas que se asocian
en los pacientes mexicanos que toman acenocumarol o warfarina sonde se pretende
desarrollar un algoritmo para Mexicanos Mestizos que inician terapia con
anticoagulante cumarinicos. Para el desempefio del proyecto de investigacion del cual
se desprende este trabajo, se reclutaron un total de 350 pacientes Mestizos
Mexicanos de la Clinica de Anticoagulantes del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ilgnacio Chavez’.

Este trabajo de tesis es un estudio observacional, prospectivo y transversal. Utilizando
la base de datos del proyecto, se revisaron los expedientes de pacientes reclutados
para identificar a los que requieren de una dosis extrema para lograr con un INR
terapéutico Optimo. Todos los pacientes fueron informados de los objetivos del
proyecto mencionado y firmaron su consentimiento para el uso de sus muestras de
sangre total en el proyecto, asi como para posteriores estudios como el desarrollado
de esta tesis.

2.4.2 CRITERIOS DE INCLUSION

Los pacientes reclutados fueron pacientes anticoagulados con acenocumarol o
warfarina con un INR terapéutico 6ptimo y estable. Se consideré en los pacientes un
estado de anticoagulacion con valores terapéuticos 6ptimos a aquellos con valores de
INR dentro de un rango terapéutico indicado por lo menos en 3 visitas a la Clinica de
Anticoagulantes del INC en los ultimos 3 meses consecutivos. Los pacientes
reclutados se autodenominaron como mestizos mexicanos al ser la tercera
generacion viviendo en México.

2.4.2.1 Seleccion de pacientes resistentes

En el proceso de reclutamiento de pacientes en la Clinica de Anticoagulantes del INC
se identificaron de la base de datos pacientes que requieren de altas dosis de
warfarina o acenocumarol para lograr un valor terapéutico estable de INR. Aquellos
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pacientes encontrados se les realizo un consentimiento informado, después de
explicarles el objetivo del estudio, se les realiz6 una entrevista, se les tomo una
muestra de sangre total con citrato de sodio.

2.4.3 CRITERIOS DE EXCLUSION

En el orden de minimizar los factores ambientales que pudieran afectar el estudio
farmacogenomico, los criterios de exclusion aplicados fueron: enfermedad hepatica,
insuficiencia cardiaca, trombofilia, alcoholismo activo, enfermedades oncoldgicas,
diabetes, hipercolesterolemia, obesidad mérbida y enfermedades autoinmunes.

2.4.4 EXTRACCION DEL ADN

Las muestras de sangre periférica se recolectaron en tubos con citrato de sodio
(NasCesHs07), se centrifugaron a 3500 rpm por 10 minutos, para obtener la capa
leucoplaquetaria. EI DNA genomico se extrajo a partir de la capa leucoplaguetaria
siguiendo las instrucciones del kit QlAamp® Mini Spin Column DNA blood Kkit,
QIAGEN®, utilizando 200 uL de amortiguador de TE (marca Teknova), para eluir el
DNA.

2.4.5 GENOTIPIFICACION

Las muestras de DNA, se analizaron por PCR punto final (RT-PCR) y discriminacion
alélica, donde se identificaron las siguientes variantes alélicas: CYP2C9*2 (430C>T),
CYP2C9*3 (1075A>C) y CYP2C9*5 (42619C>G), alelo 3673 de VKORCL1 (-1639G>A)
y CYP4F2 (1297C>T) utilizando sondas Tagman® y Genotyping Master Mix de
Applied Biosystems®©, Foster City, CA, USA, se utilizé un termociclador 9700 para
realizar la PCR de punto final, el andlisis de discriminacion alélica se realiz6 en el
termociclador 7900HT Fast real-time PCR System (Applied Biosystems®©, Foster City,
CA, USA).

2.4.6 SECUENCIACION

Para la secuenciacion del gen CYP2C9 se utilizaron los protocolos establecidos por
Seattle SNPs Variation Discovery Resource, que forman parte del National Heart Lung
and Blood Institute's (NHLBI) del Programas para Aplicaciones Genémicas (PGA), en
la que se realiza una PCR de amplificacion, seguido de la verificacion de los
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productos amplificados, la purificacion de los productos de amplificacion, PCR de
secuenciacion, purificacion de los productos de la secuenciacion y la lectura de las
secuencias.

2.4.6.1 PCR de Amplificacion.

Se utilizaron primers o iniciadores especificos que incorporan un secuencia M13
universal forward y reverse, que cubren la regién promotora y los exones del CYP2C9
(tabla 2.1), reportados por NIEHS SNPs 64, (http://egp.gs.washington.edu/C.html)

Se realizé una PCR in silico ° (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr), para asegurar
que los primers tuvieran la cobertura y fueran especificos. Se utilizé para la alineacion
la secuencia del genoma humano en GenBank publicada en Febrero 2009
(GRCh37/hg19) 8,

La PCR de amplificacion se realizé en un volumen final de 10 yL que contenia: 10 ng
de DNA, 0.5X de amortiguador eLONGase A, 0.5X de amortiguador Elongase B, 0.4
U/ uL de eLONGasetaq (Elongase® Enzyme Kit, Invitrogen™, Life Technologies©),
100 uM de desoxirribonucleétidos trifosfatados (Invitrogen™; Life Technologies©), 140
nM de cada uno de los primers y el agua grado biologia molecular necesaria
(AccuGENE®, CAMBREX).

La PCR se realizd en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems®©, Foster City, CA, USA) y las condiciones de ciclado fueron: 94°C por 40
segundos, seguido por 34 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y
68°C por 2 minutos, con un paso de extension final de 68°C por 5 minutos.

2.4.6.2 Verificacion de productos amplificados

Para verificar la presencia de un solo producto de amplificacion y del tamafio
esperado, se realizé electroforesis en gel de agarosa al 1.0% (Ultra Pure™ Agarose
Invitrogen™:; Life Technologies©) con EZ-Vision™ Two (AMRESCO®).

2.4.6.3 Purificacion de los productos amplificados

Debido a que las condiciones de la PCR de amplificacion son muy astringentes, la
purificacion de los amplicones se realizan por una dilucion 1:4 con agua grado
biologia molecular (AccuGENE®, CAMBREX).
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2.4.6.4 PCR de Secuenciacion

La reaccion de PCR de secuenciacion se realizd siguiendo las instrucciones del
Terminator Ready Reaction (Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied
Biosystems) con 2 yL de amplicén diluido utilizando el primer M13 Forward o M13
Reverse concentracion 3.2 pmol y agua grado biologia molecular (AcCUGENE®,
CAMBREX) necesaria. La PCR de secuenciacion se realizé en un termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems®©, Foster City, CA, USA) y las
condiciones de ciclado fueron 96°C por 1 minuto, seguido por 25 ciclos a 96°C por 10
segundos, 50°C por 5 segundos y 60°C por 4 minutos.

Cuadro 2.1. Primers para region promotora y exones de CYP2C9

Primer Forward Primer Reverse Reslon Amplicon
cubierta pb
(1.1) (1.2) Exén 1
TGTAAAACGACGGCCAGTTACCTAGG  CAGGAAACAGCTATGACCATGCTGG region 5’—$TR 903
CTCCAACCAAGTACA TATATCCAGTGCATTC g
(2.1) (2.2)
TGTAAAACGACGGCCAGTTGGTCTGC  CAGGAAACAGCTATGACCTCATAAT Exén2y3 1271
TGTACATTAGCTGTGAG GAAAGATATGGCCACC
(3.1) (3.2)
TGTAAAACGACGGCCAGTCTCAGTGC  CAGGAAACAGCTATGACCAAGAATT Exon 4 1345
CTTGCTGTCTACTGACT TGGACAACCTGATTGA
(4.1) (4.2) )
TGTAAAACGACGGCCAGTAAGTCATT  CAGGAAACAGCTATGACCTATATTTC Exon 5 982
TAACTGCTCTGGTGC TGTGGGCTCAGTGGT
(5.1) (5.2)
TGTAAAACGACGGCCAGTGCCTCTGC  CAGGAAACAGCTATGACCAAACCAA Exdn 6 962
TATACAAGCAGTATTT CATGCAATCCCAG
(6.1) (6.2) )
TGTAAAACGACGGCCAGTCATTGGCA  CAGGAAACAGCTATGACCTAGCCAA Exon 7 971
GGTACTGTCTCATTC ACCAATCTTGAAGAAA
(7.1) (7.2)
TGTAAAACGACGGCCAGTACCTGATG  CAGGAAACAGCTATGACCATCTGGC Ex6n 8 1003
ATCTTGACCTGAATG CCAATAATTAGGATGT
(8.1) (8.2) Ex6n 9
TGTAAAACGACGGCCAGTTATTTGTT CAGGAAACAGCTATGACCATGGCCT region 3’-$TR 944
GAATACAGGGTGCCT CCTGGAACTCTATTT g

TGTAAAACGACGGCAGT= Cola M13 primer Forward

CAGGAAACAGCTATGACC= Cola M13 primer Reverse
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2.4.6.5 Purificacion de Secuenciacidon

Las secuencias se purificaron, siguiendo las instrucciones del BigDye XTerminator
Purification Kit de Applied Biosystems.

2.4.6.6 Lectura de las secuencias

La lectura de la fluorescencia se realizé en un secuenciador 3130x| genetic analizar
de Applied Biosystems© (ABI, Hitachi, Foster City, CA, USA), utilizando pop-7 como
polimero, un arreglo de capilares de 50 cm, en condiciones estandar para el reactivo
Big Dye® Terminator v3.1 y las especificaciones del BigDye XTerminator Purification
Kit.

2.4.7 ANALISIS DE DATOS DE SECUENCIACION

Parea verificar la calidad y longitud de las secuencias obtenidas, fue utilizado el
programa Sequence Scanner Software de Applied Biosystems®©. Las secuencias se
alinearon en Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) desarrollado por los
Institutos Nacionales de Salud del gobierno de EE. UU., que es de dominio publico y
gratuito desde el servidor del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica
(NCBI).

Para analizar e identificar las variantes genéticas que pudieran explicar el fenotipo de
los pacientes estudiados, se emple6 el programa SeqMan Pro™ de LASERGENE®
(DNASTAR, WI, USA), se utilizaron como secuencia de referencia para los exones
(exdn 1: L16877.1, exdn 2y 3: L16878.1, exon 4: L16879.1, ex6n 5:L.16880.1, exon 7:
L16881.1, exén 8: L16882.1, exén 9: L16883.1) y el RNAm (NM_000771.3) de
CYP2C9, las publicadas en Gene 52 del Centro Nacional de Informacién sobre
Biotecnologia (NCBI) y las publicadas en Mapping Date,Color Fasta del NIEHS SNPs
64 Home de los Programas para Aplicaciones Gendmicas
(http://egp.gs.washington.edu/data/cyp2c9/cyp2c9.ColorFasta.html)
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RESULTADOS

Se identificaron 7 pacientes con INR estable y requerimientos extremos de dosis de
ACO (acenocumarol o warfarina) que les otorga la caracteristica fenotipica de
“‘resistencia a cumarinicos”. Se determiné el genotipo de las variantes mas comunes
para CYP2C9, VKORC1 y CYP4F2, ademas de investigar caracteristicas clinicas en
los pacientes que pudieran afectar en la dosis de ACO (tabla 3.1).

Se secuencio la regién promotora (5-UTR) y codificante (9 exones) del gen CYP2C9,
encontrandose 4 polimorfismos en el exén 9 y la UTR-3 (fig. 3.1, 3.2 y 3.3). Las
variantes -112 A>G, 1425T>A, *369T>A estan presentes de manera homocigota en
los 7 individuos de estudio, mientras que el SNP -109T>A sélo esta presente de forma
homocigota en 5 de los individuos, forma heterocigota en 1 y, solo en uno el alelo
ancestral de forma homocigota. Las 4 variantes han sido ya descritas en la literatura,
y no se les ha asociado con implicacién clinica alguna.

Cuadro 3.1. Datos clinicos y genotipificacién de pacientes con resistencia

q Dosis IMC VKORC1 CYP4F2
Sujeto Cumarina Genero Edad CYP2C9
! (mg/sem) (Ke/m?) -1639G>A 1297 C>T
1 Acenocumarol >56 H 49 . *1/*1 G/G c/T
2 Acenocumarol 52 H 56 ; *1/*1 G/G c/C
3 Acenocumarol 37 H 38 26.93 *1/*1 G/G C/C
4 Acenocumarol 38 M 40 23.73 *1/*1 G/A C/C
5 Acenocumarol 45 M 35 26.77 *1/*1 G/G c/T
5 Acenocumarol >56 H 51 ; *1/*1 A/A c/T
7 Warfarina 67.5 H 50 - *1/*1 G/G Cc/T

IMC= Indicé Masa Corporal
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P Secuencia consenso ACCCATCCACCCATCTATCTCTTCATCTCTTCTACAATTCACT

Secuencia ref. e 9 (NCBI) —
Sujeto 1(F ordward) —

Sujeto 1 (Reverse) «—

ACCCATCCACCCATCTATCTCTTCATCTCTTCTACGATTCACTGAACAG
Sujeto 2 (Fordward) —

Sujeto 2 (Reverse) «—

Sujeto 3 (Fordward) —

Sujeto 3 (Reverse) «—

ACCCATCCACCCATCTATCTCTTCATCTCTTCTACGATACACT GAACAG
Sujeto 4 (Fordward) —

) ACCCATCCACCCATCTATCTCTTCATCTCTTCTACGATACACTGAACAG
Sujeto 4 (Reverse) «—
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mmmmmmmw

W=T 6 A (segtin codigo IUPAC)

Fig. 3.1 Secuenciacién exon 9 (CYP2C9). Variantes -112A>G y -109T>A
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En el Cuadro 3.2 se representan las caracteristicas de los 2 SNPs encontrados en el
intron 9 (con solo 2 bases de distancia entre ellos), se representan las posiciones de
los SNPs con respecto al RNAm y el gen, asi como el cambio de base y el grupo de
referencia del SNP, ya que ambos han sido ya descritos en la literatura. El Cuadro
3.3 contiene el genotipo de los SNPs -112 A>G y -109T>A en los 7 pacientes con
fenotipo resistente a acenocumarol y warfarina.

Cuadro 3.2 Caracteristicas de variantes -112 A>G y -109T>A

Variante SNP -112 A>G* -109T>A
Alelo Ancestral Guanina (G) Timina (T)
Cambio de nucleétido A por G T por A
Tipo de sustitucion Transicién Transversién
NCBI dbSNP rs# rs9332238 rs1934969
Localizacién Intrén Intrén
Posicion en gen 55078 55 081
Posicion respecto al RNAm -112 -109
MAF A=0.09 A=0.4711
Significancia Clinica Sin reportar Sin reportar

MAF=Frecuencia del Alelo Menor (Minor Allele Frequency)

Cuadro 3.3 Genotipo de variantes -112 A>G y -109T>A

Sujeto Genotipo -112 A>G Sujeto Genotipo -109T>A
1 G/G 1 T/T
2 G/G 2 T/A
3 G/G 3 A/A
4 G/G 4 A/A
5 G/G 5 A/A
6 G/G 6 A/A
7 G/G 7 A/A

40



ddddddddddddddd ios Superiores Zaragoza | 41



T N ‘

42



[IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN CYP2C9 ASOCIADAS A RESISTENCIA DE ACO] IRIZIRYTHIHIN (I

El SNP 1425T>A presente dentro del exén 9, produce el cambio de una base (Timina
por Adenina) que produce la expresion del mismo aminoacido (glicina). EI Cuadro 3.4
contiene la informacion del cambio sinbnimo, asi como la localizacion del SNP y con
respecto al RNA y gen, asi como la posicion de aminoacido de la proteina. Este SNP
ha sido ya reportado y no se le ha asociado con significancia clinica alguna. El
Cuadro 3.5 representa el genotipo para la variante en los sujetos de estudio.

Cuadro 3.4 Caracteristicas de variante 1425T>A

Variante SNP 1425 T>A
Alelo Ancestral Adenina (A)
Cambio de nucleétido T por A

Tipo de sustitucion

Transversion

NCBI dbSNP rs# rs1057911
Localizacidn Exon 9
Posicién en gen 55323
Posicion respecto al RNAmM 1425

MAF T=0.0427

Codon sinénimo
Consecuencia funcional GGA=Gly (G)
GGT=Gly (G)
Posicion aminoacido 475

Significancia Clinica

Sin reportar

MAF= Frecuencia del Alelo Menor (Minor Allele Frequency)
Gly=Glicina (G segun cédigo IUPAC)

Cuadro 3.5 Genotipo de variante 1425T>A

Sujeto

Genotipo 1425T>A

1

N o o AW N

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
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P Secuencia consenso  TGAGTCAGTTTATTAGACCTTCCTTCTTTTATGCARAATGTAGGT
Secuencia ref. ex6n 9 (NCBI) — TGAGTCAGTTTATTAGACCTTCCTTCTTTTATGCAAAATGTAGGT
Sujeto 1 (Fordward) — i

Sujeto 1 (Reverse) «—

Sujeto 2 (Fordward) —

Sujeto 2 (Reverse) «— | - e

Sujeto 3 (Fordward) —

Sujeto 3 (Reverse) «—

I GAGTCAGTTTATTAGACCTTCCT
Sujeto 4 (Fordward) —

Sujeto 4 (Reverse) «—

44



[IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN CYP2C9 ASOCIADAS A RESISTENCIA DE ACO] [IR{ZIRYTHI NI

Sujeto 5 (Fordward)

Sujeto 5 (Reverse)

Sujeto 6 (Fordward)

Sujeto 6 (Reverse)

Sujeto 7 (Fordward)

Sujeto 7 (Reverse)

—

Fig. 3.3 Secuenciacién exon 9 (CYP2C9). Variante *396T>

A
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El SNP *369T>A no se le ha asociado significancia clinica alguna, éste es un SNP
gue ya ha sido reportado (Cuadro 3.6). El genotipo de los pacientes resistentes para
este SNP se encuentra en el Cuadro 3.7.

Cuadro 3.6 Caracteristicas de variante *369T>A

Variante SNP *369T>A
Alelo Ancestral Timina (T)
Cambio de nucleétido T por A
Tipo de sustitucion Transversion
NCBI dbSNP rs# rs9332245
Localizacién Downstream a regién UTR-3’
Posicion en gen 55 767
Posicion respecto al RNAm *396
MAF A=0.0427
Significancia Clinica Sin reportar

MAF= Frecuencia del Alelo Menor (Minor Allele Frequency)

Cuadro 3.7 Genotipo de variante *369T>A

Sujeto Genotipo *369T>A
1 A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

A/A

N O B oW N
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DISCUSION

El gen CYP2C9 es rico en polimorfismos 3, las diferencias interétnicas pueden ser
responsables, encontrandose frecuencias diferentes entre poblaciones tales como
Africana, Asiatica y Caucasica, las cuales han sido extensamente estudiadas; sin
embargo mas del 80% de nuestra poblacion consiste de mestizos con diferencias en
las proporciones ancestrales /. La contribuciéon de Caucasicos europeos, Amerindios
nativos y Africanos en el pool genético de la poblacion Mexicana es la consecuencia
de los cientos de afios de mestizaje. México fue conquistado y colonizado
principalmente por espafioles quienes arribaron en el temprano siglo XVI 16, la
ancestria Africana fue heredada por los esclavos traidos después de una notable
reduccion de la poblacion Amerindia debido a epidemias entre 1545 y 1548 %7, Desde
entonces, el proceso de mestizaje en regiones geograficamente distantes ha sido
afectada por las diferentes condiciones geograficas e histéricas, conformando la
estructura genomica de los Mexicanos. Estos factores han generado Ia
heterogeneidad genomica entre y dentro de las subpoblaciones de las diferentes
regiones en todo México 4’. Por ejemplo, en regiones del norte las personas estan
mas cerca de los Europeos, mientras que en Guerrero y Veracruz las personas tienen
una elevada ancestria Africana, ya que fueron ahi los principales puntos de entrada

de esclavos /.

Debido a la particularidad mestiza de nuestra poblacion, son necesarios mas estudios
farmacogenomicos hechos por mexicanos para mexicanos, y asi, optimizar las
recomendaciones en las dosis de farmacos, especialmente, medicamentos con
estrecho indice terapéutico como los cumarinicos. La Secretaria de Salud ha incluido
al acenocumarol y la warfarina en el cuadro basico de medicamentos debido a la gran
demanda, causa de las ECVs que se han convertido en la primera causa de muerte

en nuestro pais .

Este trabajo de investigacion se enfocO en identificar las caracteristicas clinicas,

conocer el genotipo de las variantes genéticas mas utilizadas en el ajuste de dosis
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(CYP2C9, VKORC1 y CYP4F2) de ACO vy, el analisis de exones y region promotora
del gen CYP2C9 para identificar si existian variantes genéticas novedosas que
pudieran explicar el fenotipo de “resistencia a cumarinicos” en pacientes Mexicanos-
Mestizos bajo tratamiento anticoagulante en la Clinica de Anticoagulantes del Instituto

Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.

Se encontraron 4 SNP’s en los pacientes estudiados, la variante -109T>A (rs9332238)
y -112 A>G (rs1934969) se encuentran en region intronica, a unas cuantas bases de
inicio al exén 9 (fig. 3.1), no se les ha asociado con implicacion clinica, ya que si bien
podrian encontrarse en un sitio de splincing, no codifican debido a su localizacién. La
variante 1425T>A (rs1057911) se localiza en el exon 9, se trata de una transversion
de una timina por una adenina en la posicion 1425 del mMRNA que se esperaria
produzca un cambio en el marco de lectura para la traduccidbn en aminoécido, sin
embargo, la consecuencia funcional protéica de CYP2C9 no se altera ya que el
cambio de base es sinonimo, el triplete GGT que se traduce en glicina (Gly) en
posicion 475, produce lo mismo que el triplete del alelo ancestral GGA. La variante
*369T>A se encuentra downstream (rio abajo) al exdn 9 por 369 pb, este SNP no ha

sido asociado a implicacion clinica alguna.

No se encontraron variantes novedosas en la region codificante del gen CYP2C9 que
conduzca un cambio en la actividad metabolica de la proteina expresada que pudiera
explicar el fenotipo en los 7 pacientes que requieren de dosis extremas de
acenocumarol o warfarina. Cabe destacar que la presencia de tres de las variantes
encontradas (-112 A>G, 1425T>A, *369T>A) se hallan en estado homocigoto en los 7
individuos de estudio, y para el SNP -109T>A homocigoto en 5 de ellos; si bien no se
puede conjeturar asociacion de estos SNPs en pacientes que pudieran requerir dosis
elevadas de ACOs, podria inferirse que son variantes alélica presentes en poblacién

Mestiza- Mexicana; para esto seria importante replicar este estudio en pacientes con
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caracteristicas semejantes pero con un requerimiento de ACOs normal o el esperado

por su fenotipo y genotipo.

Existen numerosos trabajos donde se han estudiado variantes alélicas CYP2C9*2 y 3*
por sus implicaciones clinicas ademas de ser las mas comunmente encontradas en
diferentes poblaciones a lo largo del mundo (incluyendo Mexicana), pero no existe
trabajo alguno en el que se analice la resistencia a anticoagulantes orales en
poblacion Mestiza-Mexicana desde el aspecto farmacogendmico. Los resultados de
este trabajo son dificilmente comparables con otros debido a la nula informacion para
la poblacion de estudio, como ejemplo, las frecuencias en el alelo menor (MAF) que
se han reportado para los 4 SNPs encontrados, ya que estos han sido calculados
para poblaciones con una base ancestral distante a la Mexicana, pero eso no hace
desdefable lo encontrado en el trabajo presente, si no lo contrario, permite conocer

mas del perfil gendbmico del paciente Mexicano-Mestizo que padecen de ECV.

Con los resultados obtenidos nuevas preguntas son abiertas para comprender el
fenotipo expresado en las personas resistentes a ACOs. Es importante el analisis
mediante secuenciaciéon de los genes VKORC1 y CYP4F2 para la busqueda de
variantes que pudieran explicar el requerimiento de dosis extremas de cumarinicos,
ya que se han reportado en ellos SNPs asociados al requerimiento de dosis mayores

a lo normal en personas portadoras de al menos una variante alélica 3 61-63,

El valor de la informacion gendmica de nuestra poblacion va mas alla del
establecimiento de una idiosincrasia particular del mexicano, se extiende al desarrollo
de una terapia individual, una intervencion farmacoldgica adecuada vy, la prevencion
de complicaciones por medicamentos con estrecha ventana terapéutica como los

anticoagulantes orales cumarinicos.
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CONCLUSIONES

O Se Identificaron 7 pacientes con fenotipo de resistencia a ACOs.

O La hipdtesis se rechaza al no identificarse variantes novedosas en CYP2C9 que
expliquen el fenotipo de “resistencia a ACO” en ninguno de los 7 sujetos. Quiza
las variaciones que pudiesen explicar el requerimiento de dosis extremas en
estos pacientes se encuentren en los genes VKORC1 o CYP4F2, ya que han

sido asociados con altas dosis de consumo.

O Cuatro polimorfismos de un solo nucledtido sin asociacion clinica fueron
identificados en el exén 9 y en la region UTR del gen CYP2C9 en el grupo de
estudio, debido quizas a una frecuencia alélica caracteristica en la poblacién

Mestiza del centro de nuestro pais.
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PROPUESTAS

1. Es necesaria la secuenciacion de los genes VKORC1 y CYP4F2 para la busqueda
de variantes nuevas que pudieran estar asociadas al requerimiento de dosis
extremas en los pacientes Mexicanos-Mestizos con fenotipo de resistencia a
ACOs.

2. Es importante tener secuencias de comparacion para el analisis genémico de los
pacientes con resistencia, debe secuenciarse paralelamente un grupo de
individuos que presenten un fenotipo normal en los requerimientos de dosis diaria
de ACO. Esto podra clarificar la presencia de variantes que pudiesen ser

exclusivas en nuestra poblacién Mestiza de estudio.
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ANEXO No 1

SECUENCIACION CAPILAR.
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SECUENCIACION CAPILAR AUTOMATIZADA

Desde el descubrimiento de la estructura del DNA y del cédigo genético, una de las
herramientas mas importantes para identificar genes y predecir su funcion ha sido
determinar la secuencia de los nucleétidos que constituyen cada gen. En las dltimas
décadas la tecnologia de secuenciacion del DNA ha logrado llevar a cabo proyectos
como el “Genoma Humano”, culminado en el 2003, cuya finalidad fue obtener la
secuenciacion completa de nucleétidos de la especie humana 9.

El desarrollo de métodos mas fiables y simples técnicamente para la deteccion de
variaciones en la secuencia en genes especificos, estd siendo cada vez mas
importante. La secuenciacion del DNA es la forma conceptualmente mas directa de
explorar la existencia de polimorfismos de un gen particular, por lo que es
considerada el “Estandar de Oro” para la caracterizacion de alteraciones especificas
de nucleotidos que resultan en enfermedad genética o un fenotipo asociado a la
ineficacia en el tratamiento farmacolégico .

Los primeros métodos de secuenciacion fueron descritos hace mas de 30 afios, se
publicaron dos trabajos con metodol6gicamente distintos, conocidos como
secuenciacion Maxim-Gilbert (basada en un meétodo quimico), y la secuenciacion
Sanger (basada en un método enzimatica), la mas utilizada "*. El método original fue
ideado por Fred Sanger y Alan Coulson a finales de los afios 70’s, convirtiéndose en
el método mas comunmente citado en la literatura para la secuenciacion de DNA. La
técnica es también llamada método de “terminaciéon de cadenas” o “di-desoxi” por el
uso de didesoxinucleétidos que inhiben la elongacién de un cadena por la DNA
polimerasa en una reaccion de PCR asimétrica (PCR de secuenciacién), esto da lugar
a cadenas de todas las posibles longitudes con diferencia de un solo nucleétido, la
separacion de las cadenas de distintos tamafios y la deteccion de nucledtidos
marcados del extremo 3’, permite deducir la secuencia de la molécula original 6 72,

1.1 PCR AMPLIFICACION

El primer elemento de toda reaccion de secuenciacion es, légicamente, el fragmento
de DNA cuya secuencia queremos leer; este fragmento se obtiene del DNA total
mediante el uso de un juego primers especificos que limitan la regién deseada, estos
se une a ella por complementariedad de bases, y mediante una polimerasa y
nucleotidos se elonga y se obtienen muchas copias de la region. Aunque inicialmente
era necesario convertir el fragmento a su forma monocatenaria, clonandolo en un tipo
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especial de vectores, hoy en dia puede utilizarse DNA de doble cadena, bien sea en
forma de plasmidos (cuyo inserto queremos secuenciar) o como producto de PCR.

1.2 PCR SECUECIACION

Un elemento necesario es el primer, que va a iniciar la sintesis de DNA desde el
punto donde queremos empezar a leer la secuencia del fragmento original. Notese
que aqui solo se utiliza un primer reverse o forward (en vez de dos, como en la PCR
normal) ya que no queremos amplificar una regién, sino simplemente sintetizar
nuevas cadenas de DNA a partir de un punto concreto. Como toda reaccion de
sintesis de DNA, también es necesaria la presencia de una polimerasa de DNA que
tenga buena fidelidad; es decir, que no introduzca errores en la nueva cadena.
Algunas enzimas como la Taq polimerasa, son termoestables y facilmente permite el
ser usadas en reacciones de secuenciacion automatizada.

1.2.1 Terminadores de cadena

Ademas de los nucledtidos libres 2’-desoxi-nucledtidos tipicos en su forma trifosfato
(dNTPs) que se van ir incorporando a la nueva cadena sintetizada por la polimerasa
(a partir del extremo 3’ del primer), se incorpora a la mezcla de reaccién unos
nucleétidos especiales que actuan como “terminadores” de la sintesis, que son el
punto clave del método Sanger. Los terminadores son nucledtidos modificados
quimicamente que ademas de carecer del grupo hidroxilo 2’, carecen del hidroxilo 3’,
de ahi su nombre de di-desoxi-NTP (ddNTP). El grupo 3’-OH es necesario para la
extensiéon de la cadena por adhesion del siguiente nucleétido mediante enlace
fosfodiéster al carbono 5’ de éste; por lo tanto, la DNA polimerasa no puede extender
la cadena copia del templado mas alla de las incorporaciones de ddNTPs (Fig. A1) ©°.
En la PCR de secuenciacion, el fragmento a secuenciar se desnaturaliza para separar
las dos cadenas y permitir al primer acceda a su region complementaria especifica.
Tras permitir la hibridacion del primer con la cadena molde respectiva, la polimerasa
comienza a elongarlo incorporando nucledtidos complementarios a los de la cadena
molde. Es una reaccion en la que dNTPs y ddNTPs competirdn entre si por
incorporase al DNA, la cadena seguira extendiéndose normalmente siempre que se
incorpore un dNTP, ya que el nucleétido proporciona el grupo 3'-OH necesario para
formar un nuevo enlace fosfodiéster con el grupo de un nuevo nucleétido; en cambio,
si el nucledtido incorporado es un ddNTP, la sintesis de la cadena terminara en esa
posicion, ya que no existe el grupo hidroxilo 3’ necesario para continuar la elongacion.
Légicamente, esto sucedera para cada posicion, de modo que mientras la sintesis
avanza (por que se ha incorporado dNTPS) en cada nueva posicion existe la
posibilidad de que la cadena se termine en ese punto.
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Figura A1. Fundamento quimico de la secuenciacidon Sanger
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1.2.2 Marcado de Terminadores de cadena

Cuando la reaccién de secuenciacion ha sido completada, so6lo resta separar todos
los fragmentos de los distintos tamafios y ver en qué nucleétido esta terminado cada
uno de ellos, y asi reconstruir la secuencia original. Los métodos para separar los
fragmentos y leer el nucle6tido terminal han cambiado bastante desde la descripcion
original del método. Hoy en dia, lo mas habitual es utilizar terminadores marcados
con algun fluorocromo (o fluoréforo) especifico: se trata de ddNTPs que llevan unido
un grupo quimico que produce fluorescencia cuando es excitado por una luz de una
determinada longitud de onda (A). Como cada terminador lleva un fluorocromo
distinto, es facil saber en qué nucleédtido termind una cadena concreta, dependiendo
del tipo de fluorescencia que produzca. Los 4 fluoréforos mas comunmente
utilizados son: la  carboxifluoresceina (FAM), carboxi-4’,5’-dicloro-2’,7’,-
dimetoxifluoresceina (JOE), carboxitetrametil-rodamina (TAMRA), y la carboxi-X-
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rodamina (ROX). Estos colorantes son particularmente utiles debido a que sus
longitudes de onda de emision estdn espaciadas uniformemente, lo que facilita la
discriminacion entre colores y dan una elevada precision de bases °. Si cada uno de
los 4 ddNTP porta un marcaje distinto, es posible mezclarlos todos y llevar a cabo una
reaccion en un simple tubo y analizar en una sola linea. Esto reduce drasticamente el
tiempo requerido y los costos de secuenciacion 3. Los 4 ddNTPs han sido adaptadas
en una quimica de colorante terminador, y es comercializado por Applied Biosystems
(Foster City, CA) bajo el nombre de BigDye®.

1.3 SECUENCIACION AUTOMATIZADA POR ELECTROFORESIS CAPILAR

Para la separacion de los fragmentos en la secuenciacion automatizada de DNA se
utilizan técnicas de electroforesis capilar, éste concepto se introdujo en 1991 como
electroforesis en arreglo capilar (CAE, Capillary Array Electrophoresis) 4. Este
sistema utiliza capilares paralelos y un sistema de inyeccién y deteccion que permite
analizar paralelamente tantas muestras de reacciones de secuenciacion de DNA
como tanto capilares cuente el equipo. La mezcla de reaccion va pasando por unos
finos capilares que contienen una matriz porosa (lleno con poliacrilamida o algun
polimero especial desarrollado), las muestras corren en electroforesis, la matriz es
capaz de resolver fragmentos de ADN que se diferencian en tamafio de tan sélo 1
nucleétido. De este modo, cuando la reaccion de secuenciacién ya completada pasa
por el capilar, los fragmentos pequefios pasan facilmente y salen del capilar antes que
los fragmentos mayores, que tienen mas dificultad para atravesar los poros y por eso
guedan retenidos temporalmente.

1.3.1 Lectura de Marcadores Terminadores

Todos los fragmentos de la mezcla de reaccién van saliendo del capilar comenzado
por el mas corto. A la salida del capilar se sitia una fuente de luz, habitualmente un
laser, que excita los fluorocromos (488 nm para la excitaciébn de los colorantes de
fluoresceina FAM y JOE, 543 nm para las rodaminas TAMRA y ROX) lo que produce
un tipo de fluorescencia especifico de cada ddNTP, lo cual es detectado por un
dispositivo especial °. El orden en que van apareciendo los 4 distintos colores
correspondientes a cada ddNTP se puede conocer la secuencia del fragmento de
DNA sintetizado. Los resultados son representados esguematicamente en un
electroferograma que representa desde el fragmento mas pequefio hasta el
fragmento mas largo, con azul (por ejemplo) los picos que se leen como una A, un
pico rojo que se lee como una C, y asi sucesivamente (Fig. A2). La secuencia se
puede comparar con una secuencia consenso mediante el uso de programas
informaticos y bases de datos 6%
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Figura A2. Secuenciacion automatizada por electroforeis capilar
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Detector 5. Impresion automatizada de la secuencia

4. Sistema de deteccion

Aunque la secuenciacion fue considerada por mucho tiempo complicado y cara para
un laboratorio clinico, una combinacién de necesidades clinicas y el mejoramiento de
la tecnologia han traido una secuenciacién automatizada del DNA hacia el uso clinico
de rutina. Es importante sefialar que la secuenciacion no es perfecta, y ciertamente no
es magica. Como cualquier otro método analitico, uno puede encontrarse con falsos
positivos y falsos negativos. Sin embargo, cuando es apropiadamente realizada y
apropiadamente interpretada, la secuenciacion de un fragmento de DNA revelara casi
siempre un alto porcentaje cercano al 100% de variaciones presentes en la
secuencia. Las tecnologias de secuenciacion estan evolucionando rapidamente
habiéndose reducido sustancialmente tanto el tiempo de secuenciacion como sus
costos.
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