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1 INTRODUCCION

La farmacogenética es la ciencia que permite identificar las bases genéticas de las
diferencias individuales en la respuesta a medicamentos, lo que nos permitira en el futuro

dar el mejor farmaco y la dosis efectiva a cada paciente en particular (1).

La warfarina es un medicamento ampliamente utilizado para los trastornos de
hipercoagulabilidad, debido a su estrecho margen terapéutico y a su relacion con efectos
adversos ha sido objeto de estudio en el campo de la genética, ya que se busca
administrar dosis seguras, basadas en la genotipificacién de algunos polimorfismos en los
genes implicados en el metabolismo de la warfarina, los cuales estan relacionados con
riesgo de sangrado. Estas variantes se encuentran relacionadas con los genes CYP2(C9,

CYP4F2 y VKORC1(1).

CYP2C9 estd implicada en el proceso de eliminacién del medicamento, ya que es una enzima
hepatica perteneciente a la familia del citocromo P450, la cual es la encargada de metabolizar los
medicamentos(1); VKORC1 es el blanco molecular de la warfarina (2), cuya accion es evitar el
reciclaje de la vitamina K oxidada a su forma reducida, evitando finalmente la activacién de los
factores de coagulacién; y CYP4F2 es una oxidasa de la vitamina K, que también se ha visto

involucrada en la dosificacion de este farmaco (3).

La dosis estable de los cumarinicos también estd influenciada por diferentes factores
como: la raza, la ingesta de vitamina K en la dieta y la interaccion con otros farmacos. Se
estima que los factores no genéticos como la edad, el género, la superficie corporal y las
interacciones con otros medicamentos contribuyen alrededor de un 30% de la variabilidad

de dosis (4).
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Actualmente se conocen variantes en los genes implicados en el metabolismo de la
warfarina, en poblaciones caucasicas, asidticas y afroamericanas, principalmente en
CYP2C9 y VKORCI1. En la actualidad, CYP4F2 se estd incluyendo en los estudios de

dosificacion de dicho farmaco.

En el presente estudio se incluyeron pacientes colombianos, donde se revisaron
frecuencias alélicas y genotipicas de los genes mencionados y se compararon nuestros

resultados con lo reportado en la literatura para otras poblaciones.
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2 MARCO TEORICO

2.1 HISTORIA

En el afho 1922 se produjo el brote de una enfermedad en el ganado, no reconocida
anteriormente, en el norte de Estados Unidos y Canada. El ganado moria de hemorragias
incontrolables por lesiones menores o, a veces, de hemorragias internas sin signos

externos de lesion (5).

Once afios después se logra demostrar que los animales afectados por esta enfermedad
tenian disminuida la concentracién de protrombina plasmatica causante de este desorden
(6). Solo hasta 1941 Campbell y col. de la Universidad de Wisconsin (7), aislaron y
caracterizaron el agente responsable presente en el trébol dulce, determinando que el
anticoagulante presente en esta planta era 3,3’- metilenobis-(-4-hidroxicumarina),
sustancia que posteriormente se conoceria como dicoumarol o bishidroxicumarina. Ellos
continuaron desarrollando anticoagulantes sintéticos a partir de la estructura molecular
del dicoumarol, con la idea de utilizarlos como veneno contra roedores, hasta que en 1948
obtienen la Warfarina, nombre que proviene del acrénimo WARF, de Wisconsin Alumni
Research Foundation, mas la terminacidn arina que indica su relacién con la cumarina y

en el mismo afio se registra como raticida en los Estados Unidos (7).

En 1951 se inician estudios sobre la warfarina, para establecer su utilidad como
anticoagulante terapéutico (8), debido a que un soldado utiliza este medicamento para
suicidarse sin lograr su resultado. En 1954 se autorizé su uso clinico en humanos, y en
1980 se demostré su accién inhibitoria sobre el metabolismo de la vitamina K, en el

higado (9).
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2.2 ANTICOAGULANTES ORALES

Existen dos grandes grupos de agentes anticoagulantes orales que se prescriben
frecuentemente, el primero y mas ampliamente utilizado es el de las cumarinas, cuyo
mayor representante es la Warfarina (10); el segundo grupo es el de los agentes anti
plaguetarios o antiagregantes plaquetarios, como la aspirina como su mejor
representante, seguido por las heparinas de bajo peso molecular entre las que estd la

enoxaparina (11).

Las cumarinas o antagonistas de la vitamina K (VKAs), han sido por mds de 60 afios, el pilar
de la terapia de anticoagulacion oral, utilizados en la prevencién primaria y secundaria del
tromboembolismo venoso, para la prevencién sistémica de embolismo en pacientes con
protesis de la vdlvula cardiaca o con fibrilacién atrial, o como adyuvante profilactico

posterior a infarto del miocardio y para reducir este tipo de infarto (12).

Las razones por las cuales los VKAs son un reto en la prdctica clinica son las siguientes:
Presenta una ventana terapéutica estrecha, exhiben una considerable variabilidad en la
respuesta a dosis entre pacientes debido a factores ambientales y genéticos, estan sujetos
a interaccidén con otros farmacos y con alimentos, es dificil estandarizar la dosis y por
ultimo, para mantener el nivel terapéutico de anticoagulacion requiere de un buen
entendimiento de la farmacocinética y farmacodinamia de estos (warfarina) asi como de

una buena comunicacion con el paciente (12).
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Fig 1. Ciclo de la vitamina K. Modificado de Yin T. 2007 (13).

Los anticoagulantes orales actuan inhibiendo el efecto hepatico de la vitamina K. La
vitamina K es inactiva como tal, por lo que, tras su administracion, pasa por el higado y se
transforma en vitamina K hidroquinona (KH;) mediante la participacién de una vitamina K-
reductasa. La KH, actia como cofactor de una y-glutamil-carboxilasa que produce la
carboxilacidon de los residuos de acido glutamico de los factores I, VII, IX y X; estos
factores carboxilados ya estan preparados para su activacion y conversion en lla, Vlla, 1Xa

y Xa. Por ultimo, la KHz se reconvierte en epdxido de vitamina K, el cual vuelve a

convertirse en vitamina K activa mediante una epéxido reductasa (VKORC) (14). Fig. 1.

Dentro de las cumarinas mas usadas en Europa, estan la warfarina, el acenocumarol y el
fenprocoumon, Fig. 2, todas estas cumarinas son 4-hidroxicumarinas (15); tienen un
centro quiral con un enantiémero S y otro R (los enantiomeros son imagenes especulares

gue no se pueden superponer), en una proporcion 1:1 (mezcla racémica) (16).

El enantiomero S la forma mas activa como anticoagulante, siendo 2.7 a 3.8 veces mas
potente que el enantiémero R, es principalmente metabolizada por CYP2C9, mientras que

el enantiomero R es metabolizado por otras enzimas CYP (CYP1A2 y CYP3A4) (12).
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La relacién entre la dosis de la warfarina y su respuesta, es modificada por factores
genéticos y ambientales que influyen sobre la absorcién, la farmacocinética vy

farmacodinamia de este farmaco (12)

Las cumarinas son absorbidas desde el tracto gastrointestinal con completa
biodisponibilidad oral, posteriormente, se alcanzan las concentraciones plasmaticas del
medicamento en pocas horas, uniéndose a la albiumina en el 98-99%, luego el
metabolismo da lugar a metabolitos inactivos que tienen lugar en el higado por varias

reacciones de hidroxilacion, catalizadas por las enzimas CYPs. (15)

NO, o. L0 0
(j:l,;r ”/Q O | O
C
OMa | Q OH

CH,COCH,

Acenocumarol Warfarina Fenprocumon

Fig 2. Estructura quimica de la warfarina, acenocumarol y fenprocumon. Modificado de Velasquez. Farmacologia Basica y Clinica (14)

2.3  WARFARINA

Es el anticoagulante oral mas usado a nivel mundial, se prescribe al 0.5 - 1.5% de la
poblacién anualmente, se formula para el tratamiento y prevencién de enfermedades
trombéticas (13). Su estrecho margen terapéutico y la amplia variabilidad entre pacientes
hacen de este un medicamento que sea de dificil dosificacion (14-16), una dosis
insuficiente no alcanza a prevenir las enfermedades trombdticas, pero, una
sobredosificacién incrementa el riesgo de hemorragia, debido a esto, a pesar de ser la
warfarina un medicamento altamente eficiente, los efectos adversos son muy frecuentes
e informados a la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos y son una de las

razones mas frecuentes para asistir a servicios de urgencia (17).
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La warfarina se dosifica generalmente de forma empirica, iniciando con 5 a 10 mg/dia,
seguida de una medicion del INR (Razédn Normalizada Internacional) hasta alcanzar un
valor de 2.0 a 3.0, establecer este valor de INR puede tardar semanas, lo que lleva a los
pacientes a tener riesgo aumentado de sangrados o tromboembolismo. El INR
(International Normalized Ratio), es una prueba de laboratorio que permite monitorear la

respuesta a los antagonistas de la vitamina K, por medio de la siguiente formula, INR= (PT
paciente/ PT de un control normal)'S', donde el PT es el tiempo de tromboplastina, e IS,

es el Indice de Sensibilidad de la tromboplastina usada en cada laboratorio, dato que es

proporcionado por el fabricante del reactivo (12).

Para personas que no toman ningun anticoagulante el INR debe ser 1.0. En la mayoria de
paises, el INR debe ser de 2.0 a 3.0 para pacientes con fibrilacion auricular o
tromboembolismo venoso, esto quiere decir que la coagulacion in vitro tarda 2 o tres
veces mas, comparada con individuos que no toman cumarinas. Para otras indicaciones

como pacientes con valvulas cardiacas se acepta un INR de 2.5 a 4.0 (17).

2.4 CITOCROMO P450

Las enzimas mas importantes en el metabolismo de medicamentos pertenecen a la super
familia del Citocromo P450, (P significa proteinas y 450 se refiere a la absorbancia del
grupo hemo de esta familia de hemoproteinas cuando se reducen y se unen al mondxido
de carbono) (18), también conocidas desde 1991 como CYPs). Las cuales se han clasificado
en familias, sub-familias y enzimas especificas debido a la homologia en la secuencia de
aminodcidos (19). Las enzimas CYPs son muy importantes en la fase | del metabolismo de
farmacos en higado, estas oxidan un numero de sustancias enddgenas y xenobidticos,
incluyendo mas del 90% de todos los medicamentos, convirtiéndolos en compuestos mas
hidrofilicos, asi: el 50% es metabolizado por CYP3A4, el 30% por CYP2D6, el 10% por
CYP2C9, el 4% por CYP1A2 y CYP2A6, CYP2C19 y CYP2E1 cada uno metabolizan el 2% de
los medicamentos (20).
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Utilizando una nueva nomenclatura basada en su homologia estructural, se han
caracterizado mas de 160 formas, deducidas a partir de sus correspondientes cDNAs (12).
Aquellas proteinas CYP de cualquier fuente, que presentan 40% o mds de identidad en su
secuencia, son incluidas en la misma familia, designada por un nimero arabico, el que va
después del término CYP ej.: CYP2A6; las isoformas con mds de 55% de identidad, son
incluidas en la misma subfamilia, designada por una letra mayuscula (A, B, C, entre otras) y
a las enzimas individuales se les asigna un numero arbitrario especifico. Por ejemplo,

CYP2C9; 2 es el numero de la familia, C es la subfamilia y 9 la numeracién de ésta (12).

Varias enzimas CYPs, estdn involucradas en la sintesis de moléculas de bajo peso
molecular, que actian como reguladores en diferentes procesos en el organismo humano
tales como: esteroides, prostaglandinas, tromboxanos, derivados de los acidos grasos y
derivados del acido retinoico (21). Un cldsico ejemplo es el uso de enzimas CYPs en la
biosintesis de varias hormonas esteroides, por ej. El primer paso en la biotransformacion

del colesterol es catalizado por una enzima CYP11A1 (22).

24.1 CYP2C9

CYP2C9 es uno de los cuatro miembros de la subfamilia CYP2C en humanos, aunque
estudios gendmicos han demostrado la posible existencia de tres miembros mas de esta
subfamilia de enzimas. En esta subfamilia en humanos se incluyen, CYP2C8, CYP2C18 y
CYP2C19 que junto con CYP2C9, presentan mas del 82% de la secuencia de aminoacidos
(a.a) idénticos. A pesar del alto nivel de similitud en la secuencia, estas isoformas
presentan un bajo nivel de sobrelapamiento en la especificidad del sustrato (23). La
enzima CYP2C9 en humanos, ha sido purificada en higado y se han aislado a partir de
cDNA, algunas variantes de esta enzima las cuales difieren en unos pocos aminodacidos. El
cDNA de CYP2C9 codifica para una proteina de 490 a.a y pesa 55.6KDa. Gray y col.
identificaron a CYP2C9 como uno de varios genes de CYP2C agrupados en una region de

500kb sobre el cromosoma 10q24. (Fig. 3) (24).
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La enzima existe en una variedad de formas polimdrficas, varias de las cuales alteran la
actividad catalitica de esta; CYP2C9 es primariamente expresado en el higado y es la
segunda a nivel de enzimas CYP en expresién (25). Sélo la enzima CYP3A4 es

cuantitativamente la mas alta en el higado humano (26).

CROMOSOMA 10

— | | -

CYP2C18 CYP2C19 CYP2C9 CYP2C8

Fig 3. Localizacion de los genes CYP2C18, CYP2C19, CYP2C9 y CYP2C8 en la region cromosémica 10q24.
Modificado de Zhou S. 2009 (27).
Se estima que CYP2C9 es responsable de la eliminacion del 15-20% de todos los

medicamentos durante la fase |, algunos relacionados en la tabla 1 (28).

Medicamento ~ Tipodemedicamento ~ Referencia
Irbesartan Bloqueador Angiotensina Il (29,30)
Losartan Bloqueador angiotensina Il (31)
Fenitoina Antiepiléptico (32)
Ciclofosfamida Agente alquilante (33)
Tamoxifeno Antiestrégeno (34)
Fluvastatina Estatina (35)
Celecoxib AINES (36,37)
Diclofenaco AINES (38,39)
Ibuprofeno AINES (40)
Inoxicam AINES (41,42)
Meloxicam AINES (43)
Naproxeno AINES (44)
Glibenclamida Sulfonilurea (45)
Glimepirida Sulfonilurea (46,47)
Glipizida Sulfonilurea (48,49)
Tolbutamida Sulfonilurea (50)
Warfarina Anticoagulante (51-54)

Tabla 1. Medicamentos metabolizados por CYP2C9
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CYP2C9 es la enzima responsable del metabolismo de la fraccion S de la warfarina. William
y col en el 2003, describieron la estructura cristalina de CYP2C9 humana libre y unida a
warfarina (55). La estructura mostré un nuevo sitio de unién, sugiriendo que CYP2C9
puede acomodar simultdneamente multiples sustratos (otros medicamentos) durante su
funcién bioldgica, también se sabe que puede estar bajo un cambio alostérico cuando se

une a warfarina.

La warfarina tiene un metabolismo estéreo y regio selectivo, estéreo selectivo porque la
depuracion del isdmero activo S, es aproximadamente 1.5 veces mayor que la del isdmero
inactivo R (56) y regioselectivo porque formas diferentes de P450 catalizan el
metabolismo de la warfarina (57). La fraccion S, es metabolizada por CYP2C9
introduciendo un grupo hidroxilo en las posiciones 6- 7- dando como productos los
metabolitos 6 y 7- hidroxiwarfarina; la fraccién R es metabolizada por CYP1A1, CYP1A2, y
CYP3A4 para formar los metabolitos 6- 8- y 10 hidroxiwarfarina (58,59). Ver la fig.4. Estos

metabolitos son conjugados y excretados por la bilis y la orina (60).

———/

[ S-4’-OH-warfarina - ' Conjugado

CYP2C8
CYP2C18
CYP2C19

Conjugado
\ CYP2C9

—> 5-6,-7 di OH-
S-6-OH warfarina

warfarina
CYP2C9

—

CYP2C9

—

Fig 4. Metabolismo de la warfarina S por CYP2C9 y otras CYPs. Modificado de Zhou S, 2009



En el metabolismo de fase Il, los productos hidroxilados por CYP2C9 son sometidos al
proceso de glucoronidacidn, por las enzimas UDP-glucoronosil transferasas (UGTs). Los
productos 6- 7- y 8- hidroxiwarfarina son glucorinados por las UGT hepdticas: UGT1A1,
UGT1A3, y UGT1A9 junto con las UGTs extrahepaticas UGT1A8 y UGT1A10. Sélo UGT1A10

conjuga 4’-OH-warfarina (61,62).

2.4.2 POLIMORFISMOS DE CYP2C9

El gen CYP2(C9 es altamente polimdrfico. Las variantes genéticas suscitan cambios en la
actividad metabdlica de la enzima, disminuyendo la eliminacion del medicamento, e
incrementando la vida media de éste, provocando reacciones adversas en los pacientes
que toman medicamentos, que tienen una ventana terapéutica estrecha, tales como

warfarina, fenitoina, glipizida y tolbutamida (63).

De las variantes alélicas en CYP2C9, la mayoria de estudios se han centrado en dos
variantes no sinénimas, que conllevan a un fenotipo de metabolizador lento, las cuales
son CYP2C9 *2 también conocido como p.R144C o c.430C>T o rs1799853, polimorfismo
ubicado en el exén 3; y CYP2C9*3 también conocido como p.I1359L o ¢.1075A>C o
rs1057910 localizado en el exdn 7,  fig. 5. estos polimorfismos llevan al paciente a tener

riesgo de hemorragia, si toman dosis estandar de la poblacidn general (64).

449G>A

1073A>C
448C>T B17insA SO 1076T>C
(273frameshift)
1003C>T,
M 752A5G 1238T>C
y )
5 3'utr
—
‘ 1465C>T
371G>A 815A4>G
430C>T 980T>C

1196A>G 10%0C-G

1075A>C

Fig 5. Estructura del gen CYP2C9, indicando la posicion de 19 SNPs, no sinénimos encontrados en los exones 3, 5, 7, 8 y 9. Modificado
de Zhou S. 2009 (20).
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De acuerdo a los datos in vitro, la afinidad por el sustrato no se ve afectada por el alelo *2,
pero la Vmax (velocidad maxima: velocidad en la cual la enzima es saturada por el sustrato)
es reducida aproximadamente al 50% con respecto al alelo wild-type (Wt) o CYP2C9*1
(28), por otra parte, la variante definida como CYP2C9*3, también tiene una reduccién en

la Vmax .haciendo que CYP2C9*3 tenga el 10% de actividad con respecto al alelo Wt (64).

Las personas con estas variables metabolizan mas lentamente la warfarina, requieren mas
tiempo para tener una dosis estable, y tienen mayor riesgo de hemorragia con el

tratamiento (65).

Se ha sugerido que los polimorfismos en CYP2C9 explican 10-20% de la variacién en la
dosis de warfarina, mientras que factores no genéticos como la edad, peso, comedicacién

y funcion renal explican el 26-39% de dicha variacion (66).

El origen étnico, también relacionado con los factores genéticos, contribuye al
mantenimiento de la dosis, por ejemplo, las personas asiaticas requieren 30-40% menos
dosis que los caucasicos (67-69) y en los ultimos, se ha encontrado que las frecuencias
alélicas son 80% para CYP2C9*1 (alelo Wt), 12% para CYP2C9 *2 y 8% para CYP2C9*3. La
variante CYP2C9*2 no estd presente en los asiaticos y solo el 2-4% de los afroamericanos
son portadores de este alelo. La variante CYP2C9*3 estd presente el 1-4% de la poblacion

china, coreanay japonesa, y en el 1-2% de los afroamericanos (13).

Los alelos *2 y *3, causan reducciéon en el aclaramiento de S-warfarina y en los
requerimientos terapéuticos. Pacientes con el genotipo *3/*3 requieren una reduccién en
la dosis cercana al 90%, mientras que los portadores de los genotipos *1/*2 y *1/*3
requieren dosis de mantenimiento 10-20% y 20-50% menores respectivamente, en

relacion con el genotipo *1/*1 silvestre (65).

Otros andlisis han demostrado que el 81% de los pacientes con requerimientos bajos de

warfarina, tienen por lo menos un alelo *2 o *3, datos que en conjunto sugieren una

fuerte relacién entre la respuesta al tratamiento y los polimorfismos genéticos (70).
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2.5 CYP42F2

CYP4F2 es una enzima miembro de la familia del citocromo P450, esta involucrado en la
w-hidroxilacién del &cido araquidénico y de la vitamina E; CYP4F2 también esta
involucrado en el metabolismo de la Vitamina K1 para convertirla en hidroxivitamina K1
Fig 6, y asi, lograr eliminarla del organismo, este proceso conlleva a una menor
concentracion de vitamina K, la cual es necesaria para la activacién de los factores de
coagulacion. El polimorfismo ¢.1347C>T también denominado rs2108622 o p.V433M,
disminuye la hidroxilacién de la VK, por lo que los portadores de p.V433M tienen una
capacidad reducida de metabolizar la VK1, teniendo niveles elevados esta, por lo que
requeriran una dosis de warfarina mas alta para alcanzar la dosis terapéutica (72).

Mc Donald y col en 2009 (3), compararon la actividad de hidroxilacion de CYP4F2 con el
genotipo de microsomas hepdticos humanos (MHH) (membranas del reticulo
endoplasmico de células hepaticas), encontrandose, que cuando el genotipo era CC
(genotipo silvestre) la actividad oxidasa de CYP4F2 era alta, cuando los MHH eran TT
(genotipo polimdrfico) se observd una reduccidn hasta del 75% de la actividad oxidasa de
CYP4F2 y cuando el genotipo de los MHH era TC (heterocigotos), se generaba una

actividad intermedia de la enzima.

Un estudio realizado por Caldwell y col (70), comprobaron que pacientes homocigotos
para el alelo T requerian aproximadamente 1mg/dia mas de warfarina que los pacientes
homocigotos para el alelo C y que el polimorfismo explica el 2-7% de la variacién en la
dosis de warfarina. Un estudio de asociacion realizado en 1053 pacientes suecos,
considerd a CYP4F2 como un predictor menor de dosificacién para la warfarina, pasando
este gen a ser el tercer predictor para la dosificacion de esta (71). Liang R, y col. (72)
realizaron un Meta-analisis donde sugiere que los portadores del alelo T, ya sea el
genotipo TC o TT requieren dosis de warfarina mas altas entre el 10% y el 21%

respectivamente que el alelo C.
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Fig 6 Hidroxilacion de la vitamina K por CYP4F2. Modificada de Mcdonald MG 2009 (3).

2.6 VKORC1 (Vitamina K oxido reductasa subunidad 1)

La funcién principal de la vitamina K es actuar como cofactor para la y-glutamil
carboxilasa, enzima que cataliza la carboxilacién postraduccional, especifica del acido
glutamico a acido 7y-carboxiglutamico, una variedad de proteinas dependientes de

vitamina K (73).

Dentro de esta familia de proteinas, se incluyen factores de coagulacion (ll, VII, IX y X), asi
como otras proteinas que participan en el metabolismo dseo y traduccion de sefiales (73).
Concomitantemente con la carboxilacion de la y-glutamil, la forma reducida de la vitamina
K (Vitamina K hidroquinona VKH3) es convertida a vitamina K 2,3-epdxido, la cual debe ser

convertida nuevamente a vitamina K hidroguinona, reaccién necesaria para que la VK esté
disponible ya que in vivo su cantidad es limitada, esto es conocido como Ciclo REDOX o

ciclo de la vitamina K, fig. 1 (73).

VKORC1, es responsable de la conversiéon de la VK 2,3-epdxido en VKH2 y es muy sensible

a la inhibicion por medicamentos cumarinicos como R y S warfarina (73). La inhibicion de
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VKORC1 por la warfarina reduce la biodisponibilidad de VK, y a su vez se reduce la tasa de

carboxilacion y por ende conduce a la inactivacién de proteinas dependientes de VK (73).

VKORC1 es blanco de los anticoagulantes cumarinicos, y sus variantes genéticas comunes
alteran la sensibilidad de la warfarina. Esta enzima fue descrita en 1974, su gen,
identificado en 2004 por Li T. y col (74), estd localizado en 16p11.2, posee 3 exones y 2
intrones y codifica para las diferentes isoformas de la proteina, comunmente
denominadas complejo VKORC1. VKORC1 es una proteina integral de membrana de 163

a.ay un peso de 18.2 kDa. Fig 7. (78).

La deficiencia congénita de VKORC1 produce un fenotipo de hemorragia llamado
deficiencia combinada de vitamina K dependiente de factores de coagulacidn tipo 2, y una
mutacidon missense, p.R98W, ha sido identificada (75); otras mutaciones missense en
VKORC1 se han identificado en pacientes con resistencia a la warfarina: p.VI45A, p.R58G, y
p.L128R (75).

Yuan H y col, secuenciaron el promotor de VKORC1 y hallaron un polimorfismo en este,
denominado g.-1639G>A. Este SNP (Polimorfismo de nucleétido simple) mostré una
asociacién con la dosis de warfarina, debido a que individuos con el alelo A requieren

menor dosis del medicamento.

El polimorfismo g.-1639G>A se localiza en el segundo nucledtido de la caja E, el cual altera
la secuencia consenso (CANNTG), siguiendo a una disminucidn en la transcripcion del gen,
dato confirmado por medio de un reportero de luciferasa, donde la actividad del
promotor con el alelo G fue un 44% mas alto que con el alelo A. Rieder y col. (76)

establecieron que polimorfismos en VKORC1 explican el 21% de la variaciéon de la dosis.
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Fig 7 Proteina VKORCL. Los circulos naranjas identifican a los a.a 138-140, que corresponden al sitio de unién a la warfarina TYA; los
circulos verdes muestran los a.a 132-135 que identifican el sitio redox CIVC; los circulos azules se refieren a sitios altamente
conservados a través de las especies y por ultimo los circulos amarillos se refieren a mutaciones reportadas en pacientes resistentes a la
warfarina, identificando el a.a que se ha cambiado. Modificado de Oldenburg J. 2007 (2)

VKORC1 es una proteina de membrana tipo lll, contiene tres dominios transmembranales,
el N-terminal localizado en el lumen del reticulo endopldsmico (RE) y C-terminal en el
citoplasma. El dominio N-terminal de VKOR, como muchas proteinas de membrana de tipo
lll, es corto facilitando su traslado hacia la luz, 12 de los 163 aminodcidos estan en el
lumen, 85 residuos se encuentran en el citoplasma, y los 66 restantes estan dentro de la
membrana del RE (77). Tiene un loop citoplasmatico largo, en el cual se encuentran cuatro
cisteinas de las cuales dos son absolutamente conservadas: Cys 43 y 51, Goodstadt y

Ponting (78), propusieron que estas dos cisteinas son parte del sitio activo de VKORC1.

También se ha propuesto que las Cisteina 132 y 135 probablemente sirven como centro
redox, catalizando la reduccién de la vitamina K-epdxido a la forma quinona (79);
Tyr139(Y) es flanqueada por treonina (T) y alanina (A), este motivo (TYA) ha sido
identificado como el sitio de unién a la warfarina en las oxido reductasas quinonas
sensibles a las cumarinas (NQOR), cuando se reemplaza la tirosina por fenilalanina se

presenta resistencia completa a la warfarina (2).
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2.6.1 REACCIONES ADVERSAS

La OMS define una reaccién adversa al medicamento (RAM) como “cualquier respuesta a
un fdrmaco que es nociva y no intencionada que ocurre con la dosis utilizada en el hombre
para el diagndstico, profilaxis o tratamiento de una enfermedad o para la modificacién de

la funcidn fisioldgica”. Informe técnico No 425 de la OMS.

Se define el Problema Relacionado con la Medicacién (PRM) como “cualquier evento
indeseable que presenta el paciente, y en el que estd involucrado o se sospecha que la
causa es el tratamiento farmacoldgico y que interfiere de manera real o puede interferir
en una evolucién deseada del paciente”(80). Las reacciones adversas en ocasiones pueden
ser graves, aproximadamente 1% de los pacientes que los padecen fallecen como

consecuencia de las mismas (80).

Para identificar eventos adversos por medicamentos se establece un procedimiento de
analisis (algoritmo), que permite la valoracién y toma de decisiones. En este
procedimiento, es fundamental el seguimiento del algoritmo o herramienta compuesta
por una secuencia légica de preguntas con valores numéricos (cuantitativos) o con pasos
(cualitativos), que permite determinar como definitiva, probable o dudosa la RAM (80). El

mas conocido y recomendado es el propuesto por Naranjo y colaboradores, tabla 4.
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ALGORITMO DE NARANJO Y COLABORADORES "

NO SABE/ NO

CRITERIO S |NO RESPONDE
1. Existe evidencia previa concluyente sobre la RAM? +1 | 0 0
2. La RAM aparecio después de la administracion del medicamento | +2 | -1 0
sospechoso?
3. Ocurrid mejoria de la RAM al suspender el medicamentooalad- | +1 | 0 0
ministrar un antagonista especifico?
4. La RAM reaparecié al reiniciar la administracién del medicamento?| +2 | -1 0
5. Existen otras causas probables de la RAM? -1 | +2 0
6. La RAM aparece después de administrar un placebo? -1 | +1 0
7. Se evidencio la presencia del farmaco en fluidos corporales en +1 | 0 0
concentraciones definidas como téxicas?
8. Vario la gravedad de la RAM al variar la dosis del medicamento? +1 | 0 0
9. El paciente ha presentado una RAM semejante por exposiciones | +1 | 0 0
previas al mismo medicamento o similares?
10. La RAM se determind mediante alguna evidencia objetiva? 1+ | 0 0

Tabla 2. Algoritmo de Naranjo, el cual permite determinar si un paciente presenté un evento adverso mediante la ingesta de la
warfarina

En un estudio hecho en un hospital universitario de tercer nivel en la ciudad de Bogota en
el periodo de cinco meses del afio 2003-2004, en el servicio de medicina interna, se
detectaron 268 reacciones adversas en 208 de los 836 pacientes que ingresaron en el
servicio. El sistema frecuentemente afectado fue el hematoldgico (33,9%); los
medicamentos que actuan en sangre fueron los mas frecuentemente relacionados
(37,6%). El costo generado por la atencion de las reacciones adversas fluctué entre
$93°633.422 y S 122°155.406, pasando el costo a délares estadounidenses el costo anual
se ubicaria entre US$96.4321 y US$125.793 (afio 2004) (81). En este estudio la warfarina
ocupd el cuarto lugar en los medicamentos causantes de reacciones adversas con un

porcentaje de 6,3%. (81).

En 2006 Machado JE, publicé un estudio realizado en dos clinicas de la ciudad de Pereira,
tomando todos los pacientes sin tener en cuenta edad y género que llegaban al servicio de
urgencia por problemas relacionados con la toma de medicamentos (entre julio y
septiembre del 2005) (82), 91 casos fueron compatibles con una RAM, la prevalencia en el

servicio de urgencias por RAM fue de 0.46%. Los grupos de medicamentos mas
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representativos segun clasificacion ATC (Anatdmica, Terapéutica y Quimica) fueron los
anti infecciosos de uso sistémico (24,2%), los antiinflamatorios y antirreumdticos no
esteroides (17,6%), los analgésicos (9,9%), los medicamentos usados en diabetes (8,8%),
antieméticos y antinauseosos (4,4%), agentes antitrombdticos (4,4%), antihipertensivos

(4,4%), antipsicdticos (4,4%) y antidepresivos (4,4%) (82).
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3 JUSTIFICACION

La Warfarina es utilizada en la anticoagulacién oral crdnica en una gran variedad de
cuadros clinicos, entre los cuales podemos mencionar: prevencién y tratamiento de
trombosis venosa profunda, tromboembolismo pulmonar, fibrilacién auricular, pacientes
con protesis valvulares de tipo mecdanico y tisular, prevenciéon de recurrencia de infarto

agudo de miocardio y util en la profilaxis de trombosis venosa, después de cirugia.

El manejo de la terapia es generalmente hecho por el seguimiento del tiempo de
tromboplastina (PT), junto con el INR (International Normalized Radio), el cual debe estar
de 2 a 3, rango en el cual se encuentra la dosis terapéutica que evitara que un paciente se
encuentre subanticoagulado o sobreanticoagulado. Sin embargo, llegar a tener la dosis
adecuada requiere de tiempo, el cual varia en cada individuo; actualmente la Unica prueba
con la que cuenta el médico para que pueda determinar la dosis es el INR, examen de
laboratorio el cual indicara si debe subir o bajar los mg del medicamento, por otra parte,

algunos pacientes presentan reacciones adversas la mayoria asociadas a hemorragia.

En pacientes con sangrado severo o que comprometan la vida (Ej.: hemorragia
intracraneana), se recomienda suspender la warfarina e iniciar tratamiento con vitamina K

(antagonista de la warfarina).

Existen tres genes muy importantes en la dosificaciéon de la warfarina, CYP2C9, VKORC1 y
CYP4F2, variaciones en la secuencia de estos se encuentran asociados con riesgo de

hemorragia por deficiencia enzimatica.

La warfarina es ampliamente utilizada en Colombia y en el mundo para prevencién y

tratamiento de varias patologias hematoldgicas y debido a los efectos adversos que
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generan, los costos por tratamiento de estos pacientes pueden llegar a ser insostenibles
para el pais, aproximadamente 53 a 160 miles de millones de pesos, por lo que la
genotipificacion de los individuos que toman este medicamento beneficiaria a los
estamentos prestadores de salud, ahorrando costos y evitarian que el paciente recurra a

las salas de urgencias por presentar algln tipo de sangrado.

Debido a que en cada poblacion las frecuencias alélicas de esto genes son diferentes, el
presente estudio realiza la genotipificaciéon de una muestra de 204 individuos, de la ciudad
de Bogotd y los datos obtenidos se comparan con los de otras poblaciones y de esta

manera conocer mejor nuestro acervo genético.

Es probable que en el futuro cercanos se realice la genotipificacion recomendada por la
FDA (Food and Drug Administration) para quienes toman warfarina para administrar una
dosis individual segun las caracteristicas propias de cada paciente a través de un

algoritmo.

34



4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El futuro de la farmacogenética en la medicina actual, radica en el estudio de la diversidad
individual a la administracién de medicamentos, con el objetivo de identificar el farmaco y
la dosis adecuada para cada paciente. Se han identificado polimorfismos genéticos que
confieren diferencias interindividuales en la respuesta a medicamentos, conocimiento
necesario para modificar la efectividad de los farmacos terapéuticos y de esta manera

reducir los efectos adversos que estos pueden generar.

En Colombia, como en todo el mundo, los cumarinicos como la warfarina son
ampliamente utilizados para el tratamiento de pacientes con diversos padecimientos
cardiovasculares. La FDA estima que dos millones de personas inician tratamiento con
estos medicamentos, cada afio. La Warfarina es un medicamento de dificil manejo debido
a que su dosis dptima depende no solo de lo genético sino también de lo ambiental. Este
medicamento es el segundo farmaco, después de la insulina en causar el mayor nimero
de reacciones adversas, muchas de estas debido a polimorfismos en los genes
relacionados con la via de inactivacién de factores de coagulaciéon, como CYP2C9, CYP4F2
y VKORC1, teniendo en cuenta que la variabilidad en la dosificacién del medicamento
debido a causas genéticas es cercano al 60%, por esto la importancia de genotipificar a los
individuos para los genes farmacogenéticamente importantes ya que permitira iniciar un

tratamiento eficaz, seguro que genere menos fallas terapéuticas y eventos adversos.

En el gen CYP2C9, los dos polimorfismos mds importantes son CYP2C9*2 y CYP2C9*3, que
corresponden a mutaciones no sinénimas que generan cambio en la proteina: p.R144C
para *2 y p.I1359L para *3. Estas mutaciones en el paciente causan hemorragias si toman la

dosis estdandar de la poblacidn debido a que ellos son metabolizadores lentos.
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Para el gen VKORCI1, se han descrito un polimorfismo, asociados a la respuesta al
tratamiento con warfarina: g.-16396 G>A, el cual disminuye la transcripcion del gen, por lo
tanto que pacientes con esta variacion deben ser tratados con dosis menores a la estandar

para evitar sobre anticoagulacion y por ende hemorragias.

En el 2008, se propone un tercer gen farmacogenéticamente importante en la dosificacion

de la warfarina, CYP4F2 con un polimorfismo especifico, p. V433M.

Para verificar la efectividad del tratamiento se hace la evaluacion del INR; asi valores
iguales a 1 indican para el paciente riesgo de trombosis y valores mayores a 3 riesgos de

hemorragia.

A pesar del uso de estos protocolos, los accidentes hemorragicos pueden ser prevenidos,
mediante la genotipificacién de los pacientes a través de su ADN. La FDA introdujo en la
etiqueta de la warfarina lo siguiente: es necesario monitorear la dosis del medicamento

mediante la variante genética de los genes CYP2C9 y VKORCI1 del paciente.

En Colombia no se conocen frecuencias alélicas y genotipicas de los genes
farmacoldgicamente importantes en la medicacion con warfarina, como CYP2C9, VKORC1
y CYP4F2, cuyas variantes motiva a que se modifiquen las dosis en el 60% de los casos.
Otro motivo como el peso y la edad, son responsables de un 10 al 15% de las variaciones

en la dosificacion del farmaco.

Este trabajo pretende establecer el comportamiento de los alelos CYP2C9*2 y *3, VKORC1
g.-16396 G-A y en CYP4F2 c.1347C>T, en una muestra de la poblacién colombiana, vy
compararlos con lo reportado en la literatura para otros paises. Estos datos a futuro
pueden ser usados para establecer un algoritmo que permita dar la dosis segura y eficaz a

los pacientes que estén genotipificados para estos tres genes.
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5.1

5.2

5 OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las frecuencias alélicas de los polimorfismos farmacogenéticamente
importantes en los genes: VKORC1, CYP2C9 y CYP4F2 en una muestra de la ciudad

de Bogota y su comparacién con otros paises.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar el genotipo de estos pacientes y determinar la frecuencia en la
poblacién de estudio, en relacién a los polimorfismos de CYP2C9*1, CYP2C9*2 y
CYP2C9*3, el polimorfismo V433M de CYP4F2 y el polimorfismo -16396 G-A en
VKORC1, los cuales son responsables de la variacion en la dosificacién y ocurrencia

de efectos adversos de la warfarina.

Establecer las frecuencias alélicas para cada uno de los polimorfismos de interés en

los genes de estudio.

Identificar las sobreanticoagulaciones en pacientes tratados con warfarina y su

distribucién en la poblacién estudiada.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional analitico

6.2 POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron 204 muestras de ADN de pacientes que toman warfarina, 25 de la Clinica

Cardio Infantil y 179 del Hospital Universitario Mayor Méderi, de la ciudad de Bogota.

6.3 CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes anticoagulados con warfarina.

e Pacientes que deseen participar voluntariamente en el estudio.

6.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

e Evidencia clinica de Insuficiencia hepatica e insuficiencia renal moderada a severa.
e Enfermedad maligna diagnosticada
e |IMC (Indice de Masa Corporal) <de 18.

e Enfermedad del colageno diagnosticada.
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e Farmaco de evidencia mayor establecida: Aspirina, Cabezitapina, Fluconazol,
Florouracilo, Maxifloxaxina, Simbastatina, Sulfametoxazol (medicamentos
inductores o inhibidores de CYP2(C9).

e Alcoholismo: evaluado bajo el test de Cage, que consiste de cuatro preguntas
sobre el consumo de bebidas alcohdlicas (anexo 1).

e Pacientes vegetarianos (Consumen mas vitamina K, la cual se encuentra en los

vegetales de hojas verdes).
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7 METODOLOGIA

7.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE ADN

Se tomaron muestras de sangre venosa por venopuncion y/o raspado de mucosa oral con

escobillén, previo consentimiento informado. (Anexo 2.)

7.2 TAMANO DE LA MUESTRA.

El tamafio de la muestra fue determinado teniendo en cuenta la relaciéon 1/FAM?
(Frecuencia alélica minima), donde FAM corresponde a la frecuencia minima reportada de
los alelos a estudiar que para el caso corresponde a 9,5% (alelo 3* de CYP2(C9)(83).
Mediante la ecuacién de Hardy-Weinberg se determina la frecuencia del alelo mediante la
relacion g2. La frecuencia de este alelo en este estudio corresponde a (0,095%) elevado al
cuadrado da un valor de 0,0090 y 1 dividido en este valor, corresponde a 111 individuos,
sin embargo dado que las frecuencias alélicas de una poblacidon a otra pueden variar se

decidié ingresar 200 pacientes..

7.3 TOMA DE MUESTRAS Y EXTRACCION DE DNA

Las muestras empleadas en este estudio corresponden a personas que toman warfarina,
procedentes de la Clinica Cardio Infantil y del Hospital Universitario Mayor Méderi, de la
ciudad de Bogotd, quienes mediante el conocimiento y diligenciamiento de un

consentimiento informado decidieron participar voluntariamente en el presente estudio
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(anexo 2). De cada persona participante del estudio se tomaron 5cc de sangre periférica
anticoagulada en EDTA para posterior extraccién de ADN. En algunos casos se utilizaron
muestras de raspado bucal, tomado con escobilléon, para luego hacer las respectivas

extracciones de ADN.

Las muestras de sangre periférica fueron sometidas a extraccién de ADN mediante el
método de salting out (84) (anexo 3), y el de las muestras obtenidas de escobillén por el
método Fenol-Cloroformo (85) (anexo 4). EI ADN extraido de sangre fresca y de raspado
bucal se cuantificd en un espectrofotometro NANODROP 2000c (ThermoSCIENTIFIC), (la
concentracién del ADN debe corresponder a 100ng/ul). Los ADN de calidad (pureza del
ADN entre 1.8 y 2), y concentracion fueron utilizados en el montaje de la PCR (Reaccién en

Cadena de la Polimerasa).

7.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Mediante reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificaron los fragmento de
interés de cada uno de los genes, mediante el uso de primers forward y reverse (tabla 3),
asi: CYP2C9 exones 3 y 7, con primers disefiados mediante el programa bioinformatico
Gene Runner, los segmentos esperados tienen una longitud de 691 y 166pb,
respectivamente; para CYP4F2, los primers se disefiaron mediante Gene Runner y se

observa un fragmento esperado de 358 pb, tabla 6.

Primer Forward 5’ TACAAATACAATGAAAATATCATG 3’
CYP2C9*2 .
Primer Reverse 5’ TAACAACCAGGACTCATAATG 3’
Primer Forward 5’ AATAATAATATGCACGAGGTCCAGAG 3’
CYP2C9*3 .
Primer Reverse ~ 5’'GATACTATGAATTTGGGGACTT 3’
Primer Forward 5 AGTCCCGGTCATCTCCG 3°
CYP4F2 i , o
Primer Reverse 5" CGCCAGCCTTGGAGAGACAGACAG 3
Primer Forward 5" ATCCCTCTGGGAAGTTCAAGC 3’
VKORC1
Primer Reverse 5" CACCTTCAACCTCTCCATCC 3’

Tabla 3. Primers utilizados para la amplificacion de los segmentos de interés, a partir de los genes CYP2C9, CYP4F2 y VKORC1
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En cuanto a VKORC1 se amplificé un fragmento del promotor del gen, se utilizaron los

primers disefiados por Obayashi y col. 2006 (86), que generan un fragmento de 636pb.

La PCR fue realizada en mezclas de reaccion a volumen final 14,5 pl, con los siguientes
reactivos: primer 1: 0,5ul, Primer 2: 0,5 pl, master mix: 6.25 ul, agua MQ 5,25 ul y ADN
2ul. las condiciones de amplificaciéon se muestran en la tabla 4. Todas las amplificaciones
fueron montadas sobre un termociclador MJ Research PTC-100, con capacidad para 96

tubos.

Tabla: Ciclos de amplificacion (PCR) para los SNPs

CYP2C9*2 CYP2C9*3 CYP4F2 VKORC1
Paso 1 94°C x10 min 95°C x 10 min 94°C x 10min 94°C x 10 min
Paso 2 94°C x 45 seg 95°C x 45 seg 94°C x 45 seg 94°C x 45 seg
Paso 3 55°C x 45 seg 57°C x45 seg 61°C x 45 seg 61°C x 45 seg
Paso 4 72°C x 45 seg 72°C x45 seg 72°C x 45 seg 72°C x 45 seg
S Repetir 34 veces desde el Repetir 34 veces desde el Repetir 34 veces desde Repetir 34 veces desde
paso 2 paso 2 el paso 2 el paso 2
Paso 6 72°Cx 10 min 72°C x 10 min 72°C x 10 min 72°C x 10 min

Tabla 4. Ciclos de amplificacion para los polimorfismos

Luego de la amplificacién todos los productos fueron verificados en geles de agarosa al
1.2%, tenidos con bromuro de etidio asi: 5 pl de producto amplificado y 1 ul de marcador

de peso molecular (PM), los geles se corrieron por 60 minutos a 110 voltios.

La verificacidon del tamafio obtenido para cada paciente se hizo mediante el uso de un
patrén de peso molecular (MP) que va de 50 en 50pb para VKORC1 y CYP4F2 y de 100 en
100 pb para CYP2(9.

7.5 RLFPs

Los productos amplificados fueron sometidos a restriccion con enzimas especificas para
cada uno de los genes de interés, asi, para los polimorfismos en CYP2C9*2 se empleé la

enzima de restriccion Avall cuyo sitio de restriccion es GAGWCC (W es A o T) y para el
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alelo *3 Kpnl con el sitio de restriccion GGTACAC, para CYP4F2, la enzima Pvull con el sitio
de restriccion CAGMCTG y para VKORC1 Ncil con la secuencia de reconocimiento CCSGG (S

es G o C. Las condiciones de restriccidn, se observan en la tabla 5 y los tamanos de los

fragmentos en la tabla 6.

T
CYP2C9*2 CYP2C9*3 CYP4F2 VKORC1
Enzima Avall Enzima Kpnl Enzima Pvull Enzima Ncil
Enzima de Restriccion 1pl 1pl 1pl 1 ul
Producto de
amplificacion Sul Sul Sul > H
Buffer 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Agua 9 pl 9 pl 9 ul 9 ul
Incubacién Las reacciones se incubaron a 37°C toda la noche

Tabla 5. Condiciones de Restriccion para verificar la presencia de los SNPs, en los pacientes estudiados

La verificacidn de los segmentos de restriccion, se hizo sobre geles de agarosa al 1,5% y se
verificaron los pesos de los fragmentos, mediante el uso de un patrén de PM, que va de

100 en 100 para CYP2C9*2, de 50 en 50 para CYP2C9*3, CYP4F2,y VKORCI.

Tamaiios del producto de amplificacion y tamafios de los fragmentos de restriccion

CYP2C9*2 CYP2C9*3 CYP4F2 VKORC1
Tamafio del producto 691 pb 161 pb 358 pb 636 pb
amplificado
Tamafio del fragmento de 527 pb 110 pb 208pb 472 pb
restriccion 164 pb 51 pb 150 pb 114 pb
50 pb

Tabla 6. Tamaiios de los productos de amplificacion y tamafios de los fragmentos de restriccion

7.6 IDENTIFICACION DE LAS REACCIONES ADVERSAS A MEDICAMENTOS (RAM)

Las RAM (Reacciones Adversas a Medicamentos): Se realizaron por medio del algoritmo
de Naranjo, que permite evaluar si un evento adverso fue causado por la exposicién a un
medicamento. Tabla 2.

Para verificar esta respuesta a medicamento se les hizo seguimiento, durante 6 meses, a
los individuos participantes en el estudio, el cual se realizé por medio de una Illamada

telefénica y se indagd sobre el valor del Gltimo INR, dosis, y la presencia de algun tipo de
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evento adverso. (Anexo 5) (Los resultados de los pacientes se encuentran en una base de

datos de Excel)

Luego al aplicar el algoritmo de Naranjo se definiéd un evento adverso como: Probado >9,

probable entre 5-8, posible de 1-4 y dudoso <0.
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8 RESULTADOS

Se analizaron 204 personas provenientes de la Clinica Cardio Infantil, y el Hospital
Universitario Méderi, con indicacion médica de warfarina, quienes presentaron las

caracteristicas de la tabla 7.

Promedio Hombres Mujeres
Total 91(44,60%) 113 (53,39%)
Edad (afios) 63,87 63,60
Peso (Kg) 72,46 66,16
IMC 26,18 26,20

Tabla 7. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio

8.1 DETERMINACION DE LAS FRECUENCIAS GENOTIPICAS PARA LOS GENES DE
INTERES

La frecuencia de los genotipos de CYP2C9, CYP4F2 c.1347C>T y VKORC1 g.-1639 G>A
fueron determinados para la poblacion de estudio por conteo directo a partir de los
pacientes que los presentaban, luego de hacer las respectivas restricciones y verificando
en cada caso la presencia de homocigotos silvestres, heterocigotos y homocigotos
mutados con base en los tamafios de los segmentos de restriccion asi:

Para CYP2C9*2 cuando el genotipo es *1/*1 se obtienen dos bandas de restriccion una de
527pb y otra de 164pb; para el genotipo *1/*2 se observan tres, de 691pb, 527pb y
164pb, y cuando es *2/*2 solo se observa una banda de 691pb (fig. 8).
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691pb
527pb

164pb

Fig 8. Fragmentos de restriccién para CYP2C9*2. MP de 100 en 100 pb, los carriles 1y 2 muestran dos heterocigos *1/*2, los carriles
3,4, 5, 6,7y 8 muestran los homocigotos *1/*1. El carril 9 muestra un homocigoto 2*/2*.

Para CYP2C9*3, cuando el genotipo es *1/*1, se observa solo una banda de 161pb, para el
genotipo *1/*3, se observan tres bandas de 161, 110 y de 51pb, y por ultimo el genotipo

*3/*3 presenta dos bandas de 110pb y otra de 51pb. Como se observa en la fig. 9.

161pb
110pb

50pb

Fig 9. Fragmentos de restriccién para CYP2C9*3. MP de 50 en 50pb, los carriles 2, 3, 4, 5, 6 y 7 muestran los homocigotos *1/*1, el
carril uno es un heterocigoto * 1/*3
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Para CYP4F2 cuando el genotipo es CC se obtienen dos fragmentos de 208 y 150pb,
cuando el genotipo es CT se obtienen 3 bandas de 358, 208 y 150pb, y cuando el genotipo

es TT se obtiene una banda de 358pb, como se observa en la figura 10.

AP c1 c2 c3 c4 cs ce c7 cs

358pb

208pb
150pb

Fig 10 Fragmentos de restriccién para CYP4F2, MP de 50 en 50 pb. En los carriles 1, 2, 3, 5, 6 y 7 se observan los heterocigotos C/T, en
el carril 4 se observa un homocigoto T/T, en el carril 8 se observa el homocigoto C/C.

Para VKORC1 cuando el genotipo es GG se obtienen tres bandas de 472, 114 y 50 pb,
cuando el genotipo es GA se observan 4 bandas de 522, 472, 114 y 50 pb y cuando el

genotipo es AA se observan dos bandas de 522 y 114pb. Como se observa en la figura 11.

522pb
472pb

114pb

Fig 11. Fragmentos de restriccion para VKORC1. MP de 50 en 50 pb, los carriles 1, 2 y 3 muestran los heterocigotos G/A, el carril 4
muestra a un homocigoto G/G, el carril 5 corresponde a un homocigoto A/A
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8.2 FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS

Para el cdlculo de las frecuencias genotipicas y alélicas en cada caso se excluyeron los
pacientes en los cuales no hubo amplificacidn asi para el gen CYP2C9 y VKORC1 el niumero
total de pacientes tenidos en cuenta fue 203 y para CY4PF2, 204. Para calcular la
frecuencia genotipica se suma la cantidad de individuos que poseen el genotipo y se
divide por el numero total de individuos en la muestra (87)

Ejemplo: CYP2C9 *1/*1: 157/203=0, 77, los demas resultados se muestran en la tabla 8

Genotipo CYP2C9 Individuos Frecue,nf:ia

n=203 Genotipica
CYP2C9 *1/*1 157 0.77
CYP2C9 *1/*2 27 0.13
CYP2C9 *1/*3 16 0.08
CYP2C9 *2/*2 2 0.01
CYP2C9 *2/*3 1 0.01
CYP2C9 *3/*3 No encontrado 0.00

Tabla 8. Frecuencia genotipica de CYP2C9

Genotipos CYP4F2: n=204 tabla 9

Genotipo

Individuos Frecuencia

CYP4F2 n=204 Genotipica
c/C 107 0.52
C/T 71 0.35
T/T 26 0.13

Tabla 9. Frecuencia genotipica de CYP4F2

Genotipos VKORC1: n=203 tabla 10

Genotipo Individuos Frecuencia
VKORC1 n=203 Genotipica %
G/G 65 0.32
G/A 95 0.47
A/A 43 0.21

Tabla 10. Frecuencia genotipica de VKORC1

48



Para calcular las frecuencias alélicas se cuentan el nimero de copias de un alelo particular
presente en una muestra y se divide por el nUmero total de todos los alelos en la muestra
Frecuencia de un alelo= nimero de copias del alelo / nimero de copias de todos los alelos
en el locus (87) asi:

Ejemplo:

Alelo *1: Total de alelos de los individuos homocigotos con el alelo *1= 157x2=314; total
de alelos de los individuos heterocigotos con el alelo *1= 27+16=43; asi el total de alelos
*1=314 + 43=357; Numero de copias de todos los alelos= 203 individuos x 2= 406 alelos
Frecuencia del alelo *1=357/406=0.87. Los demas resultados se pueden observan en la

tabla 11.

CYP2C9 s e
Frecuencia alélica
n=203
<l 0.87
*2 0.08
*3 0.05

Tabla 11. Frecuencia alélica de CYP2C9

Alelos de CYP4F2 n=204 tabla 12.

CYP4F2 -
Frecuencia alélica
n=204
C 0.7
T 0.3

Tabla 12. Frecuencia alélica de CYP4F2

Alelos de VKORC1 n=203 tabla 13.

VKORC1 L
Frecuencia alélica
n=203
G 0.55
A 0.44

Tabla 13. Frecuencia alélica de VKORC1
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Finalmente, para el presente estudio se verificd que la poblacion de estudio se encontrara
en equilibrio de Hardy-Weinberg, cuya férmula es: p?+2pg+g?=1, la cual se aplicé para
CYP4F2 y VKORC1. Donde p2 corresponde al genotipo homocigoto wild type vy q2

corresponde al genotipo homocigoto polimérfico, y los heterocigotos corresponden al

doble de p x q.

Debido a que se analizan 3 alelos en CYP2C9 se aplicéd la férmula para el equilibrio de
Hardy-Weinberg de la siguiente manera: p2+2pg+2pz+q?+2qz+z°=1, p corresponde al alelo
*1, q al alelo *2 y z al alelo *3. La frecuencia del genotipo *1/*1 corresponde a la
frecuencia del alelo p (*1) al cuadrado, la frecuencia del genotipo *2/*2 corresponde a la
frecuencia del alelo g (*2) al cuadrado y la frecuencia del genotipo *3/*3 corresponde a la
frecuencia del alelo z (*3) al cuadrado. La frecuencia de los heterocigotos es entonces el

doble de la frecuencia p y q, mds el doble de la frecuencia de q vy z.

Para confirmar si existe una diferencia significativa de los alelos observados y los
esperados se realizdé una prueba de chi-cuadrado mediante la formula X?= (O-E) 2/E donde
O corresponde al numero de individuos observados, E corresponde al nimero de
individuos esperados. Para esta prueba se acepta el equilibrio de Hardy-Weinberg cuando

p<0,05.

Para CYP2C9 vy VKORC1 se encontraron valores de p: 0.99 y 0.38 respectivamente,
indicando que la poblacién de estudio se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg;
mientras que el valor de p para CYP4F2 fue p: 0.02, indicando que la poblacidon no se
encuentra en equilibrio, debido a que la mayoria de pacientes nacié en diferentes lugares
de Colombia, sin embargo, migraron a la capital, fendmeno que afecta la frecuencia

alélica.

También se usé la base de datos GenePop para confirmar los resultados anteriores

observéndose los siguientes datos:
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Para CYP2C9 valor de p: 0.44, para CYP4F2 valor de p: 0.00 y VKORC1 con valor de p: 0,28.

8.3 COMPARACION CON OTROS PAISES

Posteriormente se compararon estas frecuencias con las realizadas en el presente trabajo
con otros paises de diferentes continentes, por medio de la prueba chi-cuadrado y se

determind si existe diferencia significativa cuando el valor de p es menor o igual a 0.05.

Para las frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2C9, se revisd bibliografia para los
siguientes paises latinoamericanos: Colombia, Uruguay, Brasil, Argentina, México y Puerto
Rico; Europeos: Espafia, Noruega, Suecia, Reino Unido, Italia, y Alemania;
Norteamericanos: Canadda (poblacién indigena y poblacidn esquimal), Estados Unidos
(poblacidn blanco-americana y afroamericana); Asiaticos: China, Corea, Japdn y Taiwan y

africanos: Egipto y Etiopia.

Para las frecuencias alélicas y genotipicas de CYP4F2: Latinoamericanos: Colombia y Brasil;
Europeos: Holanda, Italia, Noruega, Francia, Holanda y Alemania; Norteamérica: Canada y
Estados Unidos (poblaciéon blanco-americana y afroamericano); Asidticos: China, Corea y

Japén, africanos: Egipto, y Etiopia.

Para las frecuencias alélicas y genotipicas de VKORC1, se revisaron los paises
latinoamericanos: Colombia, Uruguay, Brasil, Argentina y Puerto Rico; europeos: Espaiia,
Portugal, Reino Unido, Francia, Holanda, Italia, Alemania, Noruega vy Suecia;
norteamericanos: Canadd, estados Unidos; asidticos: China, Corea y Japon vy africanos:

Mozambique y Egipto
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8.3.1 DISTRIBUCION DE LOS GENES CYP2C9, CYP4F2 Y VKORC1 ENTRE LOS
DIFERENTES PAISES

A continuacién se presentan la distribucién alélica y genotipica de los genes CYP2C9, CYP4F2 y
VKORC1, por continentes: Latinoamérica, Europa, Asia y Africa, y sus respectivos valores de p

respecto a nuestro estudio.
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8.3.1.1 DISTRIBUCION ALELICA DE LOS GENES CYP2C9, CYP4F2 Y VKORC1 ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS

ETNICOS

Se comparan las frecuencias obtenidos en el presente estudio, con las frecuencias reportadas para paises latinoamericanos y se

determinan las diferencias significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

CYP2C9
X X . . , . Puerto
Estudio Colombia Uruguay Brasil Argentina México Rico
Latinoamérica actual n=145 n=71 n=390 n=101 n=98
n=103
n=202 (88) (89) (90) (91) (92)
(93)
S/

Alelos p S/NS p NS p [ s/ns p S/NS NS p | s/Ns p S/NS
CYP2C9*1 0.87 0.90 0.97 NS 0.73 0.87 NS 0.82 0,96 NS 0.70 0.84 NS 0.86 0.99 NS 0.75 0.89 NS
CYP2C9*2 0.08 0.09 0.97 NS 0.12 0.91 NS 0.12 0.89 NS 0.27 0.71 NS 0.09 0.97 NS 0.19 0.79 NS
CYP2C9*3 0.05 0.05 1.00 NS 0.15 0.80 NS 0.05 1.00 NS 0.03 0.91 NS 0.05 1.00 NS 0.05 1.00 NS

Tabla 14. Comparacion de las frecuencias alélicas (CYP2C9) del presente trabajo vs paises latinoamericanos. S: significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio con lo reportado para paises europeos y se determinan las diferencias

significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

CYP2C9
Espafia Noruega Suecia
Europa Estudio Actual n=116 n=212 n=1490
(94) (95) (96)

Alelos p S/NS p S/NS p S/NS
CYP2C9*1 0.87 0.76 0.90 NS 0.83 0.96 NS 0.81 0.95 NS
CYP2C9*2 0.08 0.16 0.84 NS 0.11 0.93 NS 0.11 0.93 NS
CYP2C9*3 0.05 0.08 0.92 NS 0.06 0.97 NS 0.08 0.92 NS
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Tabla 15. Comparacion de las frecuencias alélicas (CYP2C9) del presente trabajo vs paises europeos. S: significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo




Se comparan las frecuencias obtenidos en el presente estudio con lo reportado para paises europeos y se determinan las diferencias
significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

CYP2C9
X 5 X Italia Alemania
Estudio Reino unido
Europa n=437 n=75
Actual n=297(83)
(97) (98)

Alelos p S/NS p S/NS p S/NS
CYP2C9*1 87,0 0.73 0.87 NS 0.78 0.92 NS 0.81 0.95 NS
CYP2C9*2 7,9 0.17 0.83 NS 0.15 0.87 NS 0.13 0.89 NS
CYP2C9*3 4,1 0.09 0.89 NS 0.07 0.97 NS 0.06 0.97 NS

Tabla 16. Comparacion de las frecuencias alélicas (CYP2C9) del presente trabajo vs paises europeos. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se comparan las frecuencias obtenidos en el presente estudio con lo reportado para paises norteamericanos y se determinan las
diferencias significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

CY2PC9
Estudio Canada Irgiﬁ:g:s Esquimal Blanco americano Afroamericano
Norteamérica Actual n=246 h=114 n=151 n=213 n=116
(99) (100) (100) (101) (102)

Alelos p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS
CYP2C9*1 0.87 0.80 0.94 NS 0.91 0.97 NS 0.01 0.00 S 0.86 0.99 NS 0.96 0.93 NS
CYP2C9*2 0.08 0.13 0.89 NS 0.03 0.77 NS NE / / 0.09 0.97 NS 0.03 0.77 NS
CYP2C9*3 0.05 0.05 0.97 NS 0.07 0.94 NS NE / / 0.05 1.00 NS 0.01 0.69 NS

Tabla 17. Comparacion de las frecuencias alélicas (CYP2C9) del presente trabajo vs paises norteamericanos. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo, NE: no encontrado
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Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio con lo reportado para paises asidticos se determinan las diferencias
significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

CYP2C9
. China Corea Japoén Taiwdan
) Estudio
Asia n=22 n=574 n=218 n=98
actual
(103) (104) (105) (106)

Alelos p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS
CYP2C9*1 0.87 0.96 0.93 NS 0.96 NS 0.93 0.98 0.91 NS 0.97 0.92 NS
CYP2C9*2 0.08 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE
CYP2C9*3 0.05 0.04 0,92 NS 0.04 NS 0.96 0.02 0.83 NS 0.03 0.91 NS

Tabla 18. Comparacion de las frecuencias alélicas (CYP2C9) del presente trabajo vs paises asiaticos. . S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo, NE: no encontrado
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Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio con lo reportado para paises africanos y se determinan las diferencias
significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

. Egipto Etiopia
o Estudio

Africa n=247 n=150

actual
(107) (108)

Alelos p S/NS p S/NS
CYP2C9*1 0.87 0.82 0.96 NS 0.94 0.94 NS
CYP2C9*2 0.08 0.12 0.91 NS 0.04 0.84 NS
CYP2C9*3 0.05 0.06 0.97 NS 0.02 0.83 NS

Tabla 19. Comparacion de las frecuencias alélicas (CYP2C9) del presente trabajo vs paises africanos. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo

Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio con lo reportado para paises latinoamericanos se determinan las
diferencias significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p

CYP4F2
Colombia Brasil
) L. Actual estudio n=145 n=370
Latinoamérica
(88) (109)
Alelos p S/NS p S/NS
C 0,70 0.79 0.92 NS 0.75 0.95 NS
T 0.30 0.21 0.84 NS 0.25 0.90 NS

Tabla 20. Comparacion de las frecuencias alélicas (CYP4F2) del presente trabajo vs paises latinoamericanos. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio con lo reportado para paises europeos y se determinan las diferencias
significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

CYP4F2
Espafia Reino Unido Francia
Actual
Europa . n=114 n=200 n=465
estudio
(94) (110) (111)
Alelo p S/NS p S/NS p S/NS
(o 0.70 0.64 0.94 NS 0.68 0.98 NS 0.71 0.99 NS
T 0.30 0.36 0.92 NS 0.32 0.97 NS 0.30 0.99 NS

Tabla 21. Comparacion de las frecuencias alélicas (CYP4F2) del presente trabajo vs paises europeos. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo

Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio con lo reportado para paises europeos y se determinan las diferencias
significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

CYP4F2
Holanda Italia Alemania Noruega
Actual
Europa i n=244 n=437 n=75 n=105
estudio
(112) (97) (98) (113)
Alelo p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS
C 0.70 0.70 0.99 NS 0.68 0.98 NS 0.73 0.97 NS 0.74 0.96 NS
T 0.30 0.30 0.99 NS 0.32 0,83 NS 0.27 0.95 NS 0.26 0.92 NS

Tabla 22. Comparacion de las frecuencias alélicas del presente trabajo (CYP4F2) vs paises europeos. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio, con lo

diferencias significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

reportado para paises

norteamericanos y se determinan las

CYP4F2
) ’ Afroamericano
Blanco-americano Canada
.. Actual n=258
Norteamérica i n=181 n=246
estudio (114)
(3) (99)
Alelos p S/NS % p S/NS % p S/NS
C 0.70 0.72 0.98 NS 0.70 0.98 NS 0.94 0.80 NS
T 0.30 0.28 0.97 NS 0.30 0.97 NS 0.05 0.26 NS

Tabla 23. Comparacion de las frecuencias alélicas del presente trabajo (CYP4F2) vs poblaciones norteamericanas. S.: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo

Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio con lo reportado para paises asiaticos y se determinan las diferencias

significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

Tabla 24. Comparacion de las frecuencias alélicas del presente trabajo (CYP4F2) vs paises asiaticos. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo

CYP4F2
Japon
. Corea
China n=97
Actual n=403
. i n=222 (115)
Asia estudio (104)
(103) p
S/NS
Alelo % % p S/NS % p S/NS % p S/NS
C 0.70 0.76 0.95 NS 0.65 0.95 NS 0.71 0.99 NS
T 0.30 0.27 0.95 NS 0.35 0.93 NS 0.29 0.99 NS
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Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio con lo reportado para paises africanos y se determinan las diferencias
significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

CYP4F2
Egipto Marruecos
L. Actual
Africa . n=192 n=114
estudio
(116) (117)
Alelos p S/NS p S/NS
(o 0.70 0.69 0.99 NS 0.69 0.99 NS
T 0.30 0.31 0.99 NS 0.41 0.86 NS

Tabla 25. Comparacion de las frecuencias alélicas del presente trabajo (CYP4F2) vs paises africanos. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo

Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio, con lo reportado para paises latinoamericanos y se determinan las

diferencias significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

VKOC1
Colombia
Alelo n=145 Colombia Uruguay Brasil
VKORC1-1639G/A Actual (88) n=120 n=71 n=390
Latinoamérica estudio (118) (89) (90)
Alelos p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS
G 0.55 0.58 0.98 NS 0.55 0.99 NS 0.55 1.00 NS 0.67 0.89 NS
A 0.44 0.41 0.98 NS 0.45 0.99 NS 0.44 1.00 NS 0.33 0.85 NS
Tabla 26. Comparacion de las frecuencias alélicas del presente trabajo (VKORC1) vs poblaciones de Latinoamérica. . S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio, con lo reportado para paises latinoamericanos y se determinan las
diferencias significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

VKORC1
Argentina Puerto Rico
Latinoamérica Actual estudio n=101 n=103
(92) (93)
Alelos p S/NS p S/NS
G 0.55 0.50 0.93 NS 0.59 0.97 NS
A 0.44 0.50 0.93 NS 0.41 0.96 NS

Tabla 27. Comparacion de las frecuencias alélicas del presente trabajo (VKORC1) vs poblaciones de Latinoamérica. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo

Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio, con lo reportado para paises europeos y se determinan las diferencias
significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

VKORC1
. . Holanda 1173C/T
" Reino Unido
Espafa n=231
Actual n=297
Europa . n=117 (119)
Estudio (83)
(94) 0 p
S/NS
Alelos p S/NS p S/NS p S/NS
G 0.55 0.63 0.93 NS 0.53 0.97 NS 0.55 0.99 NS
A 0.44 0.37 0.91 NS 0.47 0.97 NS 0.44 1.00 NS

Tabla 28. Comparacion de las frecuencias alélicas del presente trabajo (VKORC1) vs paises europeos. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio, con lo reportado para paises europeos y se determinan las diferencias

significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

VKORC1
. . Noruega .
Italia Alemania Suecia
1173C/T

Europa n=147 p S/NS n=75 p — p S/NS n=1461 p S/NS

97 98 - 96

(97) (98) (95) (96)
Alelos p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS
G 0.56 0.99 NS 0.62 0.94 NS 0.59 0.97 NS 0.60 0.96 NS
A 0.44 1.00 NS 0.38 0.92 NS 0.41 0.96 NS 0.40 0.96 NS

Tabla 29. Comparacion de las frecuencias alélicas (VKORC1) vs paises europeos. S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo

Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio, con lo reportado para paises norteamericanos y se determinan las

diferencias significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

VKORC1
pm— Blanco-Americano Canada Afro-americanos
Norteamérica i n=213 n=246 n=111
estudio
(101) (99) (102)
Alelos p S/NS p S/NS p S/NS
G 0.55 0.62 0.96 NS 0.60 0.96 NS 0.90 0.72 NS
A 0.44 0.38 0.92 NS 0.40 0.92 NS 0.10 0.28 NS

Tabla 30. Comparacion de las frecuencias alélicas del presente trabajo (VKORC1) vs poblaciones de Norteamérica. . S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio, con lo reportado para paises asidticos y se determinan las diferencias

significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

VKORC1
China Corea Japon
-Asia Actual estudio n=222 n=564 n=259
(103) (104) (105)
Alelos p S/NS p S/NS p S/NS
G 0.55 0.14 0.26 NS 0,70 0.87 NS 10,0 0.15 NS
A 0.44 0.86 0.65 NS 0.93 0.61 NS 90,0 0.63 NS
Tabla 31. Comparacion de las frecuencias alélicas del presente trabajo (VKORC1) vs poblaciones de Asia. . S: Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo

Se comparan las frecuencias obtenidas en el presente estudio, con lo reportado para paises africanos y se determinan las diferencias
significativas (DS) por medio de la prueba chi-cuadrado p.

Mozambique-Angola Egipto
Africa Actual estudio n=216 n=196
(120) (116)
Alelos p S/NS p S/NS
G 0.55 0.97 0.68 NS 0.54 0.98 NS
A 0.44 0.03 0.02 S 0.46 0.98 NS
Tabla 32. Comparacién de las frecuencias alélicas del presente trabajo (VKORC1) vs poblaciones de Africa. S: Significativo, cuando p es menor de 0,005; NS: no significativo
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8.3.1.2 DISTRIBUCION GENOTIPICA DE LOS GENES CYP2C9, CYP4F2,Y VKORC1 ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS ETNICOS

Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises latinoamericanos buscando si presenta
diferencia significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

CYP2C9
Uruguay Brasil México
Actual n=71 n=370 Argentina n=101 n=98 Puerto Rico n=103

CYP2C9 estudio (89) (109) (91) (92) (93)

Genotipo p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS
*1/*1 0.77 0.51 0.71 NS 0.69 0.91 NS 0.56 0,77 NS 0.74 0.96 NS 0.59 0.80 NS
*1/*2 0.13 0.24 0.82 NS 0.18 0.91 NS 0.23 0.83 NS 0.15 0.96 NS 0.25 0.81 NS
*1/*3 0.07 0.23 0.74 NS 0.09 0.95 NS 0.05 0.93 NS 0.10 0,92 NS 0.05 0.93 NS
1*/5% NA NA NA NA 0.005 NA NA NA NA NA NA NA NA 1 NA NA
1*/6 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
2 J) 0.001 0 NA NA 0.01 0.93 NS 0.14 0.71 NS 0 NE NA 0.03 0.87 NS
2%/3* 0.01 0 NA NA 0.01 1.00 NS 0.01 1.00 NS 0.01 1.00 NS 0.06 0.84 NS
2%/5* NA NA NA NA 0 NA NA NA NA NA NA NA NA 1 NA NA
2%/11* NA NA NA NA 0.2 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
3*/3* NE 0.03 0,91 NS NE NE NS 0 NA NA NE NA NA NE NA NA

Tabla 33. Comparacion de las frecuencia genotipicas del presente trabajo (CYP2C9) vs poblaciones de Latinoamérica Significativo, cuando p es menor de 0,05; NA: no aplica NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises europeos buscando si presenta diferencia
significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

CYP2C9
Reino Unido Italia Alemania
E
dropa Estudio
Actual n=297 n=437 n=75
CYP2C9
(83) (97) (98)
P S/NS p S/NS p S/NS
*1/*1 0.78 0.56 0.77 NS 0.61 0.83 S 0.64 0.86 NS
*1/*2 0.13 0.22 0.85 NS 0.23 0.83 S 0.24 0.82 NS
*1/*3 0.07 0.14 0.85 NS 0.12 0.89 NS 0.11 0.90 NS
2% /2% 0.001 0.03 0.90 NS 0.02 0.94 NS NE NE NA
2% /3% 0.01 0.04 0.88 NS 0.01 1.00 NS 0.01 1.00 NS
3*/3* NE 0.01 0.92 NS 0.01 0.94 NS NE NE NA

Tabla 34. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (CYP2C9) vs paises europeos. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NA: no aplica NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises europeos buscando si presenta diferencia
significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

CYpP2C9
Espafia Noruega Suecia
n=116 n=212 n=1490
Estudio
Espafia Actual (94) (95) (96)

Genotipo p S/NS P S/NS p S/NS
*1/*1 0.77 0.54 0.74 NS 0.69 0.91 NS 0.66 0.88 NS
*1/*2 0.13 0.29 0.77 NS 0.18 0.91 NS 0.19 0.89 NS
*1/*3 0.08 0.14 0.85 NS 0.09 0.95 NS 0.12 0.89 NS
2% /2% 0.001 0.01 0.93 NS 0.02 0.89 NS 0.01 0.93 NS
2%/3* 0.01 0.01 1.00 NS 0.01 0.99 NS 0.01 1.00 NS
3%/3* NE 0.01 1.00 NS 0.01 0.94 NS NE 0.94 NS

Tabla 35. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (CYP2C9) vs paises europeos. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NA: no aplica NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con Canada y poblaciones de Estados Unidos, buscando

si presenta diferencia significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

CYP2C9
Canada Indigenas Esquimal Blanco-americano Afro-americano
Actual
estudio n=246 Canada n=151 n=325 n=116
(99) n=114 (1212)! (101) (102)

Genotipo p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS
*1/*1 0.78 0.64 0.86 NS 0.83 0.96 NS 1.00 0.83 NS 0.60 0.82 NS 0.89 0.91 NS
*1/*2 0.13 0.21 0.86 NS 0.06 0.78 NS NE NA NA 0.23 0.83 NS 0.05 0.72 NS
*1/*3 0.07 0,12 0,89 NS 0,11 0.90 NS NE NA NA 0.13 0.87 NS 0.03 0.82 NS
2% /2% 0.01 0,03 0.91 NS NE NA NA NE NA NA 0.03 0.91 NS NE NA NA
2%/3* 0.01 NE NE NA NE NA NA NE NA NA 0.01 1.00 NS NE NA NA
3%/3* NE NE NE NA NE NA NA NE NA NA NE NA NA NE NA NA

Tabla 36.Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (CYP2C9) vs poblaciones norteamericanas. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NA: no aplica NS: no significativo, NE:
no encontrado, NA: no aplica
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises asiaticos buscando si presenta diferencia
significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

CYP2C9
China Japon Corea Taiwdan
Asia n=222 n=218 n=574 n=98
Actual

CYP2C9 estudio (103) (105) (104) (106)

Genotipo p S/NS p S/NS p S/NS P S/NS
*1/*1 0.78 0.91 0.91 NS 0.96 3,83 NS 0.98 0.84 S 0.92 0.88 NS
*1/*2 0.13 NE NA NA NE NA NA NE NA NA NE NE NA
*1/*3 0.07 0,04 0.88 S 0.04 3,56 NS 0.02 0.72 S 0,08 0.88 NS
2%/2* 0.01 NE NA NA NE NA NA NE NA NA NE NE NA
2%/3* 0.01 NE NA NA NE NA NA NE NA NA NE NE NA
3%/3* 0.01 NE NA NA NE NA NA NE NA NA NE NE NA

Tabla 37.Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (CYP2C9) vs poblaciones de Asia. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NE: no encontrado NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises africanos buscando si presenta diferencia
significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

Egipto Etiopia
n=247 n=150
Genotipo Actual estudio (107) (108)
p S/NS p S/NS

*1/*1 0.78 0.66 0.88 NS 0.87 0.92 NS
*1/*2 0.13 0.19 0.89 NS 0.09 0.89 NS
*1/*3 0.07 0.12 1.00 NS 0.04 0.88 NS
) 0.01 0.02 0.94 NS 0,00 NA NA
2%/3* 0.01 NE NA NA 0,00 NA NA
3%/3* 0,00 0.01 0.92 NS 0,00 NA NA

Tabla 38. Comparacién de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (CYP2C9) vs poblaciones de Africa. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NA: no aplica NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises latinoamericanos buscando si presenta
diferencia significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura, sélo Brasil tiene estudios reportados con CYP4F2.

CYP4F2
Colombia Brasil
n=145 n=370
CYP4F2 Actual estudio (88) (109)

Genotipos p S/NS p S/NS
c/C 0.52 0.59 0.93 NS 0.59 0.93 NS
c/T 0.35 0.40 0.94 NS 0.33 0.97 NS
T/T 0.13 0.01 0.01 NS 0.09 0.89 NS

Tabla 39. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (CYP4F2) vs Brasil. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NA: no aplica NS: no significativo.
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises europeos buscando si presenta diferencia

significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

CYP4F2
Espafia
Actual n=114 Reino Unido n=204 Francia n=101 Holanda n=244
Genotipos estudio (109) (110) (111) (112)
p S/NS p S/NS P S/NS p S/NS
c/C 0.52 0.41 0.86 NS 0.48 0.95 NS 0.50 0.98 NS 0.49 0.97 NS
c/T 0.35 0.47 0.86 NS 0.41 0.93 NS 0.41 0.93 NS 0.43 0.90 NS
T/T 0.13 0.12 0.98 NS 0.12 0.98 NS 0.09 0.89 NS 0.09 0.89 NS
Tabla 40. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo CYP4F2) vs Europa. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises norteamericanos buscando si presenta

diferencia significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

CYP4F2
Italia Alemania n=75 Noruega
n=437 (98) n=105
Genotipos Actual estudio (122) (113)
p S/NS p S/NS p S/NS
c/C 0.52 0.44 0.90 NS 0.49 0.97 NS 0.55 0.97 NS
Cc/T 0.35 0.46 0.87 NS 0.48 0.85 NS 0.38 0.96 NS
T/T 0.13 0.09 0.89 NS 0.03 0.56 NS 0.07 0.82 NS
Tabla 41 Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente estudio (CYP4F2) vs paises europeos. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises norteamericanos buscando si presenta
diferencia significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

CYP4F2
X Canada Blanco-americano .
CYP4F2 Estudio Afroamericano
» n=246 n=181
Norteamérica Actual n=258
(99) (3)
p S/NS p S/NS p S/NS

c/C 0.52 0.50 0.98 NS 0.50 0.98 NS 0.89 0.69 NS
Cc/T 0.35 0.40 0.94 NS 0.44 0.89 NS 0.11 0.47 NS
T/T 0.12 0.10 0.92 NS 0.06 0.78 NS 0.04 0.65 NS

Tabla 42. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (CYP4F2) vs Norteamérica. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises asiaticos buscando si presenta diferencia
significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

Estudio China n=222 Corea n=403 Japén n=97 I
actual (103) (104) (115)
Genotipos p S/NS p S/NS p S/NS
c/c 0.52 0.52 1.00 NS 0.42 0.95 NS 0.52 1.00 NS
c/T 0.35 0.41 0.93 NS 0.47 0.86 NS 0.41 0.93 NS
T/T 0.12 0,07 0.98 S 0.12 0.98 NS 0,07 0.82 NS

Tabla 43. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (CYP4F2) vs Asia. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises africanos buscando si presenta diferencia
significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

CYP4F2

Marruecos Egipto

Genotipos Estudio Actual n=114 n=192

(117) (116)

P S/NS p S/NS

c/C 0.52 0.36 0.79 NS 0.35 0.77 NS
c/T 0.35 0.47 0.86 NS 0.45 0.88 NS
T/T 0.12 0.18 0.91 NS 0.19 0.89 NS

Tabla 44. Comparacién de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (CYP4F2) vs Africa. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises latinoamericanos buscando si presenta
diferencia significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

Colombia Colombia Uruguay Brasil Argentina Puerto Rico
VKORC1 Actual studio n=145 n=120 n=68 n=390 n=101 n=103
Latinoamérica n=202 (88) (118) (89) (90) (91) (93)

Genotipo p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS
GG 0.32 0.37 0.93 NS 0.32 1.00 NS 0.34 0.97 NS 0.44 0.86 NS 0.20 0.79 S 0.33 0.99 NS
G/A 0.47 0.43 0.95 NS 0.47 1.00 NS 0.44 0.96 NS 0.46 0.99 NS 0.60 0.87 NS 0.52 0.94 NS
A/A 0.21 0.20 0.98 NS 0.21 1.00 NS 0.22 0.98 NS 0,10 0.73 NS 0.19 0.96 NS 0.15 0.88 NS

Tabla 45. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (VKORC1) vs Latinoamérica. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises latinoamericanos buscando si presenta

diferencia significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

VKORC1
Espafia Reino Unido Holanda
VKORC1 Francia
Actual
i n=117 Portugal n=297 n=231
estudio
Europa
(94) (83) (119)

Genotipo p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS
G/G 0.32 0.42 0.97 NS 0.34 0.89 NS 0.25 0,15 NS 0.36 0.95 NS 0.35 0.96 NS
G/A 0.47 0.42 0.99 NS 0.48 0.90 NS 0.56 0,21 NS 0.48 0.99 NS 0.48 0.99 NS
A/A 0.21 0.16 0.94 NS 0.18 0.96 NS 0.19 0,60 NS 0.16 0.90 NS 0.17 0.92 NS

Tabla 46. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (VKORC1) vs Europa. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises europeos buscando si presenta diferencia

significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

VKORC1
Italia Noruega
1173C/T Alemania 1173C/T Suecia
n=147 n=75 n=58 n=1461
Actual

VKORC1 estudio (97) (98) (95) (96)

Genotipo p S/NS p S/NS p S/NS p S/NS
G/G 0.32 0.37 0.93 NS 0.40 0.90 NS 0.35 0.96 NS 0.36 0.95 NS
G/A 0.47 0.47 1.00 NS 0.44 0.96 NS 0.50 0.97 NS 0.50 0.97 NS
A/A 0.21 0.16 0.90 NS 0.16 0.90 NS 0.16 0.90 NS 0.15 0.88 NS

Tabla 47. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (VKORC1) vs Europa.

79

Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo




Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises norteamericanos buscando si presenta
diferencia significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

VKORC1
Canada Blanco-americano Afroamericano
VKORC1 Actual Estudio n=256 n=213 n=111
(99) (101) (123)
p S/NS p S/NS p S/NS

G/G 0.32 0.35 0.96 NS 0.37 0.93 NS 0.80 0.59 NS
G/A 0.47 0.49 0.98 NS 0.51 0.96 NS 0.20 0.55 NS
A/A 0.21 0.15 0.88 NS 0.13 0.82 NS 0 / /

Tabla 48. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (VKORC1) vs Norteamérica. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo

80




Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises asiaticos buscando si presenta diferencia
significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

VKORC1
China Corea Japon
. Estudio
genotipos n=222 n=564 n=269
actual
(103) (104) (105)
p S/NS p S/NS p S/NS
G/G 0.32 0.02 0.00 S 0.09 0.44 S 0.01 0.00 S
G/A 0.46 0.24 0.64 NS 0.12 0.31 S 0.17 0.47 NS
A/A 0.21 0.74 0.54 NS 0.87 0.48 S 0.82 0.50 NS

Tabla 49. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (VKORC1) vs Asia. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo
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Se calcularon las frecuencias genotipicas de nuestro estudio y se compararon con paises africanos buscando si presenta diferencia
significativa (DS) con alguno de lo reportado en la literatura.

Mozambique-Angola Egipto
Estudio
Genotipos Actual n=216 (120) n=196 (116)
p S/NS p S/NS
G/G 0.32 0.94 0.52 NS 0.26 0.91 NS
G/A 0.47 0.06 0.13 NS 0.57 0.89 NS
A/A 0.21 NE NE / 0.18 0.94 NS

Tabla 50. Comparacion de las frecuencias genotipicas del presente trabajo (VKORC1) vs paises de Africa. Significativo, cuando p es menor de 0,05; NS: no significativo, NE: no encontrado
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8.4 COMBINACION DE GENOTIPOS

De acuerdo al siguiente arbol se relacionaron los pacientes que poseen genotipificacion de

los tres genes estudiados

Pacientes con

Genotipo Genotipo Genotipo

Genotipos el genotipo

CYP2C9 VKORC1 CYP4F2
n=202

1 *1/*1 G/G c/c 29
2 *1/*1 G/G or 12
3 *1/*1 G/G /T 6
4 *1/*1 G/A c/c 33
5 *1/*1 G/A T 31
6 *1/*1 G/A /T 10
7 *1/*1 A/A c/c 15
8 *1/*1 A/A T 17
9 *1/*1 A/A /T 3
10 Y G/G c/c 7
11 *1/*2 G/G T 1
12 *1/*2 G/G /T 2
13 Y G/A c/c 7
14 *1/*2 G/A /T 4
15 *1/*2 G/A /T 2
16 Y A/A c/c 4
17 *1/+2 A/A /T 0
18 *1/*2 A/A /T 0
19 *1/*3 G/G c/c 5
20 *1/*3 G/G /T 3
21 *1/*3 G/G /T 0
22 *1/*3 G/A c/c 2
23 *1/*3 G/A /T 2
24 *1/*3 G/A /T 0
25 *1/*3 A/A c/c 1
26 *1/*3 A/A /T 1
27 *1/*3 A/A /T 2
28 *2/*2 G/G c/c 0
29 *2/*2 G/G /T 0
30 *2/*2 G/G /T 0
31 *2/*2 G/A c/c 2
32 *2/*2 G/A or 0
33 *2/*2 G/A /T 0
34 *2/*2 A/A c/c 0
35 *2/*2 A/A or 0
36 *2/*2 A/A /T 0
37 *2/*3 G/G c/c 0
38 *2/*3 G/G or 0
39 *2/*3 G/G /T 0
40 *2/*3 G/A c/c 0
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41 *2/%3 G/A /T 0
42 *2/*3 G/A /T 1
43 *2/*3 A/A c/c 0
44 *2/%3 A/A /T 0
45 *2/*3 A/A /T 0
46 *3/%3 G/G c/c 0
47 *3/%3 G/G /T 0
48 *3/%3 G/G /T 0
49 *3/%3 G/A c/c 0
50 *3/%3 G/A /T 0
51 *3/%3 G/A /T 0
52 *3/%3 A/A c/c 0
53 *3/%3 A/A /T 0
54 *3/%3 A/A /T 0

Tabla 51. Posibles genotipos al combinarlos entre si, y el niimero de pacientes con cada genotipo

8.5 IDENTIFICACION DE LAS REACCIONES ADVERSAS

Combinacién de los

tres genotipos

Numero de
pacientes
con RAM

Probada 29

5-8

Nimero de
pacientes con
RAM probable

1-4

Nimero de
pacientes con
RAM posible

Numero de
pacientes con
RAM dudosa

0s

Numero total de
pacientes que
presentaron

*1/*1, GG, CC 0 4 1 0 5
*1/*1, GG, CT 0 8 1 0 4
*1/*1, GG, TT 0 2 3 0 5
*1/*1, AA, CC 0 1 1 0 2
*1/*1, GA, TT 2 6 B 1 10
*1/*1, AA, CC 0 1 0 2 3
*1/*1, AA, CT 1 7 4 1 12
*1/*1, AA, TT 0 1 0 0 1
*1/*2, GG, CC 0 3 0 2 5
*1/*2, GG, CT 0 1 0 0 1
*1/*2, GG, TT 0 0 1 1 2
*1/*2, GA, CC 0 2 0 1 3
*1/*2, GA, CT 0 2 0 0 2
*1/*2, GA, TT 0 0 0 0 0
*1/*2, AA, CC 0 1 1 0 2
*1/*3, GG, CC 0 0 2 0 2
*1/*3, GG, CT 0 0 1 0 1
*1/*3, GA, CC 0 1 0 1 2
*1/*3, GA, CT 0 1 0 0 1
*1/*3, AA, CC 0 0 0 0 0
*1/*3, AA, CT 0 0 0 0 0
*1/*3, AA, TT 0 1 0 0 1
*2/*2, GA, CC 0 0 4 0 4
*1/*1, GA, CT 1 4 2 4 10
*1/*1, AA, CC 0 1 0 2 3
TOTAL 4 42 20 15 81
4.93% 51.86% 24.70% 18.6% 100%

Tabla 52. Genotipos encontrados en el presente trabajo, y pacientes que presentaron RAM
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Reacciones adversas: se analizaron las reacciones adversas para cada genotipo completo
y se obtuvieron los siguientes datos, segun el algoritmo de Naranjo:

Genotipo 1: El 82.8% de los pacientes no presentd ningln evento adverso, el 10.32%
presentd equimosis, el 3.44% presentd epistaxis y el 3.44% hemorragia uterina anormal
(HUA).

Genotipo 2: El 50% no presentd ningun tipo de evento adverso, el 25% presento epistaxis
y el 8.33% presenté hematomas, 8.33% hemorragia de vias digestivas altas y el 8.33,
presento un INR mayor a 3.

Genotipo 3: el 50% no presentd ningun tipo de evento adverso, el 33,33% presenté
epistaxis y el 16,66% gingivorragia.

Genotipo 4: El 63.6% no presentd reaccion adversa, el 15.3% presentd equimosis, el 6.1%
No pudo ser estabilizado su INR, 3% presenté epistaxis, el 3%Hematomas, el 3%
hematurias, 3% hipermenorrea, 3% hemorragias de vias digestivas altas.

Genotipo 5: El 64.5% no presentd reaccion adversa, 9.7% presentaron gingivorragias, el
6.5% epistaxis, el 6.5% equimosis, el 6.5% INR mayor a 3, el 3.2% hemorragias de vias
digestivas altas y el 3.2% alergias en piel.

Genotipo 6: El 90% no presento reaccion adversa y el 10% presento equimosis.

Genotipo 7: El 46.7% no presento reaccién adversa, el 13.3% presentd el INR por encima
de 3, el 6.66% epistaxis, 6.66% gingivorragia, 6.66% hematomas, 6.66%hematurias, el
6.66% hemorragia uterina anormal y el 6.66% hemorragia de vias digestivas altas.
Genotipo 8: El 23.5%n0 presentd reaccion adversa, 23.4% presenté equimosis, el 11.8%
epistaxis, el 5.9% presentdé hematomas, el 5.9% hematurias, el 5.9% hematuria y
hematomas, el 5.9% hemorragia de vias digestivas altas, 5.9% hemorragia uterina
anormal, 5.9% gingivorragias y el 5.9% INR mayor de 3.

Genotipo 9: El 66.7% de los pacientes no presentd reaccion adversa y el 33.3% presenté
gingivorragia.

Genotipo 10: El 28.6% no presentd reaccidon adversa, el 28.6 presentd epistaxis, 14.3
gingivorragia, el 14.3 hematuria y el 14.3 INR mayor a 3.

Genotipo 11: El 100% presenté equimosis (un Unico paciente).
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Genotipo 12:

El 50% presentd equimosis y el 50% restante subanticoagulacion.

Genotipo 13: el 57,14% no presentd ninguna reaccidn, el 14,28% presentd epistaxis, el

14,28& presento hematomas y el restante 14,28% presentd equimosis.

Genotipo 14:
Genotipo 15:

el 50% no presenté ninguna reaccion, el otro 50% presentaron equimosis

100% no tuvo reacciones adversas.

Genotipo 16: 50% no presentd reacciones adversos, el restante 50% presentd

hematomas.

Genotipo 19: 80% no presento reacciones adversas, de éste el 40% suspendid el

tratamiento en el segundo mes, 20% presenté hemorragia uterina normal.

Genotipo 20:
Genotipo 22:
Genotipo 23:
Genotipo 25:
Genotipo 26:
Genotipo 27:
Genotipo 31:
Genotipo 42:

66,66% no presentd reacciones adversas, 33,33% presento gingivorragia.
50% presenté hematuria, 50% presento gingivorragia.

50% presentd petequias, 50% presento gingivorragia.

100% no presentd reacciones adversas.

100% no presentd reacciones adversas.

50% no presento reacciones adversas, 50% presenté hematoquecia.
50% no presentd ninguna reaccidn, 50% presentd equimosis.

100% presenté hematomas.
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9 DISCUSION

La warfarina es un medicamento ampliamente utilizado para el tratamiento de varias
patologias como la trombosis venosa profunda, valvulas cardiacas artificiales, prevencién

del infarto o embolia pulmonar (12).

La warfarina tiene un margen terapéutico estrecho, lo que permite que se presente una
falla terapéutica, ya sea por subanticoagulacion lo que puede conducir a infarto o
sobreanticoagulacidon que conlleva a hemorragias (124). El INR (International Normalized
Ratio) permite vigilar la terapia de anticoagulacion y en la practica clinica debe tener un

indice de 2-3, este estandar es manejado universalmente (124).

CYP2(C9 es el gen que codifica una enzima, que permite eliminar del organismo muchos
medicamentos, entre ellos la warfarina, y los alelos *2 y *3 afectan el proceso metabdlico
y la dosis requerida para cada paciente, asi como presentan diferentes frecuencias alélicas

en diferentes grupos étnicos (125).

En el presente estudio el alelo *1 de CYP2(C9 referido como wild type (WT), se encontré
con una frecuencia de 0.87 en la poblacién de estudio, siendo el mas comun y también el
mas frecuente en estudios realizados por lIsaza y Palacio en otras poblaciones
colombianas, asi como también es el mas frecuente en el resto de los continentes, segun
lo reportan diferentes autores, en cuanto al andlisis con el presente estudio, se encontrd
diferencia significativa (DS) (p.0.00) con la poblacién esquimal, quienes habitan las
regiones articas de América y parte de Siberia debido a que en esta poblacion el 100% de

los individuos tiene el alelo silvestre.
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El alelo *2 es el segundo alelo mas comun en el presente estudio con una frecuencia de
0.08 y en los estudios previos realizados por Isaza y Palacio en Colombia (88,118), también
ocupa el segundo lugar en todos los paises, excepto en la poblacidn asidtica donde no
existe (126). Este alelo tampoco se encontrd en la poblacién esquimal, debido a que ellos

son descendientes de asidticos (100).

En cuanto al alelo *3 se presenta en nuestra poblacion con una frecuencia de 0.05 siendo
el tercero mas comun, al igual que en los estudios previos realizados en el pais y en el
mundo, excepto en la poblacién esquimal de Norteamérica, donde no se encontré y tiene

una muy baja frecuencia (0.01) en la poblacién afroamericana de los Estados Unidos.

El cuanto a los genotipos en CYP2C9, no se encontraron DS, sin embargo, el genotipo
*3/*3 no se encontrd en el presente estudio, ni tampoco en los previos realizados por
Isaza y Palacio, asi como tampoco es reportado para poblaciones de Etiopia, Asia,
Norteamérica, Argentina, México y Puerto Rico, mientras que si es posible encontrarlo en

Egipto, Espafia, Noruega, Suecia, Reino Unido, Italia y Alemania.

El genotipo *3/*3 no se encontrd, porque el alelo *3 esta en una frecuencia muy baja, no
solo en el presente estudio sino a nivel mundial, y para poder encontrarlo seria necesario
aumentar el tamafio de la muestra. En general, es indudable que todos los paises tienen
frecuencias alélicas y genotipicas diferentes, sin embargo, para CYP2C9, las personas
caucasicas presentan mayor variabilidad, mientras que las afrodescendientes y asiaticas

poseen principalmente el genotipo *1/*1 (126).

En relacién a los polimorfismos de VKORCI, el alelo G (silvestre), fue el predominante con
una frecuencia de 0.55, como también lo es para otras poblaciones colombianas (88,118),
también ocurre lo mismo para Latinoamérica, Europa, Norteamérica y Africa, excepto en
la poblaciéon asiatica donde es el menos frecuente que el alelo A. No se observé DS con

ningun pais.
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La frecuencia del alelo A de VKORC1 en nuestra poblacion es de 0.45, y sélo se observé DS
con Mozambique-Angola (p. 0.02) porque este pais tiene una frecuencia de 0.03 para este
alelo y en esta poblacién es mas comun el alelo silvestre con una frecuencia de 0.97. Por
otra parte el alelo A es mas frecuente en la poblacidn asidtica, aunque no se presentaron
DS con los paises analizados China, Corea y Japén. El genotipo GA es el mas comun en el
presente estudio con una frecuencia de 0.47, al igual que en Latinoamérica, Europa, y
Norteamérica; mientras que, el genotipo mas frecuente en Asia es AAy GG en los paises
Mozambique-Angola y en la poblacién afroamericana de los Estados Unidos, en estos no

se encuentra el genotipo AA.

Al analizar el comportamiento de los polimorfismos en CYP4F2, para nuestra poblacién
encontramos que la frecuencia del alelo C o Wt es de 0.70 siendo el mds comun, al igual
que el estudio de Isaza y col. realizado en Colombia (88), a nivel mundial también ocurre lo
mismo. Al verificar si este gen se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg,
encontramos que esta en desequilibrio, posiblemente, porque la poblacién de Bogotd es
en su gran mayoria de otros departamentos y solo el 31.86% son oriundos de esta ciudad,
observandose la influencia ejercida por la migraciéon (127), afectando las frecuencias
alélicas de este gen. Al comparar nuestras frecuencias con Europa, Asia y Africa no
encontramos DS, como lo confirma Liang y col. (72); quienes realizaron un metaanalisis de

CYP4F2 y tampoco encontraron diferencias significativas entre asiaticos y caucasicos.

Debido a que las variables en los genes CYP2C9, VKORC1 y CYP4F2 tienen frecuencias
importantes en algunas poblaciones étnicas, y qué estas afectan la dosificacion de
warfarina es importante conocer en nuestra poblacidn que polimorfismos estan
presentes, el presente estudio permitié afirmar que efectivamente se encuentran las
variables relacionadas con la dosificacién de warfarina y este conocimiento puede ayudar
al personal médico para dar una dosis acorde con un polimorfismo, en un individuo

determinado y evitar los efectos adversos, posteriormente, estas frecuencias seran Utiles
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en la realizacion de una dosificacion guiada por un algoritmo que permita dar dosis

Optimas.

La warfarina es un medicamento frecuentemente relacionado con reacciones adversas, en
Estados Unidos en el afio 2006 se presentaron 36.000 pacientes con reacciones adversas a
dicho medicamento (124). El riesgo de presentar sangrado durante los primeros meses de
terapia con warfarina es 10 veces mayor que durante el primer afio, las hemorragias
gastrointestinal, de tejidos blandos, y del tracto urinario son las mas comunes, siendo la

intracraneana la mas rara (124).

En el presente estudio, de los 64 posibles genotipos combinados, se encontraron 25 (tabla
52), en los cuales, 81 pacientes presentaron algin sintoma relacionado con sangrado
como epistaxis, equimosis, hemorragia uterina anormal, hemorragia de vias digestivas

altas, entre otros.

En nuestro estudio 4 pacientes presentaron una RAM probada que corresponde al 4.93%,
42 pacientes presentaron una RAM probable que equivale al 51.86%, 20 pacientes
mostraron una RAM posible equivalente al 24.70% y 15 pacientes presentaron una RAM

dudosa correspondiendo al 18.6%, de acuerdo al algoritmo de Naranjo.
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10 CONCLUSIONES

1. En relacion a CYP2C9 los alelos *2 y *3 son mas frecuentes en la poblacién caucisica,
mientras que en la poblacién afrodescendiente el alelo silvestre es el mas frecuente, y en
el presente estudio, se observa que también se encuentran los alelos polimorficos,
asemejandose a la poblacién caucasica.

2. En relacién a VKORCI el genotipo GA es el mas frecuente en nuestro estudio, al igual
que Latinoamérica, Europa, y Norteamérica, pero difiere de Asia donde el genotipo mas
comun es AAy de los afrodescendientes donde el genotipo mas frecuente es GG.

3. En el gen CYP4F2 cuando se compara con otros paises, se observd que el genotipo
silvestre CC es mds comun en los afrodescendientes, mientras que el genotipo polimérfico

TT estd en una frecuencia baja.

4. En la poblacidon afrodescendiente, son mds comunes los alelos silvestres, y los
polimérficos se encuentran en una baja frecuencia.

91



11. RECOMENDACIONES

1. Se sugiere el estudio de frecuencias alélicas a otra poblacién, con individuos de
ascendencia bogotana, para verificar el desequilibrio de Hardy-Weinberg que se encontré
en el gen CYP4F2.

2. Probablemente se relacionen otros genes que estén implicados en la dosis de warfarina,
como el gen GGCX gamma-glutamil carboxilasa, que mejoraran los algoritmos ya utilizados

y que seran necesarios conocer su distribucién en la poblacién colombiana.

3. Establecer un algoritmo para la dosificacién de la warfarina a nuestra poblacion.
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12 ANEXOS

Anexo 1 Formato de recoleccidn de datos y test de Cage

Anexo 2, Formato de recolecddn de datos sl ingresar al estudic

Formabo de recolecclin de datos

Maomibre

Identificackin

Teléfono fijo

Teléfono celular

Acudiente

Edad

Saxo

Matural de

Procedente de

Ooupscion

Obare sciones

Informacion de la anticoagulacon

Indicacion dela
anticoagulacicn {CIE 10)

Tiempo de anticoagulacion

Drosis de warfarina semanal

Precencia de eventos sdvercos
presios

Anmtecadentes

Pabobdgicos

Driabetes mellitus
Hipertensidn arberial
Cnfermedad walvular
Cardiopstia
Enfermedad coronaria

[10 OO0
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Evento cernsbrovasoular [
Mo (especi Bgue )i

Alérgicos

Toaicos
*  Fuma sctoasbments

=i la reEspusEsts (=3
afirmativa, cuanbos cgarmmillos
fuma al dia?

=
s

* Bebe?
Si ba respuests es afirmativa

ZMa sentido alguna ver gue
debe baber menos?

Zile ha molestado gue fa
pente o critique por s
forma de beber?

Zalguna ver o ha sentido

mal o cuilpable por sw forma
de baber®

dalguna ver by necesitado
babar por 3 mafiansy pars
calmar los nervios o
aliminar molestirs por
haber bebido ia noche
anterior®

g N
= P
= P

Antecedentes farmacolGgioos

Examen fisioo

Tensidn arterial
Frecuencia cardiacs

Frecuencia nespiraboris
Temperatburs

Talla

IMC

Datos rebevantes: al examen
fisico
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Anexo 2. Consentimiento Informado

ANEX

COLEGID MAYOR DE NUESTARA SERORA DEL ROSARID

ESCUELA DE MEDICINA Y CIEMCIAS DE LA SALUD

DEPARTAMENTO DE CIEMCIAS BASICAS
LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR ¥ MOLECULAR

COMSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS COM EL
OBJETO DE REALIZAR UN TRABAJO DE INVESTIGACION: NUEVO ALGORITMO PARA
L& DOSIFICACION DE WARFARINA: REACCIONES ADVERSAS, FACTORES GEMETICOS
¥ HO GENETICOS

Usled (o 5u panenie) esia mwiado & parbapar en un estudio de mvestgecion proguesto por el msiuto de
Ciencias Basicas- Unided de Genética y Unidad de Farmacologia de la Universided del Roserio con la
paricipacion de:

CARLDS RESTREPD, DOAA FOMSECA, CLAUDIA SILVA, CARLOS CALDERCHN, ANGELICA TELLEZ,
GERAMAN MENDEL.

E= muy imporanie que usted les y entiendz cierios puntos imporientes en B realzacion de esie esiudio:

{8} Le participecidn en este estudio es totalments wolumizna.

ib} Le naturalera de esta imvestigecion, su propdsibo, sus imiladones, Sus riesgos, SUS
inconvanientas, incomodidades y cualquier informacion pertinente &l resuliedo de ésie, le serd
exphcada por el equipo de atenddn clinica

{c) Si tena sbgin interrogamie sobre el estudio por favor no dude en manilestaro a alguno de los
investigedores, quien con mucho gusio, ke contestars sus pregunias

(d) CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de cada individuo permanecerén archivedos en la
Universidad del Rosario. Los datos, los resulizdos de exdmenss y I3 informacidn gue wsied nos
ha dado son da cardcier absolutamente confidencial, de manera que, solamente ustady el egquips
de alencitn clinica tendrd acceso 3 esla informecidn. Por ningln motivo s divulgard esta

7
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informacion sin su aprobacion.

el De scuerdo con lo establecido en B resolucitn 008430 de 1983 (“Momas cenlifices, tSonicas y
administrativas pem B inwestigaciin en sald”), esle estudio pueds sar dasificade como una
“Imvestigecidn con nesgoe minimo™. Se cumglird con lo estieblecide por el Ministeno de Prodeccion
Spcial cofombiano (antiguo Ministero da Salud), [a ley 84 de 1968 y |a ley 2381 de 19935,

Caualguier informacitin edicional usted puade citeneda directaments con:
DOAA FONSECA, CLAUDWK SILVA, CARLOS CALDERON 4

DAR. ALBEATO VELEZ VAN MEERBEKE. Diraccién: Camera 24 No_ 63C - 68 Quinta do Mutis™. Oficina
da Imvestigaciones. Teldfono: 3474570 ext. 249,

Deparizmento de Ceencias Basicas.
Ezcuels da Madicina y Ciendas da la Sslud.

Universidad del Aosano. Tel (57-1)347 4570 (Ext266)

A EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDNVIDUOD
OBRJETVC:

1. Ganerar una heremienia para céloulo de dosis basado en feciores genéticos y oiros factomes, y B
courrencia de efecips secundanos, de ulilidad pars la implemantacion de esguemas de dosificacidn en
pacienies gue ioman warlsnng.

PACCEDIMIENT:

Se revisard sy historia clinica y se tomarén datos de ella y ose recogerd una muesta de
aproximadameants 10 ml de sangre madiants puncitn en vena panfénca. En caso de gue 588 necasand
repeiir los exémenes, usied serd notificado para fomar las muesires nuevemenie. Esias muesitas serdn
manejades y enalizedas Onicamente por persones imeolucradas directamemis en esie proyecto ¥
almacenadss en nuestro leboreiono de Gendtice

RIESGOS E INCOMODIDADES La paricipacitn an aste estudio represenia nasgo minimo pera su sshd
a imegridad, ¥ Bs molastias y efecios secundarnios estarén representadss exclusivementa por &8 toma da
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muestra mefenda en el procedimiento, alguenas molestiss pueden sar: hemalomas (morados),
anropecimienis wo sensbilidad al izcio en al lugsr de donda se axiase B muestra, sin embargo, estas =a
presenianEn da manem transiona

BENEAICIOS ADNCITOMNALES:
Este estudio nos syudard & hacer mas seguro &l tratamients con warfanna en el futumo pare Ud. y obros

pacienies. Mientras dure el estudio. Uid. seguird recibiendo el manejo habitual por pare de su médico
iradanbe._

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES

Al tomar pane do asie estwdio es imponante gue usted conemple las siguisntes responsabilidedes y
preCaUCones:

El riesgo existente an una toma de muesstra de sangre en vena periiérica es muy bajo y por lo
tanto no revise riesgo en su salud

MANEJO DE RESULTADOS

Los resuliedos gue se obtengan de la investigacin sarén entregados de manera pamsonsl en al
Laboratoric die Biokogia Celular y Molecular de |s Universidad del Hossrnio.

AUTOREZACIKON

La wiilizecidn de la muesira en estudios posiesiones nos podria ayudar en el fulere & entendar major los
resubados del tratamiento con wahdsnine. Por o tanto, por favor margue su decision con respecio al
almacenamisnia de B muesira y su ulilizacidn en astudios de investigacion posterioras:

Deseo gue la muestra que me fus extraida sea DESECHADA una vez completado el estudio.

Autorzo conservar la muessira gue me fue sxtraida con la posibilidad de emplearla junto con el
resultado del e stedio , en las siluaciones senaladas & continuacion:

o En estudics de invesligacion colaborelivos con oiras instilucionas Si Mo
necionales wWo inlemacionales, emviando la muesira al extenor &
elilos) lBboraionods) de elllos) instibuiols) antes mencionadols).

o En eswdios complementenos da diagndstico pera mi o =lgin 5 Mo
miemizo de mi familia
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o En estudios de mwestigacion especificos para lals) entidad{as],

objato de esla toma de muastra, siempre ¥ cuando 58 CONsene = Mo
en enonimato mis datos de identificaciin:
= En estudios de imwestigaciin de entidades distimas a lzis)
5l Mo

enfidad(e=) chbieio de esla foma de muestra, Sampre y cuando sa
consena an anonimaio mis detes de identificaciin

= En estudios de imvestigacidn colaborativos con oiras institucionas
nacicnales yio inlemacionales, siempre y cuendo exista acuemdo
imennstifucional previo, aprobacion del comilé de &fica y == Si Mo
consena an anonimaio mis detes de identificaciin

AUTORZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E IRCLUSION WOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:
NUEVO ALGORITMO PARA LA DOSIFICACION DE WARFARINA: REACCIOMES ADWERSAS,
FACTORES GENETICOS ¥ NO GENETICOS

Habiendo sido enferadalo) dal contenido del presenle estudic, se gue los resultados me indicaren scerca
da miz {eciores gendticos v como esle detemmina como rescciono &nie el tratamieno con warfanna, o

cual sywdard a oplimzar mi  tatEmente en el fwlem. Yo,
con documenio de  idenlificacidn nimero:
de . Bcenin voluntarismeamnie que =e ma fome una muestra

da sangre, con el fin de realizar el endlisis mencionado. Asi mismo, declam gue =& me ha explicado la
presenca de los riesgos v el manajo gue =o e dard al material de muestra.

Facha:
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Direccion

Tekéfono

Fima

GC.

Firma Firma
GC. CC

Testigo 1 Tastigo 2
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Anexo 3.Técnica de extraccion de DNA-PROBE con proteinasa

Dia Uno

1.

En un tubo Falcon de 15 ml medir 6 ml de buffer de lisis de gldbulos rojos y sobre
este adicionar 5ml de sangre total (lo que contenga el tubo lila). Mezclar muy bien
y con mucha suavidad hasta completa homogenizacion

2. Agitar fuertemente en una plataforma (shaker) durante 15 minutos a temperatura
ambiente

3. Centrifugar 10 minutos a 4500 rpm

4. Descartar el sobrenadante y conservar el pellet

5. Agregar 3ml de lisis de glébulo rojos y luego dejar 10 minutos en congelacion

6. Adicionar 2,5 ml de buffer de lisis celular y mezclar cuidadosamente con chupa
pladstica varias veces, hasta completar homogenizaciéon. Adicionar 3 ul de
proteinasa K 20mg/ml y dejar 2 a 4 horas a 55°C, que es la temperatura 6ptima de
accién de la proteinasa K

7. Centrifugar 10 minutos a 4500 rpm

Dia Dos

8. Adicionar 800 pl de solucién precipitante de proteinas agitando suavemente por
inversién, luego se incuba en hielo durante 5 minutos.

9. Centrifugar a 4000rpm durante 20 minutos

10. Verter el sobrenadante sobre un tubo Falcon de 15 ml que contenga, 2,4 ml de
isopropanol frio (alcohol isopropilico), dejar en reposo al menos unos 5 minutos.

11. Mezclar cuidadosamente por inversion hasta precipitar el DNA

12. Envolver el DNA en una pipeta pasteur de vidrio y pasarlo a 400 ul de agua

13. Colocar en plataforma(shaker) a velocidad lenta, toda la noche a temperatura
ambiente para resuspender por completo el DNA

14. Chequear al dia siguiente en agarosa y almacenarlo a 20 °C.
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10.

11.

12.

13.

14.

Anexo 4. Extraccion de ADN por Fenol-Cloroformo

Adicionar 500 pl de buffer de lisis (Tris-HCL 50mM, pH 7,5-8,0, EDTA 50mM, pH
8,0, SDS 0,5%) y dar vértex fuertemente durante 10 segundos)

Agregar 20 ul de proteinasa K (10mg/ml), mezclar muy bien por inversién e incubar
dos horas en bafio de agua

Luego agregar 500 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) agitar muy
fuerte

Centrifugar diez minutos a 10.000-14000 rpm en el ependorf

Con la ayuda de una micropipeta de 100 pl, retirar cuidadosamente la fase superior
acuosa y transferirla a un tubo de microcentrifuga de 1,5 pl (se debe tener especial
cuidado de no disturbar la interfase con el fin de evitar tomar material de ésta o de
la fase interior)

Agregar 500 pl: alcohol isoamilico (24:1) a cada tubo. Agitar fuertemente
Centrifugar diez minutos a 10.000-14.000 rpm

Con la ayuda de una micropipeta de 100 pl, retirar cuidadosamente, la fase
superior y transferirla a un ependorf de 1,5 pl (no se debe tomar material de la
interfase)

Precipitar el ADN, agregando 1ml de mezcla de etanol absoluto y acetato de
amonio (agregar a cada tubo una mezcla de 900 pul de etanol y 200 ul de acetato de
amonio 10M). Mezclar suavemente por inversiéon

Llevar los tubos a una temperatura de -20°C durante minimo 30 minutos (puede
dejarse toda la noche)

Centrifugar los tubos durante 10 minutos a 10.000-14.000 rpm

Descartar el sobrenadante suavemente evitando eliminar el pellet y agregar 1ml de
etanol 70% a cada tubo

Centrifugar los tubos durante 10.000-14.000 rpm

Descartar el sobrenadante suavemente por inversién evitando descartar el pellet y
colocar los tubos brevemente boca abajo sobre una servilleta, colocar los tubos en
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una gradilla y dejar secar completamente. Es recomendable hacer otro lavado mas
con etanol 70%

15. Resuspender el pellet en 7-15 pl de buffer de TE (10mM TrisHCL pH, 7,5, 1mM
EDTA) o en agua MQ, la cantidad del buffer de resuspensién o agua que se
empleen depende del tamafio del pellet de ADN obtenido en cada muestra

16. Conservar las muestras de ADN extraido, preferiblemente a una temperatura de -
20°C
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