Rev Med Chile 2020; 148: 1307-1314

Farmacogendmica de los
anticoagulantes orales: la importancia
de establecer algoritmos de
dosificacion en poblacion chilena

NEFTALI GUZMAN'%, MARIO VEGA'*, FRANCO REYES'?,
DINA GUZMAN-OYARZO?**, MARCELA ANDAUR',

ARTICULO DE REVISION

Laboratorio de Investigacion en

Salud de Precision, Departamento de
Procesos Diagnésticos y Evaluacion,
Facultad de Ciencias de la Salud,
Universidad Catolica de Temuco.
Temuco, Chile.

2Centro de Biologia Moleculary
Farmacogenética, Nicleo de Desarrollo
Cientifico-Tecnoldgico en Biorecursos,
Universidad de La Frontera (BIOREN-
UFRO), Chile.

#Tecndlogo Médico, Doctor en Ciencias

RODRIGO BOGUEN'#, PABLO LETELIER!* (PhD).

Pharmacogenomics of vitamin K

antagonists

There is an important interindividual variability in dose requirement
for coumarinic anticoagulants, which could be explained by genetic and
non-genetic factors. Among hereditary factors, there are gene polymorphisms
that code the therapeutic target and the main enzyme responsible for their
metabolism. However, there are other candidate genes that could modulate
dose requirements. The is a paucity of pharmacogenomic platforms to deter-
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mine dose requirements of coumarinics in the Chilean population. Therefore,

algorithms considering different variables to adjust individual dosages are
required. Herein, we analyze the available evidence about factors that can
modify the effects of vitamin K antagonists and that should be incorporated

to dosing algorithms.
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Key words: Anticoagulants; Coumarins; Pharmacogenomic Variants.

K son fairmacos ampliamente prescritos en

el mundo', utilizados para el tratamiento y
prevencién de eventos tromboembdlicos, tanto
arteriales como venosos, siendo acenocumarol el
farmaco utilizado en diversos paises de América
Latina. Si bien su dosificacién inicial se establece a
partir de la International Normalized Ratio (INR),
un indicador ampliamente utilizado para evaluar
la calidad de la terapia anticoagulante correspon-
de al tiempo en rango terapéutico (TTR), siendo
considerado 6ptimo por The National Institute for
Health and Care Excellence un TTR > 65%?2. En
Chile, un reciente estudio que recoge informacion
respecto de la eficacia de la terapia anticoagulante
muestra que el TTR observado en una cohorte
de pacientes fue de 50%, valor por debajo de lo

l os cumarinicos o antagonistas de la vitamina
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Los cumarinicos actdan a nivel hepdtico inhi-
biendo la enzima microsomal vitamina K epéxido
reductasa complejo 1 (VKORC1) participando en
la reduccién de la forma epdxido de la vitamina
K (KO) hacia la forma reducida hidroquinona
(KH,) e inhibiendo el ciclo de interconversién de
la vitamina K°. La forma reducida de la vitamina
K participa como cofactor para la y-carboxilacién
de las proteinas de la hemostasia dependientes
de vitamina K (Figura 1) y la ausencia de esta
modificacién postraduccional genera productos
no funcionales que son incapaces de unir calcio,
dando como resultado una disminucién en la
actividad de estos factores de la coagulacion’.

Evidencia cientifica da cuenta de una impor-
tante variabilidad interindividual en los reque-
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rimientos de dosis de cumarinicos, fenémeno
que puede ser explicado por factores genéticos
y no genéticos, destacando entre estos factores
a variaciones de secuencia en genes candidatos,
edad, género, peso corporal, interaccién con otros
medicamentos, ingesta de vitamina K en la dieta,
tabaquismo™*. El impacto de estas variables en el
periodo de establecimiento de dosis es particular-
mente importante, por lo que el uso de algoritmos
de prediccién de dosis de cumarinicos basados en
factores genéticos y no genéticos contribuiria a
mejorar la seguridad del paciente.

Factores genéticos

Se ha propuesto un importante niumero de
genes candidatos que explicarian las diferencias
en los requerimientos de dosis, sin embargo,
gran parte de esta variabilidad estaria asociada
a polimorfismos en los genes que codifican, por
una parte para la proteina que constituye el blan-
co terapéutico de los cumarinicos denominada
vitamina K epéxido reductasa (VKORC1), como
asi también para la enzima que participa en el
metabolismo del firmaco denominada citocromo
P450 isoforma 2C9 (CYP2C9)>*.

La enzima VKORCI corresponde al blanco
terapéutico de los cumarinicos y se encuentra
ubicada en el lumen del reticulo endoplasmico
de hepatocitos. El gen que codifica para esta
enzima, denominado VKORCI, se encuentra en
el brazo corto del cromosoma 16 (16p11.2)". La
evidencia disponible sugiere que cerca de 40% de
la variabilidad en los requerimientos de dosis de
cumarinicos podria ser explicada por cambios
de una sola base nitrogenada en este gen®®. Es-
tas variaciones de secuencia que se denominan
polimorfismos de nucledtido simple (SNPs), se
encuentran relacionadas en algunos casos con
sensibilidad y en otros con resistencia al efecto
del farmaco. En el grupo de variantes asociadas a
sensibilidad al firmaco, el principal SNP descrito
corresponde a una sustitucién de nucle6tidos de
guanina por adenina en la posicién -1639 de la
regién promotora del gen (VKORCI -1639 G>A;
rs9923231). Estudios realizados en diferentes
grupos poblacionales demuestran significativa-
mente que sujetos portadores del alelo A de este
SNP requieren de menores dosis de warfarina y
acenocumarol para lograr su efecto antitrombd-
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tico®'?, en comparacién con aquellos que poseen
el alelo G. Similar asociacion se ha descrito parala
variante VKORCI 1173 C>T (rs9934438), ubicada
en la regién intrénica del gen'’. En contraste, la
variante alélica VKORCI 3730 G>A (rs7294),
ubicada en la regién 3’-UTR ha demostrado que
aquellos pacientes que presentan al menos un
alelo A requieren mayores dosis de cumarinicos
que aquellos portadores del alelo G'2.

Por su parte, la enzima citocromo P450 isofor-
ma 2C9 (CYP2C9) es la principal encargada del
metabolismo de los cumarinicos en el higado, sien-
do CYP2C9 el gen que la codifica, el cual se localiza
en el brazo largo del cromosoma 10 (10q24.2)".
Polimorfismos en CYP2C9 constituyen uno de
los mayores determinantes de la variabilidad en la
respuesta a la terapia con cumarinicos, destacando
los alelos CYP2C9*2 y CYP2C9*3%™, La variante
CYP2C9*2 (430C>T; rs1799853) corresponde a
una mutacién puntual en el exdén 3, siendo res-
ponsable del cambio aminoacidico de arginina
por cisteina en la posicién 144 (Argl44Cys) de
CYP2C9, lo que genera una disminucién de 30%
delaactividad catalitica de la enzima'. Por su par-
te, la variante CYP2C9*3 (1075A>C; rs1057910),
es resultado de una mutacién en el exén 7 del gen,
causando una sustitucién en la posicién Ille359Leu
y produciendo una disminucién de 80% de la
actividad enzimatica de CYP2C9, lo que se ha
asociado a un incremento del riesgo hemorragico
en individuos portadores, debido a que existiria
mayor disponibilidad de cumarinicos para inhibir
a VKORC1™*,

Si bien la variabilidad hereditaria observada
en la terapia anticoagulante oral puede ser ex-
plicada principalmente por polimorfismos en
los genes VKORC1 y CYP2C9, no obstante, esta
variabilidad en la respuesta se ha asociado en
menor medida a otros genes candidatos como
v-glutamil carboxilasa (GGCx), citocromo P450
isoforma 4F2 (CYP4F2) y calumenina (CALU)'"'.
El gen GGCx codifica para la enzima gama-glu-
tamil carboxilasa (GGCx) que corresponde a una
proteina encargada de catalizar la y-carboxilacién
de los factores vitamina K dependientes. Algunos
estudios demuestran que SNPs en GGCx esta-
rian asociados a cambios en los requerimientos
de dosis de cumarinicos'*®. Por su parte, el gen
CYP4F2 codifica para la enzima citocromo P450
isoforma 4F2, que corresponde a una vitamina
K, oxidasa, que puede inactivar a la vitamina K|
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por hidroxilaciéon, disminuyendo la vitamina K
hidroquinona para la y-carboxilacién de los facto-
res de coagulacién dependientes de vitamina K. La
principal variante descrita corresponde a CYP4F2
1347G>A (rs2108622) que ha sido asociada a
mayores requerimientos de dosis para alcanzar el
objetivo terapéutico del anticoagulante'®*"*%, Fi-
nalmente, el gen CALU codifica para calumenina,
que corresponde a una proteina chaperona que se
encuentra en el reticulo endoplasmatico, la cual
actia generando una regulacion de la biosintesis
de proteinas dependientes de vitamina K de acuer-
do a estudios en modelo animal®. En cuanto a este
gen, se ha demostrado que sujetos portadores de
la variante CALU rs339097 presentan requeri-
mientos significativamente mayores de warfarina
respecto a sujetos que no poseen el alelo mutado®.

El mecanismo de accién de los cumarinicos y al-
gunos genes candidatos asociados a variabilidad
en los requerimientos de dosis de antagonistas de
la vitamina K se presentan en la Figura 1.

Factores no genéticos

Diversos factores han sido propuestos para
explicar, en parte, la variabilidad no hereditaria
observada en los requerimientos de dosis de an-
tagonistas de la vitamina K, entre los que destacan
la edad, género, dieta y etnicidad.

Se ha establecido que la edad constituiria
un factor determinante en la variabilidad de los
requerimientos de dosis de cumarinicos, lo que
explicarfa aproximadamente 14,6% de la variabili-

Figura 1. Mecanismo de accion de cumarinicos y genes candidatos asociados a variabilidad en los requerimientos de dosis de
antagonistas de la vitamina K. La vitamina K de la dieta es metabolizada por VKORC1 en el reticulo endoplasmico del hepatocito
formando vitamina K hidroquinona, que actlia como cofactor para GGCx, enzima que cataboliza la y-carboxilacién de regiones
altamente conservadas de proteinas de la hemostasia dependientes de vitamina K, permitiendo que sean funcionales. Durante
la terapia anticoagulante oral (TACO), los cumarinicos como la warfarina inactivan a VKORCT, impidiendo el ciclo de meta-
bolizacién de la vitamina K. Normalmente, la enzima CYP2C9 metaboliza a warfarina formando hidroxiwarfarina, una forma
inactiva del farmaco. Diversos genes han sido propuestos como moduladores de la variabilidad en la respuesta al tratamiento,
destacando VKORCT y CYP2C9. Otros genes candidatos corresponden a CALU, GGCX'y CYP4F2.
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dad observada en sujetos tratados con warfarina®.
Concordante con esto, la evidencia disponible
sostiene la idea que los requerimientos de dosis
disminuyen aproximadamente 0,4 mg por ano de
vida, como consecuencia de una mayor sensibi-
lidad a cumarinicos, incrementando el riesgo de
eventos adversos de tipo hemorragico®.

Del mismo modo, género y masa corporal
son variables que han demostrado ser predictores
independientes en los requerimientos de dosis de
antagonistas de la vitamina K. En sujetos tratados
con warfarina se ha demostrado que el género
masculino y una mayor masa corporal se relacio-
narfan con mayores requerimientos de dosis de
anticoagulante?. Por su parte, respecto del impac-
to dela alimentacion sobre la respuesta terapéutica
a cumarinicos, se ha demostrado que la respuesta
a la terapia se modifica de acuerdo a la ingesta de
alimentos ricos en vitamina K. En este contexto,
alimentos que presentan un importante contenido
de vitamina K incrementarian los requerimientos
del fairmaco para alcanzar el objetivo terapéutico®.

La etnicidad constituye un importante aspecto
a considerar en el establecimiento de dosis en la
terapia anticoagulante oral. Se ha establecido que
la poblacién asidtica presentaria menores reque-
rimientos de dosis de cumarinicos que sujetos
caucdsicos para alcanzar el objetivo terapéuti-
co, mientras que los requerimientos en sujetos
negroides serfan mayores a otras poblaciones®.
Estas diferencias podrian explicarse, a lo menos
en parte, por las diferencias en la frecuencia de
presentacion de SNPs en genes candidatos, donde
se observan importantes variaciones poblacionales
que explicarian las diferencias en los requerimien-
tos de dosis de cumarinicos®. En este contexto, las
poblaciones latinoamericanas se constituyen de
una mezcla de poblaciones nativas americanas o
amerindias, europeos y negroides, lo que ha sido
demostrado utilizando diversas herramientas
moleculares, entre ellas marcadores uniparenta-
les como el ADN mitocondrial (mtDNA)3. En
un estudio realizado en individuos chilenos en
terapia con cumarinicos y utilizando marcadores
del genoma mitocondrial, previamente hemos
demostrado una elevada frecuencia de haplogru-
pos amerindios de mtDNA, lo que da cuenta de
un predominante componente amerindio en la
poblaciéon chilena*. Este componente genético,
compartido por poblaciones latinoamericanas, en-
fatiza la necesidad de evaluar si variantes genéticas
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descritas en poblaciones caucdsicas, negroides o
asidticas, podrian ser considerados biomarcado-
res de respuesta a tratamiento anticoagulante en
nuestra poblacién.

Algoritmos de dosificacién para antagonistas
dela vitamina K

El desarrollo de algoritmos de dosificacién,
que consideren factores genéticos y no genéticos,
constituye una aplicacién que muestra un impacto
significativo en la clinica de la terapia anticoa-
gulante oral'**. Este nuevo abordaje permite
una mayor precision, especialmente durante el
periodo de establecimiento de dosis, mejorando
la respuesta terapéutica y disminuyendo la pro-
babilidad de eventos adversos*. A partir de esta
evidencia, la Food and Drug Administration de los
Estados Unidos de Norteamérica (FDA) sugiere
la realizacion de estudios farmacogenémicos al
momento de prescribir cumarinicos.

Respecto de los biomarcadores moleculares
mayormente descritos en el mundo asociados
a variabilidad en la respuesta terapéutica a cu-
marinicos, la Tabla 1 muestra la frecuencia de
presentacion de variantes en genes candidatos
observada en estudios realizados en poblacién
latinoamericana y su efecto respecto de los reque-
rimientos de dosis del firmaco. En Chile existe
limitada evidencia del impacto de SNPs en genes
candidatos asociados a la terapia anticoagulante
oral. Un estudio realizado en 60 usuarios chilenos
tratados con warfarina y 125 individuos en tera-
pia con acenocumarol demostré que la dosis de
mantenimiento presentaba una fuerte asociacién
con la variante VKORCI -1639G>A (rs9923231)
determinando menores requerimientos del far-
maco, no encontrandose asociacién con variantes
en CYP2C9*. Estos resultados son consistentes
con otro estudio nacional realizado en individuos
tratados con acenocumarol, donde se demuestra
una elevada frecuencia de presentacién de la va-
riante VKORCI -1639 G>A (rs9923231), la cual
se encuentra asociada a menores requerimientos
del fairmaco para lograr el efecto terapéutico. En
contraste, no se demostro asociacion significativa
del polimorfismo CYP2C9*2 (rs1799853) con
variabilidad en los requerimientos de dosis del
acenocumarol®.

Dos importantes estudios han propuesto al-
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Tabla 1. Frecuencia de presentacion de variantes en genes candidatos y su asociacion con variabilidad
en los requerimientos de dosis de cumarinicos en Latinoamérica

Variante Pais n Frecuencia alélica Efecto Referencia
CYP2C9*2 Colombia 130 C 0,92 No se observa [35]
430 C>T T 0,08
(rs1799853) Chile 170 C 0,888 No se observa [36]
T 0,112
Brasil 198 C 0,87 Menor dosis [37]
T 0,13
Argentina 101 C 0,74 No reportado [38]
T 0,26
Puerto Rico 163 C 0,89 Menor dosis [39]
T 0,11
CYP2C9*3 Colombia 130 A 0,95 Menor dosis [35]
1075 A>C C 0,05
(BN Chile 170 A 0,941 No se observa 36]
C 0,059
Brasil 198 A 0,92 Menor dosis [37]
C 0,08
Argentina 101 A 0,97 No reportado [38]
C 0,03
Puerto Rico 163 A 0,96 Menor dosis [39]
C 0,04
VKORC1 Colombia 130 G 0,43 Menor dosis [35]
-1639 G>A A 0,57
(rs9923231) Chile 170 G 0,5 Menor dosis 136]
A 0,5
Brasil 198 G 0,65 Menor dosis [37]
A 0,35
Argentina 101 G 0,5 No reportado [38]
A 0,5
Puerto Rico 163 G 0,65 Menor dosis [39]
A 0,35

CYP2C9*2 = Citocromo P450 isoforma 2C9, alelo 2; CYP2C9*3 = Citocromo P450 isoforma 2C9, alelo 3; VKORCT = vitamina

K epdxido reductasa, complejo 1.

goritmos de dosificacién para acenocumarol. El
primero de ellos logré establecer un algoritmo de
dosis guiada por genotipo en una cohorte de 375
pacientes tratados con acenocumarol en Holanda,
permitiendo explicar 49% de la variabilidad en los
requerimientos de dosis*'. Por su parte, un estudio
realizado en poblacion espafiola establecié un
algoritmo basado en variables clinicas y presencia
de polimorfismos en los genes VKORC1, CYP2C9,

Rev Med Chile 2020; 148: 1307-1314

CYP4F2y APOE". Al analizar estudios farmacoge-
némicos aplicados a la terapia anticoagulante oral
en poblacién latinoamericana, la Tabla 2 presenta
algunos algoritmos de dosis establecidos para esta
poblacién, que contribuirian a explicar entre 46%
y 70% de la variabilidad en los requerimientos de
dosis de warfarina en las poblaciones evaluadas.
Sibien la evidencia en poblacién latinoamericana
es escasa, variantes en genes VKORCI y CYP2C9
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Tabla 2. Algoritmos de dosis guiados por farmacogenémica aplicados a la terapia anticoagulante con
warfarina en poblacion latinoamericana

Poblacion n

Puerto Rico 255

Factores genéticos

CYP2C9*2
CYP2C9*3
CYP2C9*8
VKORCT -1639 G>A
CYP4F2 1347 C>T
NQOT7 559 C>T

CYP2C9*2

CYP2C9*3

CYP2C9*5
VKORCT -1691 G>A

CYP2C9*2
CYP2C9*3
VKORCT -1691 G>A
VKORCT 1173 C>T
VKORCT 3730 G>A
CYP4F2 1347 C>T
F2 494 C>T

CYP2C9*2
CYP2C9*3
VKORCT -1691 G>A
VKORCT 1173 C>T

Puerto Rico 163

Brasil 279

Colombia 152

Factores no genéticos R? Referencia
Edad, INR/dosis, 0,70 [42]
amiodarona
Edad, EP, INR/dosis, [39]
amiodarona 0,67
Edad, peso, farmacos 0,63 [37]
concomitantes (amiodarona,
diureticos, carbamazepina,
bloqueadores B-adrenergicos,
amlodipino
Edad, género 0,46 [43]

n = NUmero de pacientes; EP = Embolismo pulmonar; INR = Razén normalizada internacional; CYP2C9 = Citocromo P450
isoforma 2C9, CYP4F2 = Citocromo P450 isoforma 4F2; VKORC1 = vitamina K epéxido reductasa, complejo 1; F2 = Factor Il
de la coagulacién (protrombina); NQOT = NAD(P)H quinona dehidrogenasa 1

explicarian una parte importante de la variabili-
dad observada en los requerimientos de dosis de
cumarinicos. En Chile, un estudio realizado pre-
liminarmente demostré que la variante VKORC]
-1691 G>A, ademds de factores no genéticos
como la edad y peso corporal, fueron asociados
de manera independiente a variacién en los re-
querimientos de dosis en pacientes tratados con
acenocumarol, lo que permitiria establecer un
algoritmo de dosis guiado por farmacogenémica
basado en estas variables®.

Conclusiones

La terapia anticoagulante oral requiere un con-
trol riguroso en su dosificacion para la prevencién
efectiva de eventos adversos en pacientes, siendo
relevante considerar multiples factores que pue-
dan generar la variabilidad en la respuesta de estos
sujetos. Frente a esta problemadtica, la evidencia
cientifica da cuenta de la utilidad del uso de pla-
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taformas farmacogendmicas aplicadas a la clinica
en la terapia anticoagulante oral, permitiendo
mejorar el manejo y pronéstico de los usuarios.
Diversos factores deberian ser considerados
para evaluar su potencial aplicacién en poblacién
chilena. En primer lugar, los modelos de predic-
cién de dosis ya existentes para warfarina pueden
no ser aplicables a acenocumarol, principal anti-
coagulante oral prescrito en Chile, como conse-
cuencia de las diferencias en la farmacocinética
entre estos firmacos. Ademads, los biomarcadores
moleculares que muestran un mayor impacto
en la clinica presentan importantes variaciones
poblacionales, existiendo escasa evidencia de su
frecuencia de presentacion e impacto en Chile.
Se hace necesario desarrollar estudios en el pais
que permitan identificar marcadores moleculares
y factores no genéticos que pudiesen ser incluidos
en algoritmos de dosis para poblacién chilena.
Ademds, la integracién de nuevas herramientas
como la inteligencia artificial contribuiria aun
mads a mejorar la capacidad de predicciéon de los

Rev Med Chile 2020; 148: 1307-1314
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algoritmos de dosis. En este sentido, un reciente
estudio, que utiliza redes neuronales para cons-
truir un algoritmo basado en factores genéticos y
clinicos en sujetos tratados con warfarina, logré
explicar 93,5% de la variabilidad en la dosis del
fairmaco, reduciendo significativamente los INR
fuera de rango, la tasa de reacciones adversas a
drogas y el tiempo de establecimiento de dosis*.
Por tanto, la implementacion en la clinica de algo-
ritmos de prediccién de dosis de anticoagulantes
orales, basados en el uso de herramientas de salud
de precisién, contribuirian significativamente a
mejorar la seguridad de la terapia anticoagulante.
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