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ABRE VIACIONES

ADP = Adenosin difosfato

AMPc = Adenosin monofosfato ciclico

Ca?* = Calcio

CURE = Clopidogrel in unstable angina to prevent recurrent events
DNA = Acido Desoxirribonucleico (por sus siglas en inglés)

EDTA = Acido etilendiaminotetraacético

EXCELSIOR = Impact of extent of clopidogrel induced platelet inhibition during
elective stent implantation on clinical event rate

FDA = Food and Drug Administration

Gp-P = Glicoproteina P

GP lIb/llla = Glicoproteina lIb/llla

ICP = Intervencion coronaria percutanea

INC = Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”

INEGI = Instituto Nacional de Estadistica y Geografia

PAHs = Hidrocarbonos aromaticos policiclicos

PCR = Reaccién en cadena de la polimerasa

PPP= Plasma pobre en plaquetas

PRP= Plasma rico en plaquetas

PON-1 = Paraoxonasa-1

r.p.m = Revoluciones por minuto

RENASICA = Registro Nacional de Sindromes Coronarios Isquémicos en México
SICA = Sindrome Isquémico Coronario Agudo

UNAM = Universidad Nacional Autbnoma de México
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RESUMEN

El clopidogrel es un profarmaco y su absorcion intestinal esta limitada por la
glicoproteina P (Gp-P), la cual es codificada por el gen ABCB1. Este profarmaco
se metaboliza en el higado con las enzimas del citocromo P450, las cuales son
codificadas por los genes CYP, para producir el metabolito activo que antagoniza
el receptor plaquetario P2Y12. Algunos pacientes presentan baja respuesta al
clopidogrel relacionada con polimorfismos, resultando en el desarrollo de eventos
trombdticos. El objetivo de éste estudio fue estimar la frecuencia de baja respuesta
al clopidogrel y su relaciéon con la presencia de polimorfismos de los genes
ABCB1, CYP2C19, CYP3A5 y P2RY12 en pacientes sometidos a intervencion
coronaria percutanea (ICP).

Se incluyeron un total de 276 pacientes sometidos a ICP. La baja respuesta al
clopidogrel se determind con agregometria por el método éptico usando 10 yM de
ADP. Los pacientes que tuvieron una agregacion plaquetaria mayor al 70% se
clasificaron como pacientes con baja respuesta. Los polimorfismos fueron
estudiados con la técnica de PCR en tiempo real.

La frecuencia de baja respuesta al clopidogrel fue del 22.1%. El genotipo TT del
polimorfismo C3435T del gen ABCB1 y la ingesta de omeprazol se asociaron con
la baja respuesta al clopidogrel Exp (B) 2.73, p = 0.009 and Exp (B) 3.86, p = 0.04,
respectively).

En conclusion la baja respuesta al clopidogrel se asocia con el genotipo TT del

polimorfismo C3435T del gen ABCB1 en poblacién mexicana.



ABSTRACT

BACKGROUND: Clopidogrel is a pro-drug and its intestinal absorption is limited by
the P-glycoprotein encoded by the ABCB1 gene. It is metabolized hepatically by
cytochrome P450 enzymes encoded by CYP genes to produce an active
metabolite that antagonizes the P2Y12 platelet receptor. Some patients exhibit
poor clopidogrel responsiveness due to polymorphisms, resulting in thrombotic
events. The aim of this study was to determine the relationship between poor
clopidogrel responsiveness and the ABCB1, CYP and P2RY12 gene
polymorphisms among patients undergoing percutaneous coronary intervention
(PCI).

METHODS AND RESULTS: Two hundred seventy-six patients who underwent PCI
were included in this study. Clopidogrel responsiveness was determined via optical
aggregometry in platelet-rich plasma using 10 uM ADP. Patients exhibiting a
platelet aggregation response higher than 70% were classified as poor responders.
The genetic polymorphisms were analyzed via real-time PCR.

Poor responsiveness to clopidogrel was noted in 22.1% of the patients. The TT
genotype of the C3435T polymorphism of the ABCB1 gene and omeprazole usage
were each associated with poor clopidogrel responsiveness (Exp (B) 2.73, p =
0.009 and Exp (B) 3.86, p = 0.04, respectively).

CONCLUSION: Poor clopidogrel responsiveness is associated with the TT

genotype of the C3435T polymorphism of the ABCB1 gene.



. MARCO TEORICO

1.1 TROMBOSIS CORONARIA

De acuerdo a la informacion del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), en Meéxico las enfermedades del corazéon (principalmente las
enfermedades isquémicas) ocupan el primer lugar como causa de muerte en la

poblacion general’.

El Registro Nacional de Sindromes Coronarios Isquémicos Il en México
(RENASICA Il) reportd que las caracteristicas clinicas de los pacientes mexicanos
con sindrome coronario isquémico agudo (SICA) son 43% diabéticos, 50%
hipertensos y una tercera parte de sexo femenino. De acuerdo a las estadisticas
del Departamento de Urgencias y Unidad Coronaria del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez” (INC) aproximadamente ingresan anualmente 1,400
pacientes con diagndstico de SICA de un total aproximado de 140,000 consultas,
35% de diabéticos, 50% con antecedentes de hipertension arterial, 20% son

mujeres y un alto porcentaje de tabaquismo y dislipidemia?.

Las plaquetas tienen un papel fundamental en el desarrollo de los SICA después
de la ruptura de la placa de ateroma. Durante el proceso de la aterosclerosis se
forma un depdsito gradual y cronico de colesterol y otros componentes de la placa
que subitamente puede perder estabilidad y romperse. La ruptura de la placa de

ateroma genera un sitio de lesién en donde se inicia el proceso hemostatico que
9



no siempre es regulado apropiadamente y puede bloquear la luz de un vaso
sanguineo3* Cuando existe una lesién en los vasos sanguineos, las plaquetas
rapidamente se adhieren al sitio y se agregan para formar un parche hemostatico
que se estabiliza con la presencia de fibrina; para tal accion, es necesario que
intervengan proteinas adhesivas que reconocen a receptores especificos

(glicoproteinas) presentes en la membrana de las plaquetas3.

En general en el proceso hemostatico se reconocen dos fases: la adhesion vy la
agregacion. En la primera fase las plaquetas interaccionan con el endotelio
vascular a través de proteinas de superficie. En la fase de agregacion, la
glicoproteina llb/llla es activada por diferentes vias con diversos agonistas entre
los que destacan el tromboxano A2 y el ADP. Posteriormente, el fibrindgeno se
une a la glicoproteina llb/llla atrayendo nuevas plaquetas activadas vy
magnificando el proceso que concluye en la consolidacion y la formacion de un
coagulo sobre el cual se deposita el polimero de la fibrina. La regulaciéon de la
hemostasia, tanto por los mecanismos fisiolégicos pro y anticoagulantes permiten
el equilibrio del sistema, lo que asegura que las fases en las cuales se divide para

su estudio, guarden una adecuada funcion fisiologica®#.

1.2 ANTIAGREGANTES PLAQUETARIOS

La principal estrategia en el tratamiento y prevencion de los SICA, es el uso de

antiagregantes plaquetarios®.
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Los farmacos antiagregantes plaquetarios mas usados en la actualidad

pertenecen a alguno de los siguientes grupos®:

-

. Inhibidores de la enzima cicloxigenasa-1 (COX-1)

N

. Antagonistas del receptor de adenosindifosfato (ADP)

w

Antagonistas del receptor GPIIb/llla

s

Inhibidores de la sintesis de tromboxano A2

Tanto en la prevencibn como en el tratamiento de las enfermedades
aterotrombdticas, la aspirina es el medicamento de eleccién por su perfil costo-
efectividad, sin embargo la proteccion que ofrece es relativamente moderada. La
busqueda de nuevos farmacos con actividad antiagregante plaquetaria, introdujo
nuevos compuestos entre los que destacan las tienopiridinas, principalmente el
clopidogrel y el prasugrel. Las tienopiridinas proporcionan una inhibicion de la
agregacion plaquetaria mas potente que la aspirina, en los pacientes con
sindromes coronarios agudos®.

El tratamiento de eleccion para los SICA, en especial en los pacientes sometidos a
intervencion coronaria percutanea, es la terapia dual de aspirina y una
tienopiridina’”®°. En México, el costo de los medicamentos es un importante factor
que puede determinar el tratamiento farmacoldgico otorgado. El elevado costo del
prasugrel es uno de los factores que contribuye al frecuente uso del clopidogrel en
pacientes mexicanos. La terapia dual de aspirina (100-325 mg/dia) y clopidogrel

11



(75 mg/dia) alcanza un efecto antiagregante plaquetario satisfactorio sin
incrementar los efectos adversos, en la mayoria de los casos, principalmente la

hemorragia 8.

La eficacia de la terapia dual aspirina plus clopidogrel para el tratamiento de las
enfermedades aterotrombdéticas, se debe a que disminuye la actividad de las
plaquetas por dos mecanismos independientes. El acido acetilsalicilico (aspirina)
inhibe a la enzima ciclooxigenasa, previniendo de esta manera la formacion de
tromboxano A2 y por consiguiente la agregacion plaquetaria8'% Por otro lado, el
clopidogrel es un pro-farmaco que se absorbe en el intestino y se metaboliza en el
higado a través de isoenzimas especificas del citocromo P450 para generar el
metabolito activo que bloquea la actividad del ADP al inhibir el receptor P2Y1211:12,

figura 1.
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FIG 1. METABOLISMO DEL CLOPIDOGREL

La absorcion intestinal del clopidogrel
depende de la actividad de Ia
glicoproteina-P codificada por el gen
ABCB1. La mayor parte del profarmaco
se metaboliza por esterasas en
componentes inactivos (principalmente
clopidogrel acido carboxilico). La parte
restante del profarmaco, se metaboliza
en el higado por el citocromo p450,
para generar el metabolito activo 2-
((32)-1-((1S)-1-(2- clorofenil)-2-metoxy-
2-oxoetil)-4-sulfanilpiperidin-3-iliden)

acido acético, el cual antagoniza
irreversiblemente el receptor P2Y12 del
ADP (codificado por el gen P2RY12),
inhibiendo de esta manera Ia

agregacion plaquetaria.

(Imagen tomada de Simon T, et al. N
Engl J Med 2009; 360: 363-75)

Algunos pacientes, en tratamiento dual de aspirina y clopidogrel, muestran una
proteccion insatisfactoria contra los SICA, ya que tienen mecanismos
procoagulantes que no pueden atenuarse apropiadamente. Estos pacientes
mantienen una actividad plaquetaria elevada pese a estar bajo tratamiento

antiagregante8.
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De acuerdo a datos del estudio EXCELSIOR (por sus siglas en inglés Impact of
extent of clopidogrel induced platelet inhibition during elective stent implantation on
clinical event rate), el 40% de los pacientes sometidos a intervencion coronaria
percutanea (ICP) tienen variabilidad en sus agregaciones plaquetarias mayores a

14% después de la administracion de 600 mg de clopidogrels.

Hasta la fecha no existe un tratamiento 6ptimo, todos cursan con efectos adversos
y en el peor de los casos la baja respuesta a los farmacos antiagregantes
plaquetarios conlleva a la aparicion de eventos trombdticos recurrentes, tales
como la trombosis del stent, reestenosis, infarto al miocardio y eventos

cerebrovasculares que ponen en riesgo la vida de los enfermos’.

1.3 BAJA RESPUESTA AL CLOPIDOGREL

La baja respuesta al clopidogrel, se define como “una insuficiente respuesta
inhibitoria de la agregacion plaquetaria (hiperactividad plaquetaria) después de la

administracion del medicamento”?°.

Para identificar la baja respuesta funcional al clopidogrel, la técnica de agregacion
plaquetaria por el método o6ptico se considera “el estandar de oro”. Esta técnica
mide la respuesta antiagregante plaquetaria del farmaco con el porcentaje de
agregacion de las plaquetas. Para determinar la respuesta antiagregante del
clopidogrel se utiliza como agente agonista el adenosindifosfato (ADP)'6. El efecto
maximo del clopidogrel es detectable hasta 24 horas después de la administracion

14



de una dosis de carga de 300 o 600 mg'”. No existe consenso sobre el valor
umbral en el porcentaje de agregacion para identificar a los pacientes con baja
respuesta al clopidogrel, la amplia variabilidad se debe a diferencias

metodologicas y de disefio experimental'®19,

La prevalencia de baja respuesta al clopidogrel, medida por agregacién
plaquetaria con el método Optico, se ha reportado de 5 a 30% en poblacion
caucasica’. En tanto que la baja respuesta a la terapia dual aspirina mas
clopidogrel se ha reportado de 1 a 45%2°. En México existe el antecedente de que
el empleo de clopidogrel en el Instituto Nacional de Cardiologia disminuye la
agregacion plaquetaria en un promedio de 40%, sin embargo la publicacién no
menciona los casos de baja respuesta’®. En diferentes congresos nacionales la
frecuencia de baja respuesta al clopidogrel (determinada por agregacion
plaquetaria) se ha documentado de 7%?2' y 13%?2°. Lo anterior pone de manifiesto
la relevancia de este estudio en pacientes mexicanos que asisten a un instituto de
referencia nacional. También existen publicaciones (lsordia-Salas et al.) que
identifican una baja respuesta hasta en 80% de la poblacion estudiada. La notable
diferencia puede ser el resultado del momento clinico en el que se colecta la
muestra. Al inicio del tratamiento los casos de resistencia, que se identifica como
una persistencia a la agregacion plaquetaria, son menos frecuentes, se van
incrementando a medida que el tiempo de administracion se incrementa. No se ha
dado explicacion a este fendmeno ni a la consecuencia clinica del mismo.

15



1.4 MECANISMOS DE BAJA RESPUESTA AL CLOPIDOGREL

Los mecanismos que conducen a la baja respuesta al clopidogrel no se han

elucidado por completo, por lo que es considerado como un evento multifactorial®.

Existen estudios que reportan:

1.

interaccion farmacoldgica entre medicamentos Inhibidores de la Bomba de
Protones (como el omeprazol) y el clopidogrel. Esta interaccion es debida a
que el omeprazol utiliza las enzimas hepaticas CYP2C19 y CYP2C9 en su
metabolismo, las cuales también son utilizadas por el clopidogrel. De esta
manera, se genera una competencia por las mismas enzimas hepaticas
que se traduce en la disminucion de la cantidad de metabolito activo de

clopidogrel y por consiguiente en una baja respuesta?®3.

. Se ha reportado que los pacientes sometidos a ICP, que mantienen

tratamiento con clopidogrel y con edad = 75 afios presentan hiperactividad
plaquetaria mas que los pacientes con edad < 75 afios?*. Esta situacion
puede deberse a la disminucion del metabolismo de diferentes sustratos
del citocromo P450 en personas de edad avanzada, ya que al ocurrir la
disminucién de la funcion hepatica disminuiria también la cantidad de
metabolito activo de clopidogrel generada?®.

Por otro lado, los pacientes con un indice de masa corporal de 28.1 + 3.26
kg/m? se han asociado frecuentemente con la baja respuesta al clopidogrel.

Estos individuos al tener mas tejido graso, tienen mayor volumen de

16



distribucion al farmaco, por lo que dosis mayores de clopidogrel para
alcanzar un efecto favorable son requeridas?®.

Contrario a lo anterior, un estudio reporté que el clopidogrel tiene un mejor
efecto en los pacientes que son fumadores recurrentes (los que fuman al
menos un cigarrillo al dia), sin embargo, éstos tienen un mayor riesgo de
sangrado que los pacientes no fumadores (los que nunca han fumado).
Este evento es conocido como “La paradoja de los fumadores”, la cual se
caracteriza por una menor frecuencia de eventos trombdticos adversos
post-ICP en los fumadores que en los no fumadores. Esta paradoja puede
ser debido a que el humo del cigarro induce la activacién del CYP1A2, gen
involucrado en la metabolizacion del clopidogrel, este gen codifica para una
proteina localizada en el reticulo endoplasmico y su expresion es inducida
por algunos hidrocarbonos aromaticos policiclicos (PAHs) que se
encuentran en el humo del cigarro?’.

Por otro lado, se ha demostrado que la insulina bloquea una proteina Gi y
este bloqueo interfiere con la liberacion intracelular de Ca?*, la supresion
de adenosin monofosfato ciclico (CAMP), la inhibicion del receptor P2Y12
del ADP y por consiguiente la reduccion de la actividad plaquetaria. Se
sugiere que la pérdida de la respuesta a la insulina, podria explicar la

hiperactividad de las plaquetas en los enfermos diabéticos?8.
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6. Otro de los posibles mecanismos del fendbmeno de baja respuesta al
clopidogrel, son los polimorfismos tanto de las proteinas de absorcion

intestinal como del citocromo P45029:30,

En poblaciones no mexicanas, principalmente caucasicas y asiaticas, se ha
descrito que la baja respuesta al tratamiento con clopidogrel puede ser el
resultado de:

a) Una absorcién intestinal disminuida por la presencia del sitio polimérfico
C3435T del gen ABCB1. Este gen codifica para la glicoprpteina P (Gp-P), la
cual limita la absorcion intestinal del clopidogrel. La presencia del polimorfismo
C3435T incrementa la limitacion de la absorcion del farmaco?’.

b) Presencia de los polimorfismos genéticos de las isoformas enzimaticas del
citocromo P450 en particular las variantes alélicas CYP2C19*2 y CYP2C19*3.
Algunos estudios han publicado que los portadores de estas varientes alélicas
generan menor cantidad de metabolito activo del clopidogrel, lo cual conlleva a
la baja respuestas?33:34:35,

c) Disminucion de la actividad biolégica del receptor P2Y12 del ADP por la

presencia de polimorfimos en el gen P2RY 123,

A pesar de la ausencia de estudios en poblacion latinoamericana, se ha publicado
que la baja respuesta farmacocinética y farmacodinamica al clopidogrel se

presenta en aproximadamente la cuarta o tercera parte de toda la poblaciéon

18



general®. El perfil genético interviene de manera muy importante para

predisponer a los eventos tromboticos?:37,

1.5 POLIMORFISMOS GENETICOS

El polimorfismo C3435T del gen ABCB1, tiene una frecuencia en caucasicos,
asiaticos y latinos de 25%, 56% y 50% respectivamente3®3°. Sin embargo, se
desconocen estudios que hayan reportado la frecuencia de este polimorfismo en

poblacion mexicana.

La frecuencia de aparicion de los polimorfismos de los genes que codifican para
las enzimas del citocromo P450, varia notablemente entre diferentes grupos
étnicos?®. Los polimorfismos en el gen CYP2C19 se encuentran en
aproximadamente 30% de la poblacion caucasica, 40% de la poblacion negra y
mas del 55% de la poblacién del este asiatico®®. En poblacién caucasica, la
frecuencia de la variante alélica CYP2C19*2 y CYP2C19*3 es del 15% del 1-6%
respectivamente, en asiaticos estas frecuencias aumentan a 24.7% y 13-23%
respectivamente*®, en la poblacion México Americana se han reportado
frecuencias de 9.7% y 1% respectivamente*'. Se desconocen estudios que hayan
reportado la frecuencia de estos genotipos en poblacion mexicana.

La informacion publicada referente a los polimorfismos del gen P2RY12 no es muy
diversa. Se ha reportado que el polimorfismo G1233A tiene una frecuencia de 99%
en poblacion africana y los polimorfismos G52T y C34T tienen una frecuencia de

1% y 10%, respectivamente, en poblacion caucasica®?.
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En México y Latinoamérica, no existen estudios que hayan determinado la relacion
de los polimorfismos C3435T del gen ABCB1, CYP2C19*2, CYP2C19*3,
CYP3A5*3 y del gen P2RY12 los polimorfismos G1233A, G52T y C34T con la baja

respuesta al clopidogrel.

Il. JUSTIFICACION

La baja respuesta a la accion de los agentes antiagregantes plaquetarios, como el
clopidogrel, es un problema clinico de gran impacto e interés cientifico. De
acuerdo a la bibliografia consultada el 40% de los pacientes sometidos a
intervencidon coronaria percutanea, tienen hiperactividad plaquetaria aun después
de recibir tratamiento con clopidogrel. La hiperactividad plaquetaria puede tener

consecuencias clinicas lamentables.

Uno de los motivos de la hiperactividad plaquetaria, es consecuente a la presencia
de polimorfismos que modifican el metabolismo en la absorcién del clopidogrel, asi
como el metabolismo hepatico (citocromo P450) y la actividad biolégica del
receptor plaquetario P2Y12. Estos polimorfismos se describen ampliamente en
poblaciones sajonas y asiaticas, sin embargo, es importante destacar que no es
posible trasladar los resultados de estos estudios epidemiolégicos a todos los

grupos étnicos.
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En México, se desonocen estudios que muestren la relacion de los polimorfismos
involucrados en todo el metabolismo del clopidogrel con la baja respuesta. Debido
a la elevada frecuencia de baja respuesta al clopidogrel, es necesario considerar
el estudio personalizado para mejorar los blancos terapéuticos en cada individuo.

El estudiar los factores genéticos de la absorcién, metabolizacion y bloqueo
plaquetario del clopidogrel relacionados con la hiperactividad plaquetaria, es un

punto original de estudio en poblacién mexicana.

lll. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la frecuencia de la baja respuesta al clopidogrel y su relacion con la
presencia de polimorfismos de los genes ABCB1, CYP2C19, CYP3A5 y P2RY12
en pacientes sometidos a intervencion coronaria percutanea en el Instituto

Nacional de Cardiologia?

IV. HIPOTESIS

La frecuencia de la baja respuesta al clopidogrel esta relacionada con la presencia
de alguno de los polimorfismos de los genes ABCB1, CYP2C19, CYP3A5 o
P2RY12 en pacientes sometidos a intervencion coronaria percutanea en el

Instituto Nacional de Cardiologia.
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V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Estimar la frecuencia de baja respuesta al clopidogrel y su relacion con la

presencia de polimorfismos de los genes ABCB1, CYP2C19, CYP3A5 y P2RY12

en pacientes sometidos a intervencion coronaria percutanea en el Instituto

Nacional de Cardiologia.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estimar la frecuencia de la baja respuesta al clopidogrel en pacientes
sometidos a intervencion coronaria percutanea en el Instituto Nacional de
Cardiologia.

Estimar la frecuencia genotipica de los polimorfismos C3435T del gen
ABCB1, CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP3A5*3 y del gen P2RY12 los
polimorfismos G1233A, G52T y C34T en pacientes sometidos a
intervencién coronaria percutanea en el Instituto Nacional de Cardiologia.
Determinar la relacion de la baja respuesta al clopidogrel con la frecuencia
de los polimorfismos C3435T del gen ABCB1, CYP2C19*2, CYP2C19*3,
CYP3A5*3 y del gen P2RY12 los polimorfismos G1233A, G52T y C34T en
pacientes sometidos a intervencion coronaria percutanea en el Instituto

Nacional de Cardiologia.
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V1. DISENO DEL ESTUDIO

Transversal analitico analizado como casos y controles.

VIl. TAMANO DE MUESTRA

En un estudio piloto realizado en el Instituto Nacional de Cardiologia, se encontro
que aproximadamente el 18% de la poblacién sometida a intervencién coronaria
percutanea podria tener baja respuesta al clopidogrel. Este resultado fue utilizado

para sustituir el dato de prevalencia poblacional en la siguiente férmula:

m=ZaQ?(p(1-p))
d2

ni= tamafo de muestra

ZaQ= 1.96 cuando el valor de alfa es 0.05
P= prevalencia poblacional (0.18)
d=precision (0.05)

Za0=1.96

SUSTITUCION:
n=(1.96)2 (0.18(1-0.18))
(0.05)2
m=0.5667
0.0025
n= 227+ 21% de perdidas = 275 pacientes
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VIIl. METODOLOGIA

8.1 MATERIALES Y REACTIVOS

Materiales:

- Tubos BD Vacutainer de 4 mL y de 2 mL con K2 EDTA 7.2 mg como
anticoagulante
- Tubos BD Vacutainer de 4 mL y de 1 mL con Citrato de sodio al 3.8% para
pruebas regulares de tiempos de coagulacion
- Cubetas de cristal siliconizado P/N 312, Chrono-Log capacidad de 450 pL
- Placa PCR de 96 pocillos natural, Cultek marca blanca (cmb)

Reactivos:

- Adenosin difosfato liofilizado (ADP) No 384, Chrono-Par, vial con 2.5 mg
- Agua inyectable
- TagMan Universal Master mix, Applied Biosystem, Ref 4304437

- Ensayos genotipicos TagMan de 6 sitios polimérfimos diferentes, tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los ensayos genotipicos TagMan de los sitios
polimdrficos estudiados.

rs Primers [VIC/FAM] Catalogo

1045642 TGTTGGCCTCCTTTGCTGCCCTCACIAIGIATCTCTTCCTGTGAC | 7586657 _20
ACCACCCGGC

4244285 TTCCCACTATCATTGATTATTTCCCIAIGIGGAACCCATAACAAAT | 25986767_70
TACTTAAAA

4986893 ACATCAGGATTGTAAGCACCCCCTGIA/IGIATCCAGGTAAGGCC | 27861809_10
AAGTTTTTTGC

776746 ATGTGGTCCAAACAGGGAAGAGATAITICITGAAAGACAAAAGA | 26201809_30
GCTCTTTAAAG

16846673 | TTCATTTGGGTCACCACCATCCTGTICITICTTTTTTCCTATTGTC | 33677020_10
CTGGGACAG

6809699 AGTCTCTGGTGCACAGACTGGTGTT[A/ICICCAGGCGCAGAGGT | 25640992_10
GAGGTTGTCGA

6785930 TGGTGTTACCAGGCGCAGAGGTGAGIAIGITTGTCGACGGCTTG | 25472353_10
CATTTCTTGTT
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8.2 DESCRIPCION OPERATIVA

Se revisd el registro diario de intervenciones coronarias percutaneas en el
departamento de hemodinamia del Instituto Nacional de Cardiologia y se eligieron
a los pacientes de 18 aflos o mas que recibieron una dosis de carga de clopidogrel
pre intervencion.

Se entrevistd a cada paciente y se invitd a participar explicando ampliamente y por
escrito la finalidad del estudio. Cada paciente tuvo que autorizar por escrito la
participacion en el estudio mediante consentimiento informado. A los pacientes
incluidos se les tom6 una muestra de sangre periférica en la region antecubital.

Se revis6 el expediente clinico y se recolectaron datos en relacién a factores de
riesgo y cuadro clinico. En la figura 2 se esquematiza la seleccion de pacientes

incluidos.

Figura 2. Criterios de seleccion de los pacientes

380 pacientes
consecutivos con las
caracteristicas para
ingresar al estudio

4

83 pacientes que
cumplieron con los
criterios de exclusion

297 pacientes que
cumplieron con los
criterios de inclusion

A4

21 pacientes que
cumplieron con los
criterios de eliminacion

276 pacientes
incluidos en el
estudio




8.3 CRITERIOS DE INCLUSION
Pacientes mayores de 18 afos, sexo indistinto, sometidos a ICP en el Instituto
Nacional de Cardiologia, que recibieron una dosis de carga de clopidogrel de 300

0 600 mg con un maximo de 24 horas previas a la toma de muestra sanguinea.

8.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

o La omision del consentimiento informado.

o Alteraciones hepaticas.

o Insuficiencia renal.

o Pacientes con 3 punciones y sin obtencién de muestra sanguinea exitosa.

o Pacientes con enfermedades mentales.

8.5 CRITERIOS DE ELIMINACION

o Pacientes con un conteo plaquetario menor a 200 000 plq / ul

o Pacientes con muestra sanguinea insuficiente para determinar la actividad
plaquetaria y los polimorfismos.

o Pacientes cuya muestra de DNA no haya amplificado.

o Pacientes con pérdida de informacion clinica mayor al 5%.

8.6 EXTRACCION DE LA INFORMACION CLINICA

La informacién clinica fue obtenida directamente del paciente por 4 investigadores

colaboradores en el desarrollo del estudio, usando una hoja estandarizada de
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recoleccion de datos (anexo 1). La informacion colectada fue revisada por dos
investigadores para verificar la correcta extraccion de los datos.

La informacién clinica de la hoja estandarizada de recoleccion de datos fue
verificada y completada con la informacion registrada en el archivo electrénico del
INC. Los casos con diferencias en la informacién, fueron discutidos con el médico

especialista responsable del paciente.

8.7 MUESTRA DE SANGRE

La muestra de sangre fue obtenida a las 24 h posteriores a la ingesta de la dosis
de carga de clopidogrel. Cada enfermo tenia un minimo de 4 horas de ayuno; y se
obtuvo una muestra de 15 mL de sangre periférica por puncién antecubital. Nueve
mililitros de muestra sanguinea fueron colocados en tubos de plastico que
contenian citrato de sodio (3.8%) en relacion 1:10 como anticoagulante, para
determinar agregacion plaquetaria. Seis mililitros de muestra sanguinea fueron
colocados en tubos de plastico que contenian EDTA como anticoagulante, para la

extraccion de DNA.

8.7.1 AGREGACION PLAQUETARIA POR EL METODO OPTICO

La técnica de agregacion plaquetaria por el método éptico, determina la actividad
plaquetaria al colocar 0.4 mL de plasma, con una concentracion plaquetaria
conocida, a 37°C en una cubeta que contenga un agitador magnético. En el
agregometro el agitador rota por una fuerza magnética a 1100 r.p.m. mientras un

haz de luz atraviesa la muestra de plasma. Al adicionar un agente agonista a la
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muestra, las plaquetas contenidas se activan, y su inicial forma discoidal se
modifica adoptando formas irregulares caracterizadas por la presencia de
seudopodos. Posteriormente, las plaquetas se van agregando y eso permite un
mayor paso de la luz a través de la muestra de plasma. Estos cambios
conformacionales de las plaquetas se registran en el agregémetro acoplado a un
programa que construye una curva de agregacion. La curva construida representa,
en una escala de 0 a 100, el porcentaje de agregacion plaquetaria en esa muestra.
El agente inductor que se emplea para identificar la resistencia al clopidogrel es el
ADP43,

Para la estimacion de la agregacion plaquetaria en este estudio, se obtuvo plasma
de las muestras contenidas en los tubos con citrato de sodio. El plasma rico y el
plasma pobre en plaquetas fueron obtenidos al centrifugar los tubos con citrato de
sodio a 94 g y 1,425 g durante 1.5 min y 20 min respectivamente. El plasma rico
en plaquetas (PRP) se diluy6 con el plasma pobre (PPP) para ajustar la muestra a
una concentracion de 200,000 plaquetas / uL. Las muestras fueron procesadas en
un Lumi-Agregometro modelo 560 CA 810 AGGRO software / LINK Chrono-log,
Havertown, PA, USA. Se utiliz6 10 uM de ADP como agente agonista para
detectar la baja respuesta al clopidogrel. Los pacientes con una inhibicion de la
agregacion plaquetaria menor al 30% fueron clasificados como pobres

respondedores**, figura 3.
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Figura 3. Ejemplo de resultado de agregacion

plaquetaria por el método éptico

La linea roja representa el porcentaje de
agregacion plaquetaria de un paciente incluido en
el estudio, con diagnédstico de baja respuesta al
clopidogrel. La linea negra representa un control
(individuo sano que no ingiere ningln
medicamento) utilizado para mantener la calidad

en la prueba.

8.8 EXTRACCION DE DNA

La extraccion de DNA se realizd por un meétodo no enzimatico previamente
descrito*>. Con el fin de disminuir la variabilidad interensayo, el DNA obtenido de
cada sujeto, se ajustd a 10 ng/uL y se conservo a -20°C hasta obtener un niumero

considerable de muestras para someterlo en grupos al analisis genémico.

8.9 PCR EN TIEMPO REAL

Existen diversos métodos que pueden utilizarse para determinar polimorfismos
genéticos. Algunos métodos son: fragmentos de restriccidon de longitud polimorfica,
PCR en tiempo final, PCR en tiempo real y secuenciacion directa. En este estudio,
se utilizé la PCR en tiempo real, ya que es el estandar de oro para la
genotipificacion y la discriminacion alélica.

La PCR cuantitativa en tiempo real se fundamenta en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). El beneficio de esta técnica es que amplifica moléculas

especificas de DNA y al mismo tiempo las cuantifica. Lo anterior a través de
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elementos Opticos

integrados al

termociclador asi

como de marcadores

fluorescentes que proporcionan informacion de la amplificacién a lo largo de los

ciclos*6:47,

Para la deteccion de genes y polimorfismos especificos, se utilizan sondas

fluorescentes de acidos nucleicos. Estas sondas emiten sefiales luminosas que

son detectadas por los elementos 6pticos del termociclador a medida que se va

obteniendo el producto de la PCR#6:48,

8.9.1 SITIOS POLIMORFICOS ANALIZADOS

En la tabla 2 se indican los polimorfismos analizados en este estudio.

Tabla 2. Informacién de los polimorfismos estudiados.

rs Sitio Codones |Ubicacion del Efecto Referencias
polimérfico | afectados | polimorfismo

1045642 |ABCB1 C3435T Exén 26 Resulta en una -Owen A, etal.BrJ
reduccion de la Clin Pharmacol
expresion de MDR1 |2005; 59(3): 365-370
en el duodeno. No |-Kimchi-Sarfaty C, et
modifica la cadena |al.
de AA. Pharmacogenomics

2007 ; 8(1): 29-39
4244285 |CYP2C19*2 [G681A Exén 5 Reduce la cantidad |-Geisler T, et al.

de metabolito activo,
obtenido por la via
hepatica. Defecto
splicing

Pharmacogenomics
2008; 9(9):1251-9.
-Pereillo JM, et al.
Drug Metab Dispos
2002; 30(11):1288-
95.
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4986893 |CYP2C19*3 [G636A Exoén 4 Codén de “stop” J-innai T, et al. Circ J
prematuro 2009; 73(8):1498-
503
-Hulot JS, et al.
Blood
2006;108(7):2244-7
776746 CYP3A5*3 |A6986G Intron 3 Lleva a una proteina [-Nguyen TA, et al. J
no funcional. Afecta |Am Coll Cardiol
el mecanismo de 2005; 45:1157-64
oxidacion del -Lugo JJ, et al. Rev
clopidogrel a 2- Esp Cardiologia
oxoclopidogrel. 2006; 6(Supl H):49-
Defecto splicing 56
16846673 [P2RY12 G1233A intréon Cambia un -Lev El, et al.
glutamato a una Thrombosis
glicina. Se Research 2007; 119,
desconoce el 355—360
mecanismo por el -Hap Map
cual genera
hiperactividad
plaquetaria.
6809699 G52T Exon 2 No altera los Fontana P, et al.
aminoacidos. Se Circulation 2003;
desconoce el 108;989-995
mecanismo por el
cual genera
hiperactividad
plaquetaria.
6785930 C34T Exon 2 No altera los Fontana P, et al.

aminoacidos. Se
desconoce el
mecanismo por el
cual genera
hiperactividad
plaquetaria.

Circulation 2003;
108;989-995
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La deteccién de los polimorfismos de un solo nucleétido en el DNA gendmico, se

realizd con PCR en tiempo real usando Ensayos Genotipicos TagMan

5’exonucleasa, TagMan Universal PCR Master Mix, agua inyectable y DNA [10

ng/uL], en placas para PCR de 96 pocillos. A cada pocillo se le colocé un volumen

final de 10 pL de acuerdo a la siguiente distribucion:
e 5 L de Universal PCR Master Mix
e 0.75 pL de agua inyectable
e 0.25 pL Ensayos Genotipicos TagMan

e 4 uL DNA [10 ng/ pL]

El ciclo térmico del protocolo de la PCR en tiempo real fue el siguiente:

e Etapa 1, un ciclo de 2 minutos a 50°C
e Etapa 2, un ciclo de 10 minutos a 95°C
e Etapa 3, cuarenta ciclos de 15 segundos a 95°C

e Elongacion, un minuto a 60°C

El andlisis se realizé en un 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied

Biosystem, foster City, CA, USA).
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8.10 ANALISIS ESTADISTICO

Analisis estadistico descriptivo:

- Para variables continuas y discretas medidas de tendencia central. Media
con desviacion estandar o medianas con rangos segun la distribucién de las
variables.

- Para variables cualitativas se calcularon frecuencias y proporciones.

- Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en los genes
analizados se obtuvieron por conteo directo.

Analisis bivariado:

- Comparacion de grupos (pacientes con baja y adecuada respuesta al
clopidogrel) usando, en variables continuas, la prueba T de student o U de
Mann Whitney dependiendo de la distribucion de las variables. En variables
cualitativas se calculé chi cuadrada.

- Correlacion de Pearson para variables continuas con distribucién normal y
correlacion de Spearman para variables continuas sin distribucion normal o
para variables cualitativas.

- Razdén de momios con intervalos de confianza 95%.

- Para evaluar el equilibrio genético en la poblacion de estudio, se utilizé el
principio de Hardy-Weinberg usando el método de chi cuadrada.

- Se calculé la hipétesis de herencia de acuerdo a 4 modelos: co-dominante,

dominante, recesivo y el de ventaja heterocigotica.
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Analisis multivariado:

- Se calculé un modelo de regresion logistica.

8.11 CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica Humana y por el

Consejo de Investigacion Médica del INC. Este proyecto fue una investigacién con

riesgo minimo. El estudio no transgrede los principios basicos de la bioética:

Beneficencia, no maleficencia, autonomia y justicia. El estudio se apega al Cddigo

de Nuremberg*® y a la Declaracion de Helsinki®®.

IX. RESULTADOS

9.1 AGREGACION PLAQUETARIA

La frecuencia de la baja respuesta al clopidogrel fue de 22.1%, tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes

Todos los Adecuada Baja respuesta
pacientes respuesta al al clopidogrel
Variable N= 276 (100%) | clopidogrel N= 61 (22.1%) Valor P
N= 215 (77.9%)
Edad ¥ +DE 60.37 £10.51 | 60.1 £10.52 61.33 +10.504 0.421
Sexo:
Hombres n (%) 246(89.1) 193 (89.8) 53 (86.9) 0.523
Mujeres n (%) 30 (10.9) 22 (10.2) 8 (13.1)
Tabaquismo n (%) 103 (37.3) 85 (39.7) 18 (29.5) 0.146
Diabetes Mellitus n (%) | 117 (42.4) 92 (43.2) 25 (41) 0.758
Consumo de alcohol n (%) 43 (15.6) 32 (14.9) 11 (18) 0.559
Dislipidemia n (%) 115 (42.1) 86 (40.4) 29 (48.3) 0.270
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Hipertensién n (%) 156 (56.7) 118 (55.1) 38 (62.3) 0.320
IMC Kg/m? X +DE 27.1+3.83 27.01 £3.73 27.42 +4.21 0.450
Dosis de carga de

clopidogrel:

600 mg n (%) 189 (68.7) 149 (69.6) 40 (65.6) 0.547
300 mg n (%) 86 (31.3) 65 (30.4) 21 (34.4)

Porcentaje de agregacion

olaquetaria mediana + DE 24 +13.63 21+49.018 43 +7.869 <0.001*
Ingesta de omeprazol n (%) | 88 (31.9) 70 (32.6) 18 (30) 0.88
Glc mediana + DE 113 £ 50.04 113 +£4.92 114 £ 2.474 0.951
Leuc mediana + DE 8+2.61 7.8+2.63 8.55+2.47 0.021*
Plg mediana + DE 200 + 67.55 199.5 + 68.43 202.5 + 64.98 0.816
Chol ¥+ DE 166 + 46.12 164 + 44.67 172 £ 50.43 0.286
HDL * +DE 35.89+9.93 35.63 £ 9.57 36.77 £ 11.2 0.520
LDL ¥ +DE 97.04 +37.17 | 94.02 + 3.06 107.1 £ 451 0.090
Tgl mediana + DE 139 +124.75 139+ 135.5 139 + 80.80 0.835

* Significancia estadistica p< 0.05

Consumo de alcohol: Ingesta de al menos un trago estandar por dia (14 g 6 0.6 oz de alcohol
puro); IMC: indice de masa corporal; Glc: Glucosa; Leuc: Leucocitos; Plq: Plaquetas; Chol:

Colesterol; HDL: Lipidos de alta densidad; LDL: Lipidos de baja densidad; Tgl: Triglicéridos.

Para determinar el efecto de la dosis de carga del clopidogrel se comparé la
proporcion de pacientes con baja respuesta y el porcentaje de agregacion
plaquetaria en estos grupos (300 mg y 600 mg). El 24.4 % y el 21.2 % de los
pacientes tuvieron baja respuesta al clopidogrel en los grupos de 300 mg y 600
mg, respectivamente, tabla 4. No hubo diferencia estadistica significativa, por lo
que se puede concluir que la dosis de carga no interfiridé en la clasificacion de los

pacientes con baja y adecuada respuesta.
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Tabla 4. Comparacién de los grupos de dosis de carga de clopidogrel

Variable 300 mg de clopidogrel 600 mg de clopidogrel p
86 (31.3%) 190 (68.7%)

Baja respuesta al
clopidogrel n (%) 21(24.4) 40 (21.2) 0.547

Porcentaje de
agregacion plaquetaria | 24.5 con un rango de 53, de | 24 con un rango de 68, de 0.295

mediana y rangos 2ab55 0a68

Para conocer la fuerza y la direccion de la baja respuesta al clopidogrel con cada
una de las variables analizadas, se ejecutd un analisis de correlacién, tabla 5. La
baja respuesta al clopidogrel se correlaciond positivamente con el porcentaje de
agregacion plaquetaria, la concentracion de leucocitos en sangre y la
concentracion de LDL en suero (r = 0.719, p < 0.001; r =0.144, p = 0.021 y r =
0.149, p = 0.047; respectivamente). Estas correlaciones indican que cuando
aumenta el numero de pacientes con baja respuesta al clopidogrel, también
aumenta la mediana del porcentaje de agregacion plaquetaria, la concentracion de

leucocitos en sangre y la concentracién de LDL en suero.
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Tabla 5. Analisis de correlacion de la baja respuesta al clopidogrel con las

variables de estudio

Correlaciéon con baja respuesta al clopidogrel

Variable Coeficiente de correlacion Valor p
Edad 0.049 0.472
Sexo -0.038 0.525
Tabaquismo -0.088 0.147
Diabetes Mellitus -0.019 0.760
Consumo de alcohol 0.035 0.561
Dislipidemia 0.067 0.272
Hipertension 0.060 0.322
IMC Kg/m? 0.046 0.450
Dosis de carga de clopidogrel -0.036 0.549
Porcentaje de

agregacionplaquetaria 0-719 <0.007"
Glc 0.004 0.951
Leuc 0.144 0.021*
Plq 0.015 0.816
Chol 0.75 0.253
HDL 0.49 0.520
LDL 0.149 0.047*
Tgl -0.014 0.836

* Significancia estadistica p< 0.05
Consumo de alcohol: Ingesta de al menos un trago estandar por dia (14 g 6 0.6 oz de alcohol
puro); IMC: indice de masa corporal; Glc: Glucosa; Leuc: Leucocitos; Plq: Plaquetas; Chol:

Colesterol; HDL: Lipidos de alta densidad; LDL: Lipidos de baja densidad; Tgl: Triglicéridos.

9.2 POLIMORFISMOS GENETICOS
Todos los polimorfismos estudiados estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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El genotipo TT del polimorfismo C3435T del gen ABCB1, fue el unico que se

asocio con la baja respuesta al clopidogrel (OR 2.4, p = 0.001), tabla 6. Las

frecuencias de los polimorfismos del citocromo P450 (CYP2C19*2, CYP2C19*3

and CYP3AS5*3) fueron 3 veces menores que las reportadas para poblaciones

caucasicas y japonesas'4°. Por otro lado, ninguno de los polimorfismos del gen

P2RY12 se relaciond con la baja respuesta al clopidogrel. Con respecto al gen

ABCBH1, el riesgo de tener baja respuesta al clopidogrel fue dos veces mayor en

los portadores del polimorfismo C3435T genotipo TT que en los portadores del

genotipo CC o CT (OR 2.4, IC 1.23-4.66, P = 0.015; tabla 6).

Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos estudiados en los

grupos con adecuada y baja respuesta al clopidogrel

Adecuada Baja
Genotipo respuesta al respuesta al
clopidogrel clopidogrel OR 95% C.I. P
N=215 N= 61 (22.1%)
(77.9%)
ABCB1-3435 C/T (rs 1045642)
Alelos C 253 (59) 56 (46) 1.21
T 177 (41) 66 (54) 0.83
Genotipos | CC 70 (32.6) 13 (21.3)
CT 113 (52.6) 30 (49.2)
TT 32 (14.9) 18 (29.5) 24 1.23-4.66 | 0.0015
CYP2C19*2-681 G/A (rs 4244285)
Alelos G 365 (85.2) 101 (82.8)
A 63 (14.8) 21 (17.2)
Genotipos | GG 161 (74.9) 42 (68.9)
GA 43 (20.0) 17 (27.9)
AA 10 (4.7) 2(3.3) NS

38




CYP2C19*3-636 G/A (rs 4986893)

Alelos G 215 (99.5) 122 (100)
A 1(0.5) 0
Genotipos | GG 214 (99.5) 61 (100)
GA 1(0.5) 0
AA 0 0 NS
CYP3A5*3-6986 G/A (rs 776746)
Alelos G 391 (91) 104 (85.2)
A 39 (9) 18 (14.8)
Genotipos GG 178 (82.3) 45 (73.8)
GA 35(16.3) 14 (23)
AA 2(0.9) 2(3.3) NS
P2RY12-33 G/A (rs16846673)
Alelos G 0 0
A 215 (100) 61 (100)
Genotipos GG 0 0
GA 0 0
AA 215 (100) 61 (100) N/A
P2RY12-52 G/T (rs 6809699)
Alelos 368 (86) 99 (81.1)
T 60 (14) 23 (18.9)
Genotipos | GG 160 (74.4) 39 (63.9)
GT 48 (22.3) 21 (34.4)
TT 6 (2.8) 1(1.6) NS
P2RY12-34 C/T (rs 6785930)
Alelos C 306 (71.5) 87 (71.3)
T 122 (28.5) 35(28.7)
Genotipos CcC 112 (52.1) 30 (49.2)
CT 82 (38.1) 27 (44.3)
TT 20 (9.3) 4 (6.6) NS

NS = No significativo

N/A = No aplica

* Significancia estadistica p< 0.05
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La hipdtesis de herencia para el polimorfismo C3435T del gen ABCB1 fue
calculada usando 4 modelos: el co-dominante, el dominante, el recesivo y el de
ventaja heterocigética (tabla 7). De acuerdo al modelo dominante, el riesgo de
tener baja respuesta al clopidogrel incrementé 2.39 veces en los portadores del
genotipo TT comparado con los portadores del genotipo CT o CC (p=0.009). No
hubo significancia estadistica en el resto de los modelos.

Tabla 7. Modelos de herencia del polimorfismo C3435T del gen ABCB1

Modelos de Genotipo OR I.C 95% P
herencia

Co-dominante CcC 1

CT 143 0.7-2.93 NS

TT 3.03 1.325 - 6.925 0.007*
Dominante TT vs.

CT +CC 2.39 1.23 — 4.66 0.009*
Recesivo CC vs.

CT+TT 0.56 0.285-1.103 NS
Ventaja CT vs.
heterocigotica CC+TT 0.87 0.495 — 1.543 NS

NS = No significativo

* Significancia estadistica p< 0.05

9.3 MODELO DE REGRESION LOGISTICA

Se ejecuté un modelo de regresion logistica que se ajustd por las variables edad,
sexo, diabetes mellitus, ingesta de omeprazol, concentracion de leucocitos en
sangre y el genotipo TT del polimorfismo C3435T del gen ABCB1. Las variables
que se integraron en el modelo, fueron elegidas en su mayoria por tener
significancia estadistica en el analisis bivariado. De acuerdo a los resultados del

modelo, tanto el genotipo TT como la ingesta de omeprazol se asociaron con la

40




baja respuesta al clopidogrel (Exp (B) 2.73, p = 0.009 y Exp (B) 3.86, p = 0.04,
respectivamente), como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Modelo de regresion logistica

Variable Exp (B) P IC 95%
Polimorfismo C3435T (Genotipo TT) 2.73 0.009* 1.28 — 5.81
Omeprazol 3.86 0.04* 1.02 — 14.66
Leucocitos 1.1 0.1 0.97-1.25

* Significancia estadistica p< 0.05

En este estudio se consideraron todos los medicamentos que estaban tomando
los pacientes al momento de la toma de muestra, entre estos medicamentos
destacan los inhibidores de la GPIlIb/llla, anticoagulantes y estatinas. Sin embargo,
la unica relacidn estadisticamente significativa que se encontré fue la del

omeprazol con la baja respuesta al clopidogrel.

X. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este estudio, ningun polimorfismo del CYP se asocié con baja respuesta al
clopidogrel. Un estudio realizado en otra instituciéon de salud Mexicana, reporté
resultados similares a estos®. El genotipo mas frecuente del polimorfismo
CYP3A5*3 fue GG, seguido del genotipo GT, por otro lado el genotipo TT tuvo una
frecuencia por debajo del 9%, asi como lo reporté Isordia-Salas et al. El
polimorfismo CYP2C19*3 (rs 4986893) no se detectd en la poblacién de estudio.
Las frecuencias de los polimorfismos CYP2C19*2, CYP2C19*3 y CYP3A*3, fueron

menores en la poblacidon estudiada que en las poblaciones caucasicas y
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japonesas'40La Food and Drug Administration (FDA) advierte del uso de
clopidogrel en pacientes portadores del polimorfismo CYP2C19*2, sin embargo
esta recomendacion esta basa en estudios realizados en poblacion caucasica®’.
De acuerdo a los resultados de este estudio, la recomendacion de la FDA con
respecto a la ingesta de clopidogrel en portadores del polimorfismo CYP2C19*2 no
puede ser aplicada a la poblacion mexicana. Por lo que los resultados de un solo
estudio, aunque tenga un tamafo de muestra grande, no pueden ser extrapolados

a todas las poblaciones.

El papel de los polimorfismos del gen P2RY12 en la baja respuesta al clopidogrel
ha tenido diferentes resultados en diversos estudios, debido quiza al pequefio
numero de pacientes incluidos y a la ausencia del estudio de cada uno de los loci
del gen. Una investigacion que incluyé 1031 individuos, identifico variaciones en el
gen P2RY12, las cuales estuvieron relacionadas con la baja respuesta al
clopidogrel®?. Sin embargo, este estudio no consideré diferencias en los
antecedentes étnicos de los pacientes incluidos. En nuestro estudio se observo
que los polimorfismos del gen P2RY12 no contribuyen a la baja respuesta al

clopidogrel en pacientes mexicanos.

Los portadores del polimorfismo C3435T del gen ABCB1 (rs 1045642) tuvieron un
elevado riesgo de baja respuesta al clopidogrel. EI gen ABCB1 codifica para la
glicoproteina P, la cual se expresa en el duodeno y limita la absorcion del
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clopidogrel®3. El genotipo TT del polimorfismo C3435T contribuye en las bajas
concentraciones plasmaticas del metabolito activo del clopidogrel, a través de un
mecanismo todavia incierto. Se ha sugerido que el genotipo TT disminuye la
absorcion intestinal del clopidogrel®*%® y que el aumento en las dosis de este
medicamento podria mejorar la absorciéon y por lo tanto la inhibicion de la
agregacion plaquetaria®%. En este estudio, no hubo diferencia significativa en el
porcentaje de agregacion plaquetaria entre los pacientes que recibieron 300 o 600
mg de clopidogrel, este resultado pudo ser debido a la variabilidad que existe en la
prueba de agregacion plaquetaria. Otra posible explicacién, puede ser debido al
tamano de la muestra, los estudios que han encontrado diferencia en la
agregacion plaquetaria entre diferentes dosis de clopidogrel, han incluido un gran
numero de pacientes (mayor a 500)°4° en este estudio el nimero de pacientes

incluidos fue pequeno (276).

La distribucion del polimorfismo C3435T del gen ABCB1 (rs1045642) es similar
entre mexicanos, asiaticos y sudamericanos, pero difiere de los caucasicos y los
africanos®’. En este estudio, se aborda el fenédmeno de la baja respuesta al
clopidogrel desde diferentes perspectivas estudiando los polimorfismos
involucrados en la absorcién, el metabolismo hepatico y la actividad del receptor

P2Y12.
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Se encontré una frecuencia de baja respuesta al clopidogrel de 22.1%. Esta
frecuencia difiere de la reportada en otra institucion de salud Mexicana (60%)5%8.
Una posible explicacidon a la discrepancia de estos resultados incluye: A) La
ausencia de un consenso en las variables que afecten los resultados, o la
concentracion de ADP utilizada para inducir la agregacion plaquetaria, o el tiempo
en el que las muestras de sangre fueron colectadas; B) Diferencias en el punto de
corte de la agregacion plaquetaria utilizado para identificar a los pacientes con
baja respuesta ; y C) Diferencias en los métodos utilizados para determinar la baja
respuesta al clopidogrel, pese a que la agregacion plaquetaria por el método

optico es considerada el estandar de oro’®.

Anteriormente se ha relacionado al omeprazol con la baja respuesta al
clopidogrel?®%°, El uso concomitante de omeprazol y clopidogrel deberia evitarse
debido a que estos dos agentes de manera competitiva inhiben la isoenzima
CYP2C19, la cual participa en la generacién del metabolito activo del clopidogrel,
reduciendo asi la capacidad del clopidogrel para inhibir adecuadamente la
agregacion plaquetaria®. En este estudio, la ingesta de omeprazol resulté ser un

factor de riesgo para el desarrollo de la baja respuesta al clopidogrel.

Sin embargo, este estudio también tiene varias limitaciones, incluyendo el tamafo
de muestra pequefo y la ausencia del estudio de la paraoxonasa-1 (PON1) en la
actividad del clopidogrel. Evidencia reciente ha demostrado que la enzima PON-1
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puede ser un importante determinante farmacocinético de la eficacia del

clopidogrel®’.

Existen diversos estudios referentes a la baja respuesta al clopidogrel y su
relacion con polimorfismos y eventos vasculares recurrentes hasta en un periodo
de 12 meses. Recientes investigaciones han demostrado que las capacidades
metabodlicas de cada individuo (metabolizadores rapidos, intermedios y pobres)
pueden interferir con la respuesta al clopidogrel. En este sentido, los
metabolizadores rapidos e intermedios tienen una mejor respuesta al clopidogrel
que los pobres metabolizadores®2. Estas observaciones no fueron consideradas en

este estudio.

Investigaciones adicionales, con un mayor numero de pacientes, son necesarias
para poder comprender la relacion del genotipo TT del polimorfismo C3435T del
gen ABCB1 con la absorcion intestinal del clopidogrel. Sin embargo, se espera
que los resultados de este estudio motiven al desarrollo de investigaciones
relacionadas con los resultados obtenidos.

En conclusion, el genotipo TT del polimorfismo C3435T esta relacionado con la
baja respuesta al clopidogrel en pacientes mexicanos. Sin embargo, es necesario
considerar otros mecanismos celulares y farmacocinéticos que pudieran estar

involucrados con esta baja respuesta.

45



XI. ANEXOS

ANEXO |

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS GENERALES DEL PACIENTE

NOMBRE:

EDAD:

LUGAR DE NACIMIENTO:

PACIENTE:

LUGAR DE NACIMIENTO DEL PADRE:
LUGAR DE NACIMIENTO DE LA MADRE:

LUGAR DE NACIMIENTO DE ABUELOS PATERNOS:
LUGAR DE NACIMIENTO DE ABUELOS MATERNOS:

FECHA DE NACIMIENTO (DIA/MES/ANO): (___/

/

ESCOLARIDAD:

Tabaco:

Diabetes mellitus:

Alcohol:

Hipertensién arterial:
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ANEXO I

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo

Declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el estudio:
“‘FRECUENCIA DE RESISTENCIA AL CLOPIDOGREL ASOCIADA A LA
PRESENCIA DE VARIANTES ALELICAS DE LOS GENES ABCB1Y CYP2C19
EN PACIENTES DEL INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA”

Los propdsitos del estudio son identificar la presencia de una variante genética y la
posible respuesta inadecuada al clopidogrel, en pacientes cardiopatas que se
encuentran bajo tratamiento con este medicamento. Con lo anterior podria en un
futuro, beneficiar a estos pacientes con nuevos tratamientos. El estudio representa
riesgo minimo para su salud o para la evolucion de su padecimiento.

Para fines del estudio tomaremos una muestra de 15 mL de sangre venosa con
material estéril y nuevo.

Puedo solicitar informacién adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi
participacion en el estudio tanto en el Instituto Nacional de Cardiologia como en la
Facultad de Medicina de la UNAM.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme del presente estudio en el
momento que asi lo desee.

En caso de que decidiera no participar, la atencion que como paciente recibo en el
Instituto Nacional de Cardiologia no se vera afectada.

FIRMA

TESTIGO

Fecha:
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